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RESUMO

Bogo D. Avaliagdo da atividade antitumoral in vitro e in vivo de compostos de liquens.
Campo Grande; 2012. [Tese — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Muitas substancias isoladas de liquens apresentam atividades bioldgicas, e algumas
demonstraram ser fontes promissoras de drogas antitumorais. ModificagOes estruturais
simples a partir dessas substéancias bioativas podem levar a potencializacdo da atividade
apresentada. Os objetivos deste estudo foram avaiar a atividade antiproliferativa e
seletividade dos seguintes compostos isolados de liquens: atranorina, &cidos difractaico,
divaricético, perlatdlico, psordbmico, norstitico, protocetrérico e fumarprotocetrarico e
derivados alquilicos. O ensaio de citotoxicidade foi redizado com corante
sulforrodamina B em sete linhagens de células neoplasicas e uma linhagem de células
normais (3T3). O estudo também avaliou a atividade anticancer in vivo do &cido
protocetrérico sobre o melanoma B16-F10 em camundongos C57BL/6N. O é&cido
protocetrarico foi ativo em células HEP, (15,4 pg/mL), tendo seus derivados alquilicos
apresentado atividades moderadas — écido 9'-O-etil-protocetrarico em HEP,: 33,7
pug/mL; 9'-O-n-propil e 9'-O-isopropil-protocetrérico em HT-29: 27,3 e 29,2 pg/mL,
respectivamente; e 9'-O-sec-butil-protocetr&rico em UACC-62: 27,4 upg/mL. As
modificacOes estruturais no acido protocetrarico ndo potencializaram, portanto, sua
atividade antiproliferativa. Ja os derivados alquilicos do écido norstitico apresentaram
forte atividade, com destaque para o acido 8 -O-isopropil-norstitico (Glsy < 4 pg/mL)
em células PC-03, UACC-62 e HEP,. Também se mostraram ativos e com altos indices
de seletividade (I1S) em células MCF7 os &cidos 8 -O-n-butil norstitico e 8'-O-sec-butil
norstitico, este ultimo com IS de 87,4. Os acidos divaricatico, perlatélico e difractaico
apresentaram atividade entre forte e moderada, enquanto a atranorina, o &cido
psorébmico e o &cido fumarprotocetrarico foram inativos nas linhagens testadas. No
modelo de melanoma murino, o &cido protocetrarico na concentragdo de 22,5
mg/animal inibiu 96,63% do crescimento tumoral em relagcdo ao controle (p < 0,05). Os
resultados indicam que, tanto no modelo in vitro quanto no in vivo, houve na maior
concentracdo testada, inibicdo de aproximadamente 100% no crescimento tumoral pelo

acido protocetrérico.

Palavras-chave: citotoxicidade, seletividade, melanoma murino, liquens.



ABSTRACT

Bogo D. Evauation of in vitro and in vivo antitumor activity of lichen-derived
compounds. Campo Grande, MS, Brazil; 2012. [Doctora dissertation — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Many compounds isolated from lichens exhibit biological activity, and a number of
them are proven sources of antitumor drugs. Even simple structural changes to these
bioactive compounds can lead to potentiation of their activity. The purposes of this
study were to evaluate the antiproliferative activity and selectivity of the following
compounds isolated from lichens: atranorin; diffractaic, divaricatic, perlatolic,
psoromic, norstitic, protocetraric, and fumarprotocetraric acids; and alkyl derivatives.
Cytotoxicity tests based on the sulforhodamine B dye were performed on seven lines of
neoplastic cells and one line of norma cells (3T3). Also evaluated was the in vivo
anticancer activity of protocetraric acid against B16-F10 melanomain C57BL/6N mice.
Protocetraric acid was active against HEP, cells (15.4 ng/mL), but its alkyl derivatives
exhibited moderate activity levels—namely, 33.7 pg/mL for 9 -O-ethyl-protocetraric
acid on HEP,; 27.3 and 29.2 ug/mL for 9'-O-n-propyl- and 9’ -O-isopropyl-protocetraric
acids, respectively, on HT-29 cells; and 27.4 pg/mL for 9 -O-sec-butyl-protocetraric
acid on UACC-62 cells. The structural changes to protocetraric acid did not potentiate
its antiproliferative activity, yet the alkyl derivatives of norstitic acid proved strongly
active, particularly in the case of 8 -O-isopropyl-norstitic acid (Glsp < 4 pg/mL) tested
against PC-03, UACC-62, and HEP; cells. Also active, and exhibiting high selectivity
against MCF7 cells, were 8 -O-n-butyl-norstitic and 8 -O-sec-butyl norstitic acids, the
latter with a selectivity index of 87.4. The activity of divaricatic, perlatolic, and
diffractaic acids ranged from high to moderate, whereas atranorin and psoromic and
fumarprotocetraric acids were inactive against the strains tested. In the murine
melanoma model, protocetraric acid at a concentration of 22.5 mg per animal inhibited
96.63% of tumor growth, relative to controls (p < 0.05). The results revedled that
protocetraric acid caused nearly 100% inhibition of tumor growth at the highest

concentration tested, both in vitro and in vivo.

Keywords: cytotoxicity, selectivity, murine melanoma, lichens.
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1 INTRODUCAO

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células
tendem a ser muito agressivas e incontroldveis, determinando a formacdo de tumores
(acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas (INCA, 2012).

Nas ultimas décadas, o cancer vem se apresentando como um problema de saiude
publica mundial, despertando o interesse urgente na pesquisa para o desenvolvimento de
farmacos com atividade antitumoral. A descoberta de medicamentos para o cancer esta
relacionada a pesquisas de produtos naturais, sendo que cerca de 60% dos medicamentos
utilizados tem em alguma instancia, sua origem relacionada a uma fonte natural. Dada a
biodiversidade do pais, as fontes naturais ainda estdo disponiveis em abundancia e oferecem
as melhores possibilidades de encontrar substincias de interesse terapéutico (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

Historicamente, o século XX representou um avango extraordinario na pesquisa de
produtos naturais, especialmente no campo da oncologia, o que resultou no desenvolvimento
de farmacos como: 1) vimblastina e a vincristina e os andlogos vindesina e vinorelbina; 2)
paclitaxel e o analogo docetaxel; 3) podofilotoxina e seus analogos, etoposideo e teniposideo
e a camptotecina ¢ os andlogos, topotecano e irinotecano. Apesar da introducao de novos
farmacos no arsenal terapéutico do cancer, varios tipos de tumores ainda ndo dispdem de
tratamento adequado (PINTO et al., 2002).

Algas, fungos, liquens e plantas superiores representam importantes fontes para
pesquisas de novas moléculas bioativas. As substdncias do metabolismo secundario
destacaram-se como matérias-primas valiosas para a producdo de inumeros medicamentos
contemporaneos (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Muitas substancias isoladas de liquens apresentaram atividades bioldgicas e algumas
demonstraram ser fonte promissora de drogas antitumorais. Modificagdes estruturais simples
a partir destas substancias bioativas podem levar a potencializagdo da atividade apresentada
(MULLER, 2001; MOLNAR; FARKAS, 2009; MICHELETTI et al., 2009; BOGO et al.,
2010, BOUSTIE; TOMASI; GRUBE, 2011).
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A modificacdo estrutural de substancias tem sido uma ferramenta importante na
descoberta de novas drogas. Compostos com atividade biologica podem apresentar
caracteristicas indesejaveis, como toxicidade e baixa solubilidade. A estrutura dessas
substancias pode ser modificada com o objetivo de aumentar a atividade desejada e minimizar
ou eliminar as propriedades indesejaveis (SILVERMAN, 1992).

Na avalia¢do da atividade antiproliferativa, os testes de citotoxicidade in vitro com
células neoplasicas sdo os mais amplamente utilizados (HOLBECK, 2004; SKEHAN et al,
1990). Neste ensaio ¢ possivel avaliar grande numero de substincias em pouco tempo,
possibilitando a descoberta de novas drogas anticancer (SUGGITT et al., 2005).

A atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada em modelos in vitro
pode ndo se refletir necessariamente in Vivo, pois, neste ensaio as informagdes sobre a
farmacocinética e farmacodinamica da droga em estudo sdo consideradas, ao contrario do que
acontece com o0s ensaios in vitro. Portanto, o estudo combinado desses dois modelos é
indicado para uma avaliagdo mais completa a respeito da atividade de uma nova substancia
com potencial anticancer (SMITH et al., 2005).

Um dos modelos mais utilizados em estudos de atividade antitumoral ¢ o de
melanoma murino, permitindo a avaliagdo de substancias quanto ao seu potencial anticancer.
Assim, dando continuidade aos estudos com produtos naturais, o objetivo deste trabalho ¢ a
avaliacdo da atividade de substancias isoladas de liquens e de alguns produtos de modificag¢ao
estrutural. Também ¢ proposto um estudo utilizando o modelo experimental de melanoma

murino, com a linhagem B16 F10, em camundongos C57BL/6.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

Cancer ¢ o termo comum para todos os tumores malignos. Neoplasia ¢ definida pelo
patologista Rupert Willis, 1930 como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede
ao crescimento dos tecidos saudaveis e que persiste mesmo depois da interrupcdo dos
estimulos que originaram a mudanga. A persisténcia dos tumores resulta de alteracdes
genéticas hereditarias que vao desde a progénie das células tumorais. Hipocrates (460 a 370
a.C.) usou o termo "carcinos" para descrever certos tipos de tumores. Em grego, quer dizer
"caranguejo", pelo aspecto do tumor, uma vez que as projegdes € vasos sanguineos ao seu
redor fazem lembrar as patas do crustaiceo (KUMAR et al., 2005). O cancer surge de uma
série de mudangas genéticas e epigenéticas (geralmente associadas ao DNA que influenciam a

expressao genética) (NCI, 2012).

O desenvolvimento do cancer ¢ um processo de multiplos passos envolvendo mutacao
e selecdo de células com capacidade progressivamente aumentada para proliferagdo,
sobrevivéncia, invasdo e metastase. Inicia-se com uma alteracdo genética que leva a
proliferagao anormal de uma unica célula, seguida pelo supercrescimento de uma populacao
derivada desta célula e mutacdes adicionais com selecdo clonal, ou seja, selecio de
descendentes com vantagens como crescimento mais rapido, maior sobrevivéncia celular ou
outras propriedades (COOPER, 2001; DEVLIN, 2007; RANG et al., 2004).

Atualmente, o cancer apresenta relevancia pelo perfil epidemioldgico, por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor e, com isso, o tema tem conquistado espago nas
agendas politicas de todas as esferas de governo, bem como despertado o interesse urgente no
desenvolvimento de novos farmacos com agao anticancerigena (INCA, 2012).

A incidéncia, a distribuicdo geografica e o comportamento de tipos especificos de
canceres estdo relacionados a multiplos fatores, incluindo sexo, idade, raga, predisposi¢ao
genética e exposicao a carcindgenos.

Nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior convertendo-se em um
evidente problema de saude publica mundial. A Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
estima que até 2030 sejam previstos 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, convivendo com esta doenca. O

maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixas e médias rendas (WHO, 2012).
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No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, validas também para o ano de 2013,
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos
de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais (Tabela 1).
Sem os casos de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos.
Desse modo, os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, de prostata,
pulmao, colon e reto e de estdbmago para o sexo masculino e os canceres de pele nao
melanoma, de mama, colo do ttero, colon e reto e da glandula tire6ide para o sexo feminino

(INCA, 2012).

Tabela 1 - Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2012 por género, exceto pele ndo melanoma*

L ocalizagdo casos L ocalizagdo casos

T Percentual o percentual
primaria  novos primaria  novos
Prostata  60.180 30,8% Mama 52.680 27,9%

Feminina
Traqueia,
Bronquio e 17.210 8,8% Colo do 17 545 939
Pulmao Utero
Colon ¢ 14 180 7,3% Colon ¢ 15 960 8.4%
Reto Reto
Homens Mulheres X
Estomago  12.670 6,5% g Clandula 0500 5.6%
» Tireoide
) Y Traqueia,
S?Zfdade 9.990 5,1% . Bronquio e 10.110 5,3%
i Pulmao
Esofago 7.770  4,0% 0y Estomago  7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovério 6.190 3,3%
Laringe  6.110 3,1% Corpo do 4 55 249
Utero
Linfoma Sistema
nao 5.190 2,7% Nervoso 4450 2,4%
Hodgkin Central
Sistema Linfoma
Nervoso 4.820 2,5% nio 4450 2,4%
Central Hodgkin

Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Fonte: INCA. Estatisticas do Cancer. Vigilancia do Cancer e de Fatores de Risco. [Acesso em 4 de janeiro de
2012]. Disponivel em: http://www 1.inca.gov.br/vigilancia/
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No estado de Mato Grosso do Sul, as estimativas para o ano de 2012 indicam 4850
casos novos de cancer para os homens e 4521 para mulheres, sendo os mais incidentes de
prostata (1230 casos novos) e mama feminina (740 casos novos).

O cancer ¢ uma doenga onde ocorre profunda alteragdo nos sistemas de regulacao da
proliferacdo e de diferenciagdo celulares. A origem da célula cancerosa é consequéncia de
alteragdes genéticas que podem ser produzidas por diversos mecanismos como a inativacao de
genes supressores de tumor, ativacdo de oncogenes, inativagdo de genes responsaveis pela
apoptose e mutacdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, os chamados
carcinogenos (SIEBER; HEINIMANN; TOMLINSON, 2003).

Os carcindgenos quimicos (particularmente aqueles presentes no tabaco e resultantes
de sua combustdo e metabolismo), bem como determinados agentes, como os azocorantes,
aflatoxinas e benzeno, foram claramente implicados na inducdo de cancer. Muitos dos agentes
carcinogénicos quimicos encontram-se no meio ambiente humano e relacionam-se a hébitos
sociais, alimentares ou ocupacionais.

Certos virus de DNA do grupo herpes e papiloma, bem como virus de &cido
ribonucleico (RNA) do tipo C, foram também implicados como agentes produtores de cancer
em animais, podendo ser igualmente responsaveis por alguns canceres no homem. Diversos
outros agentes biologicos sdo suspeitos de promoverem a carcinogénese, entre eles, o
Helicobacter pylori, uma das bactérias mais prevalentes no homem, responsavel pela gastrite
cronica. Acredita-se que os agentes carcinogénicos bioldgicos atuem como promotores da
proliferacdo celular, criando condi¢des propicias para mutagdes por erros de transcricdo do
DNA.

A energia radiante, solar e ionizante, ¢ o mais importante carcindgeno fisico. O
mecanismo da carcinogénese pela radiagdo reside na sua capacidade de induzir mutagdes. A
radiagdo ultravioleta natural, proveniente do sol, pode causar cancer de pele. Os RUV-B sao
carcinogénicos e sua ocorréncia tem aumentado muito com a destruicdo da camada de ozonio.
Por sua vez, os RUV-A nao sofrem influéncia da camada de oz6nio e causam cancer de pele
em quem se expoe a doses altas e por um longo periodo de tempo.

As predisposi¢des hereditarias também devem ser consideradas, embora em menor
nimero. Menos de 10% dos pacientes portadores de cancer apresentam mutagdes hereditarias
que predispdem ao cancer. Algumas condigdes clinicas também sdo importantes, como a
replicacdo celular envolvida na transformagdo neoplésica; as proliferagdes regenerativas,

hiperplasicas ou displasicas que consistem em um solo fértil a origem de um tumor maligno.



23

Em 1963, Virchow propds que o cancer se desenvolve em locais de inflamagao crénica, como
colite ulcerativa, pancreatite cronica e hepatite viral. Algumas condigdes ndo neoplasicas tais
como gastrite cronica atrofica da anemia perniciosa, ceratose cutinea solar, colite ulcerativa
cronica dentre outras, apresentam associacdo bem definida com o cancer, denominadas de
condigdes pré-cancerosas (KUMAR et al., 2005).

Considerando o ciclo celular como sendo de fundamental importancia no processo de
carcinogénese, algumas consideragdes devem ser feitas. O ciclo celular ¢ dividido em quatro
fases: G1, S, G2 e M . Na fase S, ha duplicacdo do DNA e durante a fase M, segrega¢do de
todos os componentes celulares entre as células filhas. As fases G1 e G2 correspondem aos
periodos em que as células se preparam para execucdo das fases S e M, respectivamente.
Quando as células ndo proliferam, elas entram em estado de quiescéncia, conhecido como GO
. A principal fun¢do do ciclo celular ¢ garantir que o DNA seja fielmente duplicado durante a
fase S e que copias idénticas dos cromossomos sejam igualmente distribuidas entre as células
filhas durante a mitose (MALUMBRES & BARBACID, 2009).

O ciclo celular é regulado por mecanismos denominados checkpoints que protegem a
transicdo entre as fases do ciclo garantindo que o estdgio precedente tenha sido completado
sem erros (KHODJAKOV & RIEDER, 2009). A parada nos checkpoints permite que as
células reparem os defeitos, impedindo a sua transmissdo para as células filhas e contribuindo
com a manuten¢do da estabilidade gendmica (Figura 1) (MALUMBRES & BARBACID,
2009).

Processos oncogénicos ocorrem principalmente em reguladores da progressao da fase
G1. No cancer, as células nao respondem a estimulos externos que controlam a transicao G1/S
e, por isso, permanecem no ciclo celular. Como a saida do ciclo celular facilita a maturagao e
a diferenciagdo, estes mecanismos também estdo prejudicados durante a tumorigénese. Apos a
passagem do ponto de restricdo em G1, a célula se torna comprometida com novo ciclo de
divisdo, independente dos sinais externos de crescimento. A passagem pelo ponto de restricdao
¢ controlada por quinases dependentes de ciclina (CDKs) (SHERR, 1996).

Quando a replicacdo, a reparagdo do DNA ou a reunido dos cromossomos for
aberrante, as células normais detém o seu avango no ciclo celular até que a condicdo seja
corrigida. Porém, se o dano ao DNA ou ao cromossomo for extenso, a reparagdo fica
impossivel e a célula inicia a apoptose. As alteracdes do funcionamento de genes
controladores do ciclo celular, em decorréncia de mutagdes, sdo relacionadas ao surgimento

de um cancer. Duas classes de genes, os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor sao
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os mais diretamente relacionados a regulacado do ciclo celular. Os proto-oncogenes sao
responsaveis pela producdo de proteinas que atuam na estimulacao do ciclo celular, enquanto
os genes supressores de tumor sdo responsaveis pela producdo de proteinas que atuam
inibindo o ciclo celular (DE ALMEIDA et al. , 2005).

Assim, os proto-oncogenes quando ativos estimulam a ocorréncia de divisdo celular.
Os genes supressores de tumor quando ativos inibem a ocorréncia de divisao celular. O
equilibrio na atuacdo desses dois grupos de genes resulta no perfeito funcionamento do ciclo
celular (SANTOS; WADA, 2005). Sendo assim, o desenvolvimento de um cancer envolve
um numero de diferentes alteragdes genéticas ocorrendo sequencialmente na célula, incluindo
a delegdo de genes especificos (genes supressores de tumores), a mutagdo de oncogenes (que
podem transformar células normais em tumorais), além de outras aberracdes cromossomicas.
Essas mudangas sequenciais estdo aparentemente associadas a progressdo até maiores graus
de malignidade (HILL; TANNOCK, 1992).

Evidéncias cientificas demonstram que a grande maioria dos tumores ¢ originaria de

uma Unica célula, entdo denominados de tumores monoclonais (Figura 2) (PONDER, 1986).

A célula ndo entra em divisdo

Ponto de
Checagem G1
® g célula >

Figura 1 — Esquema representativo do ciclo celular. Adaptado de DE ALMEIDA et al., 2005.
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Figura 2- Crescimento de um tumor maligno primario.
Fonte: Adapatado de Schabel (1975, p.15-24) INCA. Fisiopatologia do céancer. [Acesso em 4 de janeiro de

2012]. Disponivel em: http://www.inca.gov.br/enfermagem/docs/cap2.pdf.

A célula cancerigena caracteriza-se pela perda da fungdo em consequéncia da auséncia
de diferenciagdo, proliferagdo incontrolada, invasividade dos tecidos adjacentes e metéstases.
Em sintese, a carcinogénese pode iniciar-se de forma espontanea ou provocada pela acao de
agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou bioldgicos). Como o cancer se desenvolve a
partir de mudangas dinadmicas que ocorrem no genoma de uma célula, o acumulo de
anormalidades genéticas ¢ o principal responsavel pelo desenvolvimento e progressao
neoplasica. No entanto, alteragdes epigenéticas também desempenham papel critico neste
processo (BAYLIN & OHM, 2006). A epigenética estuda mecanismos reguladores da
atividade e heranga génica que independem de modificagdes na seqiiéncia de nucleotideos do
DNA (BAYLIN et al., 2001; DAS & SINGAL, 2004). Os principais eventos epigenéticos
descritos correspondem a modificagdes que ocorrem no proprio DNA e a alteragdes que se
processam na compactacdo deste polimero e modificacdes pds traducionais em histonas.
(ROTHHAMMER & BOSSERHOFF, 2007).

A metilagdo do DNA representa a unica modificacdo covalente que ocorre nesta
molécula e esta relacionada com a inibi¢ao da transcri¢do do gene (McCabe €t al., 2005). As
modifica¢des nas histonas comprometem a compactacdo dos nucleossomos. Este “cddigo de

histonas” determina a acessibilidade da maquinaria que regula a transcri¢do génica ao DNA,
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podendo facilitar, dificultar e at¢ mesmo impedir que um determinado gene seja expresso
(FISCHLE et al., 2003).

O acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas em protooncogenes € em genes
supressores de tumor desempenha papel fundamental na neoplasia (BLAGOSKLONNY,
2005).

2.2 CulturadeCédulas

A capacidade de estudar as células ao nivel molecular relaciona-se com a forma como
as células podem crescer e ser manipuladas em laboratorio. A cultura de células in vitro
permite estudar o crescimento, diferenciacdo e morte celular e efetuar manipulagdes genéticas
necessarias ao perfeito conhecimento da estrutura e fungdes dos genes (ALBERTS et al.,
1997).

Sydney Ringer no século XIX, ao desenvolver solucdes salinas capazes de assegurar
as necessidades vitais de 6rgaos isolados do organismo, langou as bases do que viria a ser a
cultura de células. Todavia, foi Wihelm Roux quem conseguiu pela primeira vez, em 1885,
manter vivas durante varios dias células embriondrias isoladas de pinto numa solu¢do salina
aquecida (LINDEE, 2007).

Ross Harrison, no inicio do século XX, aplicou a metodologia da cultura de tecidos de
modo a estudar o comportamento das células animais quando livres das restricdes impostas
pelo ambiente em que naturalmente existem em condi¢des de homeostasia, mas também sob o
stresse de uma experiéncia laboratorial. Estas técnicas, inicialmente aplicadas a fragmentos de
tecidos solidos, sofreram avangos significativos nas décadas de 40 e 50, no momento que a
cultura de células previamente dispersadas passou a ter grande divulgacdo (CRUZ et al.,
2009).

As culturas celulares sdao derivadas de explantes primarios ou de suspensdo de células
dispersas, entdo cultivadas em monocamadas aderentes em substrato so6lido, ou em suspensao
em meio de cultura, quando as células nao aderem ao substrato (FRESHNEY, 2005). As
culturas preparadas diretamente de tecidos de um organismo, com ou sem um passo inicial de
fracionamento das células, sdo chamadas de culturas primarias. Na maioria dos casos, cé¢lulas

em culturas primarias podem ser retiradas da placa de cultura e usadas para formar um
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numero razoavel de culturas secundarias, podendo ser repetidamente subcultivadas desta
forma, por semanas ou meses. Tais células apresentam frequentemente muitas propriedades
diferenciadas apropriadas a sua origem (ALBERTS et al., 1997).

Portanto, estudos in vitro a respeito da indugdo e progressdo da transformacao celular
induzida por carcinégenos quimicos podem propiciar importantes esclarecimentos a respeito
dos mecanismos envolvidos neste processo e serem de utilidade para o desenvolvimento de
estratégias quimiopreventivas ou quimioterapéuticas para o uso humano. Além disso, a
compreensdo dos eventos celulares que acompanham a progressdo de transformacdo até o
fenotipo neoplasico resultante oferece a possibilidade de intervencdo e prevencdo seletivas
durante os multiplos estagios da transformagao celular (ZHU; GOODERHAM, 2002).

As vantagens da cultura de células residem no controle fisioquimico do pH,
temperatura, pressdo osmotica, tensdo de CO; e O, além das condigdes fisioldgicas que
podem ser mantidas relativamente constantes. A cada replicagdo celular as amostras sio
idénticas e as caracteristicas da linhagem irdo se perpetuar por manter a homogeneidade das
amostras. Outra vantagem importante a ser destacada ¢ que para o screening de drogas onde
se fazem muitas replicatas e se testam inimeros compostos, a cultura de células ¢ menos
custosa economicamente que os testes in vivo, além de reduzir o uso de animais em
experimentos, evitando questdes éticas e morais desses ensaios (FRESHNEY, 2005).

Com o aprimoramento da cultura de células foi possivel, no final da década de 80, o
desenvolvimento de linhagens celulares oriundas de tumores humanos, que possibilitaram o
desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro. A Cell Biology Collection foi
instalada em 1962, em resposta a necessidade de autenticagdo e preocupagdo com a auséncia
de contaminacdo nas linhagens celulares em vérias 4reas da biologia e medicina. A colecao
foi criada através de esforgos cooperativos com ATCC, um comité cientifico e um Comité
para Colegao de Cultura Celular (NCI, 2012).

ATCC ¢ um centro privado de referéncia para pesquisa bioldgica que objetiva a
aquisi¢do, autenticacdo, producdo preservacdo, desenvolvimento e distribuicio de
microorganismos ¢ de linhagens celulares e outros materiais para pesquisa cientifica. O
programa ATCC de Biologia celular tem servido a comunidade cientifica internacional,
incluindo desde universidades, industrias e entidades governamentais para uso em pesquisas
sobre cancer, descoberta de novas drogas e outras disciplinas biomédicas. Atualmente, esta

colecdo inclui mais de 3.400 linhagens celulares (humanas, animais e vegetais), 8 milhdes de
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genes clonados de hospedeiros de varias espécies e inimeros vetores, além de 2.000 tipos de
virus e 18.000 tipos de bactérias (ATCC, 2012).

O National Cancer Institute (NCI) foi criado em 1937 com objetivo de conduzir
pesquisas, treinamento, prevengdo, diagndsticos e tratamento do cancer. Coleta, analisa e
dissemina os resultados das investigagoes realizadas nos Estados Unidos e outros paises, além
de promover aperfeigoamento de profissionais da area e outros programas direcionados a
reabilitacdo e ao continuo cuidado com os pacientes e seus familiares. A triagem de novos
compostos com atividade anticancer utilizando linhagens celulares neoplasicas contribui de
forma expressiva para o desenvolvimento das drogas anticancer. Em 2010, 12 novas drogas
para o cancer foram aprovadas pelo FDA, 348 estdo na terceira fase da triagem oncologica,
além de 861 medicamentos da industria em processo de triagem (DPT, 2012).

Pode-se dizer que nos ultimos 50 anos, 50% dos quimioterapicos utilizados em
oncologia foram descobertos ou desenvolvidos no NCI. Pelo DPT (Developmental
Therapeutics Program), as drogas passam por todos os estagios pré-clinicos antes de serem
testadas em humanos. Cerca de 400.000 drogas estao sendo triadas pelo NCI, sendo que desde
1990, 80.000 compostos foram testados in vitro e in vivo (DPT, 2012).

Segundo o NCI, a triagem in Vvitro se inicia com uma pré-triagem em trés linhagens
tumorais humanas. Caso a droga tenha inibido o crescimento de uma ou mais linhagens esta ¢
automaticamente testada em um painel de 60 linhagens neoplasicas, incluindo pulmao, célon,
melanoma, prostata, ovario, mama e rim em cinco diferentes doses. A seguir, esta droga sera
testada in vivo, utilizando diferentes modelos experimentais (NCI, 2012).

No Brasil, o Laboratério Nacional de Oncologia Experimental da Universidade
Federal do Ceara (LOE) desde 1989, realiza pesquisas de prospec¢do de novas moléculas com
potencial atividade antitumoral e testes para determinar o potencial anticancer de moléculas
extraidas de plantas, organismos marinhos e microorganismos envolvendo diversas
institui¢des de ensino e pesquisa com vistas a criagdo da Rede Nacional para Prospeccao de
Farmacos Anticancer (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

O programa baseia-se na avalia¢do da citotoxicidade das amostras em células tumorais
humanas. Para esse fim, o LOE conta com um banco de mais de 50 linhagens de células
tumorais doadas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA) através de
um memorando, assinado em 2001 e renovado em 2006, de transferéncia tecnologica. As
amostras das mais diversas origens, naturais ou sintéticas, sdo submetidas a um teste em

concentragdo unica (50 pg/mL para extratos, 20 pg/mL para fracdes e 5 pg/mL para
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substancias puras) utilizando trés linhagens de tumores solidos, SF-295 (Sistema Nervoso
Central), MDA-MB-435 (Melanoma) e HCT-8 (Colon), através do método do MTT descrito
por Mosmann (1983).

As amostras que inibem seletivamente ou indiscriminadamente a proliferacdo celular
sdo selecionadas para determinacdo da eficacia, seletividade e mecanismo de acdo do
composto, num painel amplo de linhagens. Os ensaios em animais sdo realizados para
comprovacdo da atividade in vivo quando da disponibilidade de material suficiente, e das

evidéncias experimentais que justifiquem seu uso (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.3 Ensaios de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade in vitro em cultura de células sdo importantes para a
avaliagdo de agentes anticancer, sendo que, pelo menos durante a fase de screening, tém
reduzido os ensaios in Vivo em animais. Além disso, sdo muito utilizados como métodos
alternativos aos testes farmacologicos em orgdos isolados (CINGI et al.,, 1991;
HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). A citotoxicidade dos compostos ¢ avaliada in
vitro em linhagens celulares tumorais, sendo tais efeitos verificados por parametros que
incluem desde a morte celular até a alteracdo de seu metabolismo (FRESHNEY, 2005;

KEAWPRADUB, 1999).

A maioria dos quimioterdpicos usados na terapéutica foi selecionada por sua
capacidade de controlar a prolifera¢ao celular (DE ALMEIDA et al., 2005). Desta forma, o
ensaio de citotoxicidade em linhagens de células neoplasicas ¢ considerado um parametro
consistente para a detec¢do da atividade antitumoral. A metodologia mais utilizada para os
testes ¢ realizada por meio dos ensaios de citotoxicidade, usando linhagens celulares. A taxa
de crescimento e multiplicagdo ¢ medida indiretamente por algum indicador de crescimento
através da formacdo do aparecimento de coloracdo e a intensidade de cor ¢ diretamente

proporcional ao niimero de células presentes (HOUGHTON et al., 2007).

O modelo de culturas de células neoplésicas apresenta vantagens que o torna essencial
para o estudo da atividade anticancer. Entre elas citam-se: condi¢des controladas para o

estudo do comportamento das células, teste com amostras em concentragdo conhecida, no
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screening de drogas onde se fazem muitas replicatas e se testam intimeros compostos, a
cultura de células ¢ menos custosa economicamente que os testes in vivo, além de reduzir o
uso de animais em ensaios in vivo. Outro fator positivo ¢ que sdo muito utilizadas como
métodos alternativos aos testes farmacologicos em orgdos isolados (CINGI et al., 1991,

HAMBURGER ; HOSTETTMANN, 1991).

A citotoxicidade das drogas pode ser estabelecida em culturas de células tumorais de
varias linhagens através das variagdes da morfologia celular, viabilidade celular utilizando
corantes como o azul de tripan e a eosina, que se baseiam na perda da integridade da
membrana celular das células ndo vidveis causando a captacdo do corante, contagem celular,
ensaios clonogénicos, medida de incorporacdo de nucleotideos radiativos ou métodos
colorimétricos dentre os quais citam-se: 1) Cristal violeta; 2) MTT (microtetrazolium); 3)
Alamar blue e 4) SRB (sulforrodamina B) (HENRIKSSON et al., 2006; MACIEL et al.,
2002). Varias linhagens neoplasicas sao utilizadas e, para se verificar a seletividade da droga,
utiliza-se linhagens normais (HOUGHTON et al., 2007).

Para a avaliacdo da atividade antineoplésica, os testes de citotoxicidade mais utilizados
na rotina de triagem de drogas anticancer pelo NCI para uso em programas de avaliagdo de
drogas anticancer sdo: 1) Teste do sal de tetrazolium - MTT (MOSMANN,1983) e 2) Teste
da Sulforrodamina B (SRB) (SKEHAN et al., 1990; FRESHNEY, 2005; RUBINSTEIN et al.,
1990)

O MTT ¢ um ensaio de proliferacdo celular que quantifica a habilidade das células
viaveis de reduzirem o sal amarelo de tetrazolium a cristais purpuros de formazan, usando
uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. O ensaio detecta células vivas e o sinal
gerado ¢ dependente da diminui¢do de ativagdo das células. Os resultados sdo lidos em
espectrofotometro (MOSMANN, 1983). Por outro lado, o SRB cora proteinas dentro das
células. Constitui-se em um método simples, sensivel, reprodutivel, rapido e apresenta
estabilidade na cor, podendo-se fazer a leitura das células em espectrofotometro depois do
ensaio e nao necessariamente logo apds como acontece com MTT. O principio do ensaio da
SRB baseia-e na habilidade que tem este composto de se ligar a componentes protéicos das
células, fixados pelo acido tricloroacético; ou seja, o método independe da atividade
metabolica das células, ao contrario do MTT que depende de uma enzima mitocondrial

(HOUGHTON et al., 2007).
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No método SRB, o corante utilizado ¢ uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com
dois grupos sulfonicos que, em solug¢ao fracamente acida, sao capazes de se ligar as porcdes
terminais dos aminodcidos das células que foram fixadas com o 4cido tricloroacético e
dissocia-se em condi¢des basicas (VICHAI et al., 2006).

Hasselrberger et al. (1996) relatam uma relagdo linear quali e quantitativa entre o
numero de células determinadas pelo SRB e pela contagem celular. Nao utilizam o MTT, haja
vista que este subestima o niimero de células nos ensaios e ¢ incapaz de detectar menos de
150 células por pogo. O método de SRB ¢ mais sensivel na detec¢do de pequenos niimeros de

células, como ocorre com culturas de células humanas de glioma.

2.4 Meanoma

E uma doenga genética caracterizada por uma série de alteragdes acumulativas dos
genes que modulam diversos mecanismos relacionados a proliferagdao celular, morte celular
programada, angiogénese ¢ expressdo de moléculas de adesdao (POMERANTZ et al., 1998).

O melanoma cutaneo ¢ um tipo de cancer de pele que tem origem nos melandcitos
(células produtoras de melanina, substancia que determina a cor da pele) e tem predominancia
em adultos brancos. Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a
25% de todos os tumores malignos registrados no Pais, o melanoma representa apenas 4% das
neoplasias malignas do 6rgdo, apesar de ser o mais grave devido a sua alta possibilidade de
metastase. Nos ultimos anos, houve uma grande melhora na sobrevida dos pacientes com
melanoma, principalmente devido a deteccdo precoce do tumor. A estimativa para 2012 para
novos casos da doenga ¢ de 6230, sendo 3170 homens e 3060 mulheres (INCA, 2012).

Os melandcitos humanos normais aderem a membrana basal da epiderme e com seus
dendritos, alcancam os queratindcitos nas camadas superiores da epiderme para distribuir seu
pigmento, a melanina, que fornece a prote¢do contra os efeitos prejudiciais da radiacdo
ultravioleta (UV) presente na luz solar cuja sintese ocorre no interior dos melanécitos, tendo a
tirosina como precursor (LOTZE et al., 2001).

Quando essas células sofrem a transformacdo neoplésica, tornando-se malignas,
ocorre, entdo, o melanoma. A maioria dos melanocitos se encontra na pele, o que dé origem

ao melanoma cutineo, podendo, porém, ocorrer nos olhos, meninge, trato digestivo,
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linfonodos e em outras areas (SOBER; KHO, 1995). A coloragao pode variar do castanho-
claro passando por varios matizes chegando até a cor negra (melanoma tipico) ou apresentar
area com despigmentacdo (melanoma com area de regressdo espontanea). O crescimento ou
alteragdo da forma deste tumor ¢ progressivo e se faz no sentido horizontal ou vertical. Na
fase de crescimento superficial, que ¢ denominada de fase de crescimento radial (FCR), a
neoplasia invade a epiderme, podendo atingir ou ndo a derme papilar superior. Na fase de
crescimento vertical (FCV) o seu crescimento ¢ acelerado através da espessura da pele,
formando nodulos visiveis e palpaveis e manifesta-se como uma lesdo profundamente
invasiva, capaz de sofrer metastases precoces (SOBER; KHO, 1995; LOTZE et al., 2001).

Histologicamente, a classificagdo do melanoma reflete a sua localizagdao e/ou a
profundidade do mesmo. Por exemplo, o melanoma in situ, caracterizado por um padrdo de
crescimento radial estd confinado primariamente a epiderme. Em contrapartida, a fase de
crescimento vertical dos melanomas malignos denota uma transi¢do para uma condigdo mais
agressiva e maligna, a qual ¢ caracterizada pela invasdo tumoral ultrapassando a derme e
podendo alcancar sitios distantes, levando a metastase. Embora o melanoma tenda a se
propagar para sitios ndo viscerais como pele ou linfonodos, os sitios viscerais mais
comumente envolvidos em sua metastase sdo o pulmio, o figado, o cérebro, s 0ssos ¢ o
intestino delgado (CHIN et al., 1998)

O melanoma ¢ uma neoplasia agressiva que, no estado disseminado, possui poucas
opcoes eficazes de tratamento com péssimo progndstico. A sobrevida média do paciente com
melanoma metastatico ¢ de 6 a 9 meses e a terapia quimioterapica sistémica atual apresenta
resposta significativa em apenas uma minoria dos pacientes (HUNCHAREK et al., 2001;
LOTZE et al., 2001; WACK et al., 2001).

O prognostico do melanoma sofre a interferéncia de diversas variaveis, incluindo a
idade do paciente, sexo, local do tumor primario, espessura do tumor, ulceracdo do tumor,
taxa de mitose das células tumorais, presenga de invasao linfovascular, presenca de linfocitos
infiltrados e presenca de metastases nos linfonodos, na pele ou em outros o6rgaos (LOTZE et
al., 2001). Entre estes fatores, a espessura tumoral, a presenca de ulceragdes e de metastases
sdo considerados como os melhores indicadores para prognéstico (BALCH et al., 2001).

Como os outros tipos de cancer de pele, o melanoma pode ser prevenido, evitando-se a
exposicao ao sol no horario das 10h as 16h, quando os raios sdo mais intensos, uma vez que o
maior fator de risco para o seu surgimento ¢ a sensibilidade ao sol. Mesmo em outros

periodos recomenda-se a utilizagdo de prote¢do como chapéu, guarda-sol, dculos escuros e
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filtros solares. Outros fatores de risco sdo: a pele clara, a exposicao excessiva ao sol, a historia
prévia de cancer de pele, historia familiar de melanoma, nevo congénito (pinta escura),
maturidade (apds 15 anos de idade a propensdo para este tipo de cdncer aumenta), xeroderma
pigmentoso (doenca congénita que se caracteriza pela intolerancia total da pele ao sol, com
queimaduras externas, lesdes cronicas e tumores multiplos) e nevo displasico (lesdes escuras
da pele com alteracdes celulares pré-cancerosas) (INCA, 2012).

A cirurgia € o tratamento mais indicado, levando a boas taxas de cura, quando o tumor
¢ detectado e retirado em estagio inicial, porém no estagio disseminado do melanoma o
procedimento cirurgico ¢ ineficaz. A radioterapia e a quimioterapia sistémica também podem
ser utilizadas dependendo do estdgio do cancer. Quando ha metéastase, o melanoma ¢
incuravel na maioria dos casos. A estratégia de tratamento para a doenca avangada deve ter
entdo como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente (LOTZE
et al., 2001; RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998).

No intuito de aumentar a resposta a quimioterapia, tem-se avaliado os efeitos da
imunoterapia como terapia adjuvante ao tratamento quimioterapico, a exemplo do uso de
citocinas (interferons e interleucinas) que tém apresentado efeitos promissores, porém em
apenas uma pequena porcentagem dos pacientes (LOTZE et al., 2001; WACK et al., 2001).

Os agentes quimioterapicos que tém sido amplamente utilizados no tratamento do
melanoma metastatico sdo agentes alquilantes (dacarbazina), analogos da platina,
nitrosouréias (fotemustina) e toxinas tubulares (vinblastina) (LOTZE et al., 2001).

A quimioresisténcia aos fArmacos ¢ um problema central na terapia do melanoma. Um
dos mecanismos mais conhecidos € o de resisténcia a multiplas drogas, outro mecanismo € o
que utiliza os melanossomas que captam, degradam e externalizam o firmaco impedindo sua

acdo intracelular (CHEN et al, 1998).
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2.5 Modelos Experimentaispara Estudo de Melanoma

O modelo in vivo tem a importancia de confirmar a atividade anticancer observada em
cultura de células, superando as limitagdes dos modelos in vitro (SMITH et al, 2005).

Um dos modelos mais utilizados em estudos de atividade antitumoral ¢ o melanoma
murino, neoplasia altamente maligna, que tem origem no melanoblasto da pele e apresenta
boa similaridade com a neoplasia humana (VAN DYKE; JACKS, 2002). Este modelo permite
o desenvolvimento ¢ a avaliacdo de novas drogas e procedimentos terapéuticos (TIETZE;
CHIN, 2000). A inoculacao subcutanea deste tumor provoca o desenvolvimento de um nodulo
hipodérmico que se torna palpdvel em torno de uma a duas semanas, sendo facilmente
mensurado. Esse nodulo evolui para um tumor s6lido, podendo chegar a grandes dimensodes
(JUNQUEIRA et al., 1997).

As linhagens de melanoma murino como B16, K1735, Cloudman S91-M3 e suas
sublinhagens sdo altamente tumorigénicas e frequentemente usadas como modelos de
crescimento tumoral in vivo. A linhagem K1735 se desenvolve em camundongos C3H através
da indugdo por radiacdo ultravioleta, a linhagem Cloudman S91-M3 se desenvolve
espontaneamente em camundongos DBA/2 e a linhagem B16 cresce espontaneamente em
camundongos C57BL/6 (PETER et al.,2001; ZHAO et al., 2001).

A linhagem B16 parece ser menos invasiva que suas sublinhagens B16-F10 e B16-
BL6 e a habilidade de formar metastases aumenta segundo a ordem: B16-F0, B16-F1 ¢ B16-
F10, que ¢ igual a B16-BL6 (NAKAMURA et al., 2002; ZHAO et al.,2001). A linhagem
celular MKT-BR pode ser usada como modelo de melanoma ocular e metastatico (BLANCO
et al., 2000).

Modelos de melanoma em camundongos que possibilitem avaliar o efeito da radiacao
ultravioleta foram desenvolvidos, assim como modelos animais que utilizam linhagens
humanas de melanoma e camundongos imunodeficientes (BERKING; HERLYN, 2001).
Camundongos com alteragdes genéticas similares as observadas no melanoma humano de
origem hereditaria t€ém sido utilizadas, bem como, linhagens de camundongos transgénicos e
com genes deletados (NOONAN et al., 2003; SOTILLO et al., 2001; TIETZE & CHIN,
2000).

As células de melanoma murino B16-F10 constituem uma ferramenta experimental

muito utilizada para o estudo do melanoma, cujo crescimento se da tanto in vitro como in
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vivo, sendo desenvolvido em camundongos C57/BL6. Esta linhagem foi estabelecida por
Fidler (1973) oriunda de melanoma de ocorréncia natural em camundongos C57BL/6 que por
meio de selecdo progressiva, obteve o isolamento de variantes com diferentes graus de
potencial metastatico. Tais células quando inoculadas por via subcutanea apresentam a
capacidade de multiplicagdo neopldsica sem propiciar o desenvolvimento de metastase,
enquanto que quando inoculadas via endovenosa desenvolvem nidacdo em parénquima
pulmonar formando nodulos macroscopicos na superficie dos pulmdes passiveis de serem
contados (PETER et al., 2001; NAKAMURA et al., 2002; ZHAO et al.,2001).

Comecando com melanoma murino de baixo potencial metastatico in vivo, variantes
foram selecionadas por suas caracteristicas de implantagcdo, invasdo, sobrevivéncia para
formar metastase em pulmio, apds injecdo subcutdnea em camundongos. As metastases
desenvolvidas em pulmdo eram identificadas pela sua pigmentacdo e retiradas para
isolamento de crescimento em cultura. Assim, foi obtida a B16 F1, sendo que tal processo foi
repetido por mais nove vezes para obtencdo da linhagem B16 F10 com maior potencial
metastatico (NAKAMURA et al., 2002; ZHAO et al.,2001).

Neste modelo animal onde ha inoculacdo de células neopldsicas, as células
modificadas vao se multiplicando e formam uma massa tumoral, constituida ndo s6 por
células transformadas, mas também por outras do hospedeiro como as células endoteliais,
musculares lisas, fibroblastos e as células do sistema imunoldgico, que interagem entre si. A
presenca do tumor gera uma resposta inflamatoria, como uma tentativa do organismo de
controlar a doenga (TALMADGE et al., 1981). Essa formagdo, denominada de
microambiente tumoral ¢ determinante para o processo de progressao tumoral, € muitas vezes
pode impedir o desenvolvimento de nodulos ou metéstases, variando de animal para animal
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Por essa razdo, o microambiente tumoral ¢é rico em células inflamatérias,
especialmente os macrofagos, sendo que estas células podem afetar o desenvolvimento do
tumor de varias formas. Lu et al., (2006) afirmaram que macréfagos ativados sdo recrutados
para a eliminagdo das células transformadas.

Entretanto, pode acontecer na presenga do tumor, uma mudanga de fenotipo dos
macrofagos que passam a estimular a angiogénese pela producao de fatores de crescimento e
também geram a ruptura da membrana extracelular, promovendo a progressdo e invasdo
tumoral (SCHAFER; WERNER, 2008). Desta forma, a a¢do dos macréfagos em relagio ao

desenvolvimento do tumor ¢ paradoxal. Ao mesmo tempo em que podem atuar reduzindo a
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invasdo e geram uma grande quantidade de antigenos, que podem auxiliar no reconhecimento
da célula tumoral pelo sistema imunoldgico, podem, também, gerar o aumento da
vascularizagdo, subverter a imunidade e aumentar a producdo de elementos facilitadores do

crescimento tumoral (BIDARD et al., 2008).

2.6 Liquens

Os liquens constituem uma complexa estrutura simbidtica entre algas ou
cianobactérias e fungos. O componente fungico de um liquen é chamado micobionte ¢ o
componente fotossintetizante ¢ denominado fotobionte. Cerca de 98% das espécies de fungos
formadores de liquens pertencem aos Ascomycota, as restantes, aos Basidiomycota.(RAVEN
,EVERT, EICHHORN 2007). Estdo amplamente distribuidos desde as regides polares as
tropicais e das planicies as montanhas mais altas. Crescem em ambientes de muita
luminosidade, aridos ou em temperaturas extremas, desfavoraveis para plantas superiores
(GALLOWAY, 1993; SHUKLA et al., 2010).

As substancias produzidas por liquens sdo divididas em dois grupos: substancias do
metabolismo primdrio e substancias especiais do metabolismo secundario. O primeiro grupo
de substancias tem fun¢des estruturais e atua no metabolismo celular, sendo encontradas
também em outros organismos vegetais, como produtos resultantes da atividade fotossintética.
Sdo aminoacidos, enzimas, pigmentos, polidlcoois, vitaminas e polissacarideos. Os produtos
extracelulares, denominados substancias especiais do metabolismo secundéario sao
encontrados na medula ou na cértex, raramente em ambas as camadas. Neste ultimo grupo, a
grande maioria sdo envolvidas com fotossintese (PODTEROB, 2008).

De acordo com suas estruturas quimicas, muitas substancias liquénicas sdo compostos
fenolicos das classes do orcinol e b-orcinol; dibenzofuranos; depsideos; depsidonas; lactonas;
quinonas; derivados do acido pulvinico e outros (SHUKLA et al., 2010).

Os liquens absorvem e sdo sensiveis aos metais pesados, sendo usados para o
monitoramento de polui¢do industrial e contamina¢do ambiental (GARTY, 2001).

Estudos realizados por Fernandes (1996) demonstraram que o 4cido divaricatico pode
atuar como agente protetor contra a radiacado U.V., um dos agentes causadores do cancer de

pele (FERNANDES et al., 1996; GALLOWAY, 1993).



37

Os acidos protoliquesterinico, bacomicésico e lobarico demonstraram ser inibidores da
S-lipoxigenase, enzima importante na modulagdao do processo imumoinflamatorio; o acido 4-
O-metilcriptoclorofeico apresenta propriedade inibitéria da enzima prostaglandina sintetase
(HARALDSDOTTIR et al., 2004; INGOLFSDOTTIR et al., 1997; SHIBUYA et al., 1983) e
o acido protoliquesterinico atua como um inibidor da transcriptase reversa do virus HIV
(PENGSUPARP et al., 1995). Alguns compostos fenoélicos atuam inibindo a enzima
tirosinase (HIGUCHLI, et al., 1993; KINOSHITA et al., 1994; MATSUBARA et al., 1997).

Compostos como o acido salazinico, acido usnico, acido difractéico, atranorina, acido
lecandrico, acido protocetrarico, acido hipostictico, orselinato de etila, acido secalonico A e
acido fumarprotocetrarico isolados de liquens brasileiros foram testados quanto a atividade
imunomoduladora por Santos et al. (2004), apresentando resultados promissores.

Corroborando com estas pesquisas, foram realizados estudos com 4cido perlatdlico,
atranorina, acido lecanorico e seus derivados, como os orselinatos e metil-orselinatos,
liquexantona, acido norstitico, protocetrarico e seus derivados obtidos por modificagdo
estrutural quanto a atividade imunomoduladora (CARLOS et al., 2009; CARLOS et al.,
2009).

Quanto a atividade antimicrobiana o acido usnico tem sido o mais extensivamente
estudado, destacando-se como sendo um potente agente antibiotico INGOFSDOTTIR et al.,
1998; MULLER, 2001).

Trabalhos realizados por Gomes et al (2002, 2003, 2006) comprovaram potente
atividade antifiingica, antibacteriana e citotoxica em Artemia salina. Pesquisas ainda revelam
as propriedades anti-HIV dos liquens NEAMATI et al., 1997).

Campanella et al. (2002) descreveram que o acido Usnico apresenta uma relevante
inibi¢do sobre a replicacdo do DNA viral e também inibiu o crescimento de varias espécies de
Pneumococcus, Staphylococcus e Streptococcus (FALCAO, 2004).

Falcdo et al. (2002) detectaram atividade antimicrobiana em extratos de Heterodermia
leucomela, atribuindo tal efeito a presenga de atranorina nos extratos da citada espécie. Os
pesquisadores também relataram acdo frente as bactérias gram-positivas.

Turgay et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato do liquen
Ramalina farinacea e scus constituintes acido usnico, norstitico e protocetrarico,
demonstrando atividade contra Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris,
Saphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, Candida albicans, ¢
Candida glabrata.
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Compostos liquénicos como atranorina, acido fumarprotocetrarico, acido giroforico,
acido lecandrico, acido fisodico, acido protocetrarico, acido stictico e acido usnico
demonstraram efeitos antimicrobianos contra seis espécies de bactérias e 10 tipos de fungos,
sendo que o 4cido Gisnico foi o composto com o maior potencial antimicrobiano (RANKOVIE
et al., 2008).

Compostos fendlicos dos liquens Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale, Parmotrema
tinctorum (Nyl.) Hale, Pseudoparmelia sphaerospora (Nyl.) Hale e Usnea subcavata
(Motyka): depsideos, depsidonas, xantonas, acido Usnico e sete ésteres do acido orselinico,
cinco derivados do acido salazinico e quatro derivados da liquexantona foram avaliados em
relagdo a sua atividade contra Mycobacterium tuberculosis. O acido difractaico foi o mais
ativo, seguido do acido norstitico e acido usnico (HONDA et al., 2009).

Estudos com acido usnico demonstraram ag@o antipirética e analgésica atuando contra
hipertemia induzida por lipopolissacarideos em camundongos (MULLER, 2001;
YAMAMOTO et al., 1998).

Vinjayakumar et al. (2000) estudaram a atividade antiinflamatoria de (+) acido tsnico,
isolado de Roccella montagnei, em ratos e evidenciaram uma significativa redugdo da
atividade ap6s o tratamento cronico, sugerindo que este composto apresenta efeito antipirético

¢ analgésico dose-dependente (SANTOS et al., 2005).

2.6.1 Atividade antitumoral

Desde 1961, os liquens vém despertando interesse por suas atividades antitumorais.
Neste mesmo ano, Cain investigou a atividade antileucémica do acido polipdérico que se
demonstrou ativo em linhagem de leucemia murino L1210. Em 1979, estudos com dacido
usnico em células de leucemia L1210 e P388 e também carcinoma de pulmdo de Lewis (in
vivo) demonstraram uma inibi¢ao quase completa do cancer (TAKAI et al., 1979).

Os enantiomeros S-(-)-acido usnico e R-(+)-acido usnico foram os compostos mais
ativos na inibi¢do do promotor de tumor induzido pelo virus Epstein-Barr (CI50 = 5,0 uM e
1,0 uM, respectivamente) (YAMAMOTO et al., 1995). Ambos enantidmeros possuem

atividade citotoxica e apoptdtica em culturas de células de linfécitos humanos, células de
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fibroblasto de pulmao de camundongo chinés (V-79) e células epiteliais de carcinoma de
pulméao humano (A549) (KOPARAL et al., 2006).

A nanoencapsulacio de 4cido tsnico proporcionou um efeito citotéxico em células de
carcinoma de pulmao humano, bem como em sarcoma-180 de camundongos e linhagens de
c¢lula HEP2 (RIBEIRO-COSTA et al., 2004; SANTOS et al., 2005). Sua atividade também
foi demonstrada contra linhagens de células MCF7 de cancer de mama, assim como MDA-
MB-231 e linhagem de células de cancer de pulmao H1299 (MAYER et al., 2005).

Cardarelli e colaboradores (1997) relataram a agdo de inibi¢do da mitose promovida
pelo acido usnico sobre trés linhagens de células tumorais (leucemia K-562, adenocarcinoma
endotelial humano HEC-50). Além disso, atividade citotdoxica moderada foi observada nas
linhagens de cancer L1210 (leucemia murino), 3LL (carcinoma de pulmdo), DUI145
(carcinoma de prostata), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), K-562 (leucemia humano) e
U251 (glioblastoma). Na linhagem de leucemia L1210, o acido Usnico induziu apoptose
(BEZIVIN et al., 2004). Kristmundsdottir ¢ colaboradores (2005) demonstraram que o acido
usnico tem atividade antiproliferativa contra as linhagens de células humanas malignas T-47D
(mama), Panc-1 (pancreas) e PC-3 (prostata).

Derivados do crisofanol, extraidos do liquen Asashinea chrysantha, exibiram atividade
antineoplasica em células leucémicas (MULLER, 2001).

O composto ambewelamida A extraido do liquen Usnea sp exibiu potente
citotoxicidade in vitro (Leucemia murina P388: ICsy = 8,6 ng/mL), demonstrando também
significativa atividade antineoplasica in vivo para a mesma célula. (WILLIAMS et al, 1998).

O orselinato de metila, extraido do liquen Peltigera leucophlebia foi testado em
linhagens celulares de cancer de mama, pancreas e colon, porém ndo apresentou atividade
antiproliferativa (INGOLFSDOTTIR et al., 2002). Entretanto, outros derivados do acido
lecandrico, foram testados linhagens de células neoplésicas: laringe (Hep2), mama (MCF-7),
pulmao (786-0), pele (B16-F10). O composto mais potente foi o orselinato de n-butila,
seguido pelo orselinato de sec-butila e terc-butila (IC50: 7,2, 8,9 e 10,2 pg/ml,
respectivamente (BOGO et al., 2010).

Estudos in vivo de derivados do acido lecanérico demonstraram inibi¢do da promogao
do tumor de pele induzido pelo acetato de 12-o-tetradecanoilforbol em ratos. Os analogos do
acido lecandrico antagonizam muitas enzimas, bem como efeitos celulares de promog¢do do

tumor (UMEZAWA et al., 1983,1984).
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Kumar e Muller (1999) sintetizaram uma série de andlogos do acido difractaico,
barbatico e obtusatico, metabolitos de liquens de espécies de Parmelia sp ¢ realizaram ensaios
de atividade antiproliferativa in vitro e inibi¢ao da biossintese de leucotrieno B4.

Yamamoto et al. (1995) realizaram estudos com o acido difractdico e mostraram sua
atividade inibitéria do tumor induzido pelo virus Epstein-Barr. Ensaios realizados com
carcinoma de Ehrlich, sarcoma 180 e sarcoma de Yoshida mostraram que o depsideo acido
divaricatico também possui acdo antitumoral, porém ¢ menos ativo que o acido psoromico
(NAKAZAWA et al., 1962). Correche ¢ colaboradores (2004) demostraram que o acido
divaricatico apresenta atividade apoptdtica moderada em concentragdes consideradas nao

citotoxicas.

Suarez et al. (2004) realizaram ensaios antitumorais com a liquexantona em células
MCF-7 (adenocarcinoma de mama), X-17 (carcinoma de rim), HEP2 (carcinoma de laringe),
HEp-G2 (carcinoma de figado), ¢ LoVo (cancer de co6lon) e os resultados demonstraram
auséncia da atividade.

Kumar et al. (1999) avaliando a sensibilidade de células de queratindcitos humanos
em diversas substancias isoladas de liquens comprovaram que os compostos acido giroforico,
acido tusnico e acido difractaico sdo potentes agentes antiproliferativos contra o crescimento
de queratindcitos humanos.

As atividades citotoxicas do 4cido salazinico e seus derivados com cadeias alquilicas
lineares, foram testados frente a linhagem de células tumorais: MDA/MB-435 (mama-
humano), HCT-8 (célon-humano) e SF-295 (glioblastoma-humano). A série homologa dos
acidos 8°,9’-di-O-alquil salazinicos apresentou resultados promissores na avaliacdo da
atividade citotoxica, com valores de Clwde até 1,73 ng/mL (MICHELETTI et al., 2009).

Micheletti et al. (2011) encontraram atividade citotoxica em uma série de compostos
derivados de 15-w-aminoalcoxilxantona sintetizada a partir de uma xantona isolada de
espécies de liquens. As linhagens testadas foram B16 F10 (melanoma murino), MCF-7
(carcinoma de mama), 786-0 (carcinoma de rim), OVCAR 03 (carcinoma de ovério), NCI-
ADR (ovario rsistente a adriamicina) e HT (carcinoma de c6lon). As substancias sintetizadas
foram, em geral, ativas em vérias linhagens neoplésicas e pelo menos 50% dos compostos

testados foram ativos em todas as linhagens.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiproliferativa de compostos de liquens e suas modificacdes

estruturais.

3.2. Objetivos Especificos

3. 2.1 Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro de compostos de liquens e seus produtos de

modificacdo estrutural em sete linhagens de células neoplasicas

3.2.2. Avaliar a seletividade dos compostos nas linhagens neoplésicas.

3.2.3. Avaliar a atividade antitumoral in vivo do acido protocetrarico sobre o melanoma B16

F10 em camundongos C57BL/6N.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material botanico, Extracao, | solamento dos Compostos e M odificacdo Estrutural

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Pesquisa LP2 da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul pela equipe da Profa. Dra. Neli Kika Honda. Os liquens selecionados
para a realizacdo deste trabalho foram as espécies: Parmotrema dilatatum (Vain.)Hale, Usnea
subcavata Motyka e Dirinaria aspera (H. Magn.) Awasthi, que foram coletadas no cerrado na
regido de Piraputanga -proxima a cidade de Aquidauana-MS. As espécies Usnea sp. Ramalina
sp e Cladina confusa (Sant.) Folmm. & Ahti foram adquiridas em loja de produtos para
decoragdo. Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. foi coletada e identificada pela Profa. Dra.
Noemia P. Santos, em 4reas proximas a Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. A
identificagdo dos demais liquens foi conduzida pela Profa. Dra. Mariana Fleig da UFRGS
(Universidade Federal do Rio Grande do Sul), pelo Prof. Dr. Marcelo P. Marcelli do Instituto
de Boténica de Sao Paulo e Profa. Dra. Eugénia Cristina G. Pereira da Universidade Federal
de Pernambuco, Brasil. Uma excicata de cada espécie ¢ mantida no laboratério LP2 para
qualquer conferéncia.

Atranorina ¢ acido protocetrarico foram extraidos de P. dilatatum; o acido difractaico
foi extraido de U. subcavata; acido psoromico de Usnea sp. e os acidos norstitico e
perlatélico de Ramalina sp. e C. confusa, respectivamente. Os acidos divaricatico e

fumarprotocetrarico foram isolados de D. aspera e C. verticillaris, respectivamente.

4.1.1 Extracao eisolamento dos compostos

Os talos dos liquens foram pulverizados e extraidos com hexano ou diclorometano e
acetona exaustivamente, a temperatura ambiente. Os extratos foram concentrados a pressao
reduzida. Os extratos hexanico e diclorometanico obtidos dos liquens P. dilatatum, C.
verticillaris, U. subcavata, D. aspera, C. confusa, Ramalina sp., P. lichexanthonicum and
Usnea sp., foram fracionados em coluna cromatografica de silica gel (Merck 230-400 mesh) e

a cluicdo foi conduzida com misturas de hexano-acetona ou hexano-acetato de etila em
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polaridade crescente. Foram obtidos os depsideos atranorina, acidos difractaico, divaricatico e
perlatolico.

Os extratos acetonicos concentrados de P. dilatatum, C. verticillaris Ramalina sp., e
Usnea sp foram tratados repetidas vezes com pequenos volumes de acetona em banho de gelo
e a mistura centrifugada. Foram obtidas as depsidonas 4acidos protocetrarico,
fumarprotocetrarico, norstitico € psoromico.

O grau de pureza de cada composto foi > 95% determinado por cromatografia em
camada delgada (CCD) e RMN. As estruturas dos compostos foram confirmadas pela analise
dos espectros de RMN de 'H ¢ °C (KONIG; WRIGHT, 1999; RASHID; MAJID; QUADER,
1999; SUNDHOLM ; HUNECK, 1981; SU et al., 2003).

4.1.2 Modificacdo estrutural

As reagdes de modificacdo estrutural dos acidos norstitico e protocetrarico foram
conduzidas de acordo com a metodologia descrita por Micheletti et al. (2009).

Os derivados obtidos do acido norstitico foram os acidos 8’-O- n-propil, 8’-O-
isopropil, 8’-O-n-butil, 8’-O-sec-butil, 8’-O-terc-butil, 8’-O-n-pentil e 8’-O-n-hexil norstitico.
Os derivados do acido protocetrarico utilizados no estudo foram os acidos 9°-O-metil, 9°-O-
etil, 9’-O-n-propil, 9’-O- isopropil, 9’-O-n-butil, 9’-O-sec-butil e 9’-O-terc-butil

protocetrarico.

4.2 Avaliacdo da atividade anticancer in vitro dos compostos

4.2.1 Cultura de células

Foram utilizadas sete linhagens de células neoplasicas: MCF7 (ATCC — HTB-22,
carcinoma de mama), 786-0 (ATCC — CRL-1932, carcinoma de rim), UACC-62 (melanoma),
PC-03 (ATCC CRL 1435, carcinoma de prostata) e HT-29 (ATCC HTB-38 carcinoma de
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colon), HEP, (ATCC-CCL-23, de carcinoma de laringe, B16 F10 (ATCC-CRL-6322,
melanoma murino). As células foram doadas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho —
UNICAMP. Também foi utilizada uma linhagem de células normais, NIH/3T3 (ATCC-CRL
1658, fibroblasto murino) foi adquirida do Banco de células do Rio de Janeiro para a
determinagio do Indice de Seletividade. Todas as linhagens celulares foram mantidas em
nitrogénio liquido. Para os testes foram descongeladas e cultivadas em incubadora de CO,

(FRESHNEY, 2005).

4.2.2 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade com o corante sulforrodamina B (SRB), utilizado para
avaliacdo da atividade antiproliferativa, tem como principio a coloragdo das proteinas de
membrana celular (SKEHAN et al., 1990).

Todo o procedimento para o manuseio das células foi realizado conforme Freshney
(2005). As células estavam criopreservadas em nitrogénio liquido e para os testes foram
descongeladas e cultivadas em frascos estéreis em meio de cultura RPMI 1640 e meio minimo
essencial modificado por Dulbecco (DMEM), suplementados com 10 % de soro fetal bovino e
50 pg de gentamicina / mL (Europharma) (meio completo). Em seguida foram colocadas a 37
°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,.

Uma vez que as células sdo aderentes, foi feita a remogdo com solugdo de tripsina
(0,25% + EDTA 1 mM) em tampao PBS, pH 7,4. Em seguida, foram transferidas para tubos
conicos contendo meio de cultura completo. Apds centrifugacdo a baixa rotagdo, o meio com
tripsina foi desprezado e as células ressuspendidas em pequeno volume de meio completo.

A contagem de células viaveis foi feita com Trypan Blue® em Cémara de Neubauer. A
suspensdo de células foi preparada para que em cada cavidade da placa de 96 pocos fosse
depositado um volume de 100 pL. de meio contendo 7.500 a 10.000 células/cavidade. As
placas foram estabilizadas por incubagdo por 24 h a 37 °C na incubadora de CO,. Com as
células ja aderidas, uma aliquota de cada fragdo das amostras-teste previamente dissolvidas
em DMSO (0,4%) e controle positivo doxorrubicina foram adicionadas as cavidades da placa.
Foram utilizadas quatro concentracdes de cada amostra-teste (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL),

sendo cada uma adicionada em trés cavidades (triplicata). Para o controle positivo as
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concentragdes utilizadas foram 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL). Na coluna 1, denominada
controle negativo, as células foram cultivadas na auséncia de qualquer amostra-teste. Todas as
placas permaneceram na incubadora até o final do periodo de exposicdo das células as
amostras-teste (48 h).

As células foram entdo fixadas com acido tricloroacético 20% por 30 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado, a placa lavada em agua e seca para adigdo de SO0uL de SRB
(0,1%) diluida em &cido acético e incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. O
excesso de corante foi removido com 4cido acético 1% seguido de secagem das placas e
adi¢do de tampao Tris Base 10mM para solubilizar o corante ligado as proteinas de membrana
das células fixadas. As placas foram submetidas a agitagdo por 10 minutos para dissolug¢ao

das proteinas coradas e a leitura foi realizada em leitor 6ptico de microplacas em 540nm.

4.2.3 Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre uma
linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em testes
clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisao entre o valor da Glsy de cada
composto-teste na linhagem de células normais 3T3 e o valor da Glso de cada composto na
linhagem de células neoplasicas (IS= Glsy 3T3 / Glso células neoplasicas). Foi considerado
significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991), ou seja,
este valor significa que o composto ¢ duas vezes mais ativo na linhagem de células

neoplasicas do que em células normais.
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4.3 Avaliacgao da atividade antitumoral in vivo sobre melanoma B16 F10

4.3.1 Animais

Foram utilizados 25 camundongos machos da linhagem C57BL/6N, pesando entre 25-
35g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (dimensao 40 x 35 x 17 cm), na
quantidade de cinco animais/gaiola, a temperatura de aproximadamente 25°C, com ciclo
claro/escuro de 12 horas, recebendo ragio padrio (NUVITAL® CR1) e 4gua a vontade. Os
mesmos foram aclimatados as condi¢des do laboratoério durante cinco dias antes do
experimento.

O experimento foi realizado apds aprovagio pela Comissdo de Etica no uso de animais
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA-Protocolo ntimero 249/2010),
conforme a determinagdo do CONCEA.

4.3.2 Triagem dos compostos

Uma vez obtidos os resultados da atividade antiproliferativa in vitro foi realizada uma
triagem de alguns compostos com o objetivo de definir o composto a ser utilizado no estudo
bem como as concentragdes para o ensaio in vivo.

Os compostos utilizados na triagem foram selecionados conforme a quantidade de
massa do composto disponivel, no momento da realizacao do ensaio.

Para tanto, foram utilizadas trés concentragdes de cada composto selecionado obtidas a
partir de uma correlacdo matematica entre a GI50 da doxorrubicina encontrada no ensaio in
vitro na linhagem B16-F10 e as GI50 dos compostos. Assim, o nimero de vezes em que a
doxorrubicina foi mais potente que o composto foi multiplicado pela dose de doxorrubicina
descrita na literatura (Smg/Kg).

Os seguintes compostos foram triados: acido divaricatico, acido psoromico, acido

protocetrarico, acido norstitico, acido 8’-O-n- hexil-norstitico e 4ac. 8’-O-n-butil-norstitico.
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Foram inoculadas por via subcutinea 5 x 10° /200 pL células da linhagem B16 F10 na
regido interescapular dos camundongos machos e 24 horas apos, foi realizado o tratamento
nos animais (3 concentragdes para cada composto) para triagem dos compostos.

Apods 21 dias, os animais foram eutanasiados em camara de CO2, procedeu-se a
retirada do nodulo. Para a retirada do nddulo, o animal foi posicionado em decubito ventral,
de maneira que o nddulo localizado na regido interescapular dorsal fosse visualizado e
delimitado por palpagdo direta. Com o auxilio de uma tesoura, realizou-se uma incisao na pele
ha aproximadamente Smm ao redor das margens palpaveis do tumor. Ventralmente, a margem
considerada foi o tecido celular subcutineo. Em ato continuo o tumor foi excisado,
acondicionado em solucdo de cloreto de sddio a 0,9% por alguns minutos. Posteriormente, foi
medido e sua massa foi aferida.

Os resultados obtidos da triagem foram os seguintes:

a) acido divaricatico (10, 20, 30 mg/animal): observou-se a formacao de nodulos cujos
volumes foram dose-dependente. Na concentragdo de 10mg o volume obtido foi 1,220 mm’,
0,650 mm” com 20mg e 0,269 mm’ para a concentracio de 30mg.

b) acido protocetrarico (10, 20, 30 mg/animal): verificou-se um pequeno noédulo no
animal tratado com 10mg (0,62 mm® ); na concentragio de 20mg ndo houve formagdo de
nddulo e e com a concentracdo de 30 mg, o animal foi a dbito.

¢) acido norstitico (20, 50, 60 mg/animal): ndo houve a formacao de nédulo no animal
tratado com 20mg. Nas demais concentracdes o composto causou 0bito dos animais.

d) 4cido 8’-O-n- hexil-norstitico (10, 20, 30mg/animal): verificou-se auséncia de
nédulo na concentracdo de 10mg, porém, houve a formacao de nédulos nos tratamentos com
20 e 30mg, cujos volumes foram 0,440 mm?’ e 0,364 mm’, respectivamente.

e) acido psoromico (10, 20, 30 mg/animal): as trés concentrag¢des utilizadas causaram
0 Obito dos animais.

Como controle positivo, a doxorrubicina (5mg/kg) inibiu a forma¢do do nddulo,
conforme o esperado. Embora a doxorrubicina tenha sido utilizada como controle positivo in
vitro, em pacientes com melanoma a mesma ndo apresenta agdo efetiva devido a alta
quimiorresisténcia das células tumorais (SIGNORELLI et al., 2005). Entretanto, escolheu-se
utiliza-la para os ensaios in vVivo como controle positivo, baseado em pesquisas desenvolvidas
anteriormente (MARCHETTI, 2008).

Os orgdos (coragdo, pulmio, figado e bago) também foram avaliados

macroscopicamente e nao apresentaram alteragdes € nem a presenca de nodulos.
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Nessa triagem, o tratamento com os compostos selecionados foi realizado 24 horas
ap6s a inoculagao das células B16 F10. Entretanto, questionou-se que, se os efeitos do
composto fossem observados sobre as células de melanoma recém-inoculadas, ou seja, apos
24h, poder-se-ia sugerir que a a¢do deste composto seria sobre a implantagdo do mesmo, o
que ndo era o objetivo deste estudo. Assim, decidiu-se no ensaio in vivo com o acido
protocetrarico administrar o composto nas trés concentracdes, no 10° dia apos a inoculacao
das células do melanoma, quando, entdo, os tumores apresentavam-se palpaveis.

Com os resultados obtidos da triagem, bem como as observagdes pertinentes ao

método empregado, pode-se entdo proceder ao ensaio in Vivo.

4.3.3. Ensaio in vivo

Para a realizacdo do ensaio in vivo, foi escolhido o acido protocetrarico por apresentar
GI = 23,99 na linhagem B16-F10 e IS = 2,0, indicando boa seletividade para a linhagem
normal e também por apresentar quantidade suficiente de massa para realizagdo dos
tratamentos nas trés concentragdes determinadas.

Para o desenvolvimento do nédulo hipodérmico, suspensdes de células B16 F10 (5 x
10° /0,2mL PBS) foram inoculadas subcutanecamente na regiio interescapular dos
camundongos.

No 10° dia apos a inoculagdo das células os animais 25 animais foram distribuidos em
5 grupos (n=5) e tratados conforme descrito a seguir: I) PBS (0,2mL, i.p.); II) Doxorrubicina
(5mg/Kg/0,2mL, i.p.); III) acido protocetrarico 7,5mg/0,2mL, i.p.; IV) acido protocetrarico
15mg/0,2mL, i.p.; V) e acido protocetrarico 22,5mg/0,2mL, i.p. O esquema de tratamento
utilizado foi de uma unica dose/ animal.

Apoés a administragdo das diferentes substancias, os animais foram observados para
avaliacdo dos sinais fisicos (forca de agarrar, tremores, piloerecdo, convulsdes, respiracao,
aparéncia, alteragdes no abdomen) e comportamentais (irritabilidade, resposta ao toque,
comportamento espontaneo e provocado) nos tempos de 30, 60, 120 e 240 minutos (BRITO,
1994).

No 21° dia ap6s a inoculagdo das células (11 dias ap6s o tratamento), os animais foram

submetidos a eutanasia em camara de CO, . Apo6s, os nodulos formados na regido dorsal dos
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camundongos foram retirados e os seguintes parametros foram avaliados: peso (g); volume
(mm’); area (cm ?).

Para a determinagdo da massa tumoral os nédulos foram pesados em balanca analitica
RADWAG®. Os diametros foram medidos utilizando-se paquimetro digital WORKER®; a
area foi definida pelo programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java) e o volume
obtido por meio da formula de Steel (Dxd*/2), onde D e d dio os didmetros maiores e
menores, respectivamente (NETO et al., 2002). A partir disso, foi realizado o calculo para
definicdo da taxa de inibi¢do de crescimento tumoral. Ainda, os animais foram pesados no dia

0 (dia da inoculagdo das células B16-F10), no 10° dia (dia do tratamento) e 21°dia (eutanasia).

4.4 Analiseestatistica

Todos os resultados foram submetidos a analise estatistica, sendo analisados as
repeti¢oes e as formas de tratamento. A analise estatistica para o ensaio in vitro encontra-se
descrita a seguir.

Foram obtidas as absorbancias da amostras-teste (T), do controle negativo (CN), do
branco das amostras-teste (B) e do inicio da incubagdo, ou seja, antes da adi¢cdo das amostras-
teste (T).

Usando essas absorbancias, a resposta celular a incubagao com as amostras-teste pode
ser um estimulo do crescimento celular, uma inibi¢ao do crescimento, ou ainda, ndo ocorrer
nenhum efeito da amostra-teste sobre as células.

Se T > CN a amostra-teste estimulou o crescimento celular. Se T > Ty e < CN, a
amostra-teste inibiu o crescimento celular, ou seja, houve um efeito citostatico. Para estas
condic¢des, o calculo do crescimento celular (%) ¢ realizado pela formula 100 x [(T - To) / (CN
—To)] (MONKS et al., 1991).

Se T < Ty, a amostra-teste induziu morte celular, ou seja, efeito citocida e pode ser
calculada por 100 x [(T - To) / To] (MONKS et al., 1991).

O crescimento celular (%) obtido por meio da aplicagdo das férmulas em programa
Excel, foi utilizado na elaboracdo de graficos por regressdo ndo linear, tipo sigmoidal

empregando-se o programa de analise de dados Origin 6.0. Os valores abaixo de 100% e
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acima de zero representam inibi¢do de crescimento, enquanto os valores negativos
representam morte celular.

A partir dos gréficos, trés niveis de efeito sdo calculados: 1) concentragdo da amostra-
teste que causa 50% de inibi¢do do crescimento celular (Glsp), ou seja, quando a concentracao
reduz em 50% a quantidade de proteinas em relagdo ao controle negativo durante o periodo de
incubagdo; 2) concentragdo que causa inibi¢ao total do crescimento (TGI - total growth
inibition), ou seja, a concentracdo que faz com que a quantidade de proteina no fim da
incubacdo com a amostra-teste seja igual a quantidade do comeco e; 3) concentracdo que
causa 50% de morte celular (LCs), ou seja, concentragdo que causa 50% de morte celular
(MONKS et al., 1991).

Foram consideradas ativas as amostras-teste com Glso < 30 ug/mL ( ITHARAT et al.,
2004). O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de triagem
de drogas anticancer considera forte atividade antineoplédsica valores Glso < a 4,0 pg/mL
(SUFFNESS & PEZZUTO, 1991).

Os resultados obtidos no ensaio in vivo de atividade anticancer frente aos tumores
solidos foram expressos como média + erro padrado da média e comparados com os controles
por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (GraphPad Prism 5®).

Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO
5.1 Avaliacdo da atividade antiproliferativain vitro

Os depsideos atranorina (1) e os acidos difractaico (2), divaricatico (3) e perlatolico
(4) e as depsidonas 4cidos psoromico (5), norstitico (6), protocetrarico (7) e
fumarprotocetrarico (8) (Figura 3) foram avaliados quanto a citotoxicidade nas seguintes
linhagens neoplasicas: MCF7 (carcinoma de mama), 786-0 (carcinoma de rim), UACC-62
(melanoma), PC-03 (carcinoma de prostata) e HT-29 (carcinoma de c6lon), HEP, (carcinoma
de laringe), B16-F10 (células de melanoma murino). Também foram testados em uma
linhagem de células normais, NIH/3T3 (fibroblasto murino). Como controle positivo dos

experimentos foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina (Figura 4).

CHg O Caty © CsHqq O
O, CH3 @/@i\LO D/@i‘\o
Ho oH on CHy OH on M3 OH OH
CHO
CH3  COOCH3 CaH; COOH CsHyq COOH
Atranorina (1) Acido divaricatico (3) Acido perlatélico (4)
CH3
O
COCH
CHy ©
(e} OH
HO
CH3
CH3O OCH3
CH 3

Acido difractéaico (2)

CHz ©
o CHoOH
HO o OH
CHO
CHz  COOH CHg  COOH
Acido protocetrarico (7) Acido fumarprotocetrarico (8)

Figura 3- Representacdo das Estruturas Quimicas das Substancias (1) — (8).
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HO
NH»>

Figura 4 — Férmula estrututral da doxorrubicina.

A atividade antitumoral dos compostos foi expressa em Glsy (concentracdo eficaz
para inibir 50% do crescimento celular). Como parametro de atividade, considera-se como
potente atividade antineoplasica os compostos que apresentarem Glsp < 30 ug/mL (ITHARAT
et al., 2004). O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de
triagem de drogas anticancer considera potente atividade antineoplasica valores Glso < a 4,0
ng/mL. No presente estudo, os compostos foram considerados inativos quando Glsp > 250
png/mL.

Devido ao fato das massas molares dos compostos apresentarem diferencas, os
resultados serdo abordados tanto em pg/mL, como em pM. A tabela 2 mostra os valores de

Gls das substancias frente as linhagens avaliadas.



Tabela 2: Valores de Glsp* (ug/mL e uM ) para as substancias (1) — (8) e doxorrubicina (controle positivo).
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LINHAGENS 786-0 MCF7 UACC-62 HT-29 PC-03 HEP, B16 F10 3T3
SUBSTANCIAS pg/mL pM pg/mL pM pg/mL pM  pg/mL pM pg/mL pM  pg/mL puM  pg/mL pM  pg/mL M
Atranorina (1) 163,89 438 282,25 754 147,2% 393" 371,64 993 196,82 526 409,08 1093 257,47 688° 278,7% 745%
Acido difractéico

2 30,04 80 36,62 98 24,71 66 27,71 74 21,92 58 37,03 99 25,39 68 31,16 83
Acido

divaricatico (3) 27,99 72 7,85 20 2,72 7 6,44 17 3,79 10 5,54 14 436 11 14,5 37
Acido perlatolico

(4) 10,46 23 6,81 15 3,26 7 27,29 61 7,13 16 13,13 29 17,96 40 26,02 58
Acido psor dmico

(5) 54,14 151 44,6 124 36,61 102 41,92 117 47,51 133 4546 127 266,3 743 248,5 693
Acido

nor stitico (6) 340,59 915 2823 758 60,17 162 62,36 167 58,41 157 3291 88 71,12 191 258,8 695
Acido

protocetrarico 169,96 454 38,71 103 0,52 1,4 37,21 99 24349 650 1549 41 23,99 64 48,54 130
)

Acido

fumarprotocetrgd- 305,24 646 266,93 565 283,2 600 46,12 98 349,12 739 460,85 976 260,0 550 106,3 225
rico (8)

Doxorrubicina 0,23 039 0,05 008 047 081 0,09 0,15 0,28 048 0,58 1 025 043 0,55 094

*Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressdo nao-linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.

*Brandio (2011)
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A tabela 3 indica os valores de IS (indice de Seletividade) para as substancias
avaliadas em relagcdo a linhagem de células normais - 3T3. Foram consideradas seletivas as
substancias que apresentaram valores de IS maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO,
1991).

Tabela 3: Indice de Seletividade (IS)* para as substancias (1) — (8).

786-0 MCF7 UACC- HT-29 PC-03 HEP> B16 F10

LINHAGENY 62

SUBSTANCIAS

Atranorina (1) 1,7 0,9 1,8° 0,7 1,4 0,6 1,0
Acido 1,0 0,8 1,2 1,1 1,4 0,8 1,2
difractaico (2)

Acido 0,5 1,8 53 2,2 3,8 2,6 3,3
divaricatico (3)

Acido 2,4 3,8 7,9 0,9 3,6 1,9 1,4
perlatdlico (4)

Acido 4,5 5,5 6,7 5,9 5,2 5,4 0,9
psorémico (5)

Acido 0,9 43 7,8 0,7 3,6 4.4 4,1
norstitico (6)

Acido 0,2 1,2 93,3 1,3 0,1 3,1 2,0
protocetrarico

(7

Acido 0,3 0,3 0,3 23 0,3 0,2 0,4
fumarprotocetra-

rico (8)

*Brandio (2011)
* IS significativo para valores maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

Analisando os resultados apresentados na tabela 2 e 3 verifica-se que o depsideo
atranorina (1) apresentou valores de GI 147,22ug/mL (393uM) sobre células UACC-62
(BRANDAO, 2011), onde foi mais ativo e ndo foi seletivo para nenhuma das linhagens
avaliadas. Backorova et al. (2011) relataram que essa substancia na concentragao de 200 uM
foi efetiva sobre linhagens de células tumorais HL-60 (células ndo aderentes) inibindo
aproximadamente 65% do crescimento. Os autores estudaram atranorina, acido giroforico,
acido usnico e parietina em nove linhagens celulares, dentre elas MCF7 e HT-29, utilizando o
método MTT. Posteriormente, demonstraram que a atranorina pode induzir morte celular
programada na linhagem HT-29, provavelmente através de um mecanismo mitocondrial
(BACKOROVA et al., 2012).

Para uma melhor visualizagdao das atividades dos compostos, pode-se utilizar a curva

concentragdo-resposta que fornece informagdes importantes da atividade antiproliferativa das
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substancias avaliadas. Com esse tipo de grafico ¢ possivel verificar se a substancia possui
efeito citostatico (pontos da curva acima do ponto zero), efeito citocida (pontos da curva
abaixo do ponto zero) ou inibi¢do total do crescimento quando T=TO0, ou seja, a concentracao
que promove 100% de inibi¢ao celular (TGI) € o valor no eixo da abscissa onde a curva corta
o eixo das ordenadas. A Figura 5 mostra a atividade antiproliferativa da atranorina (1) sobre
as linhagens neoplasicas e a representagdo dos pontos relacionados as variaveis Glso, LCso €

TGI, previamente calculadas no programa de dados Origin 6.0.
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Figura 5 — Atividade antiproliferativa da atranorina (1) frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

Na figura 5 observa-se que a atranorina produziu apenas inibi¢do do crescimento, ndao
apresentando efeito citocida em nenhuma linhagem. Isso demonstra a baixa toxicidade em
cultura de células. Nas linhagens 3T3, MCF7, HT-29, HEP, e B16 F10, a GI50 permaneceu
acima de 250pg/mL.

O 4cido difractaico (2) foi ativo em UACC-62 (BRANDAO, 2011), HT-29, PC-03 e
B16 F10 (BRANDAO, 2011), apresentando Gls, entre 21,92 e 27,71ug/mL (58 e 74uM), nas
demais linhagens as Glsy variaram entre 30,04 a 37,03pg/mL (83 e 99uM) (Tabela 2 e 3).
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Entretanto, esta substancia ndo apresentou IS significativo para nenhuma das linhagens
avaliadas. Yamamoto et al. (1995) realizaram estudos com o acido difractaico ¢ mostraram
sua atividade inibitdria do tumor induzido pelo virus Epstein-Barr.

A Figura 6 representa a curva concentragdo-resposta do acido difractaico (2) sobre as
linhagens neoplasicas e normal. O acido difractaico produziu efeito citostatico e citocida em

todas as linhagens e nao foi observada seletividade para nenhuma linhagem.
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Figura 6 - Atividade antiproliferativa do 4cido difractaico (2) frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

O 4cido divaricatico (3) foi ativo contra todas as linhagens celulares testadas, inclusive
a normal. As Gls para este composto variaram de 2,72pg/mL a 27,99ug/mL (7uM - 72uM),
demonstrando forte atividade antitumoral. O 4cido divaricatico (3) apresentou seletividade
em UACC-62 com IS = 5,33 (BRANDAO, 2011); PC-03, B16 F10, HEP, e HT-29 com IS =
3,82; 3,32 (BRANDAO, 2011); 2,61; 2,25, respectivamente (tabela 3). Os resultados obtidos
neste ensaio in vitro confirmam aqueles encontrados nos ensaios realizados com carcinoma de

Ehrlich, sarcoma 180 e sarcoma de Yoshida em que esse depsideo mostrou agdo antitumoral,
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in vivo (NAKAZAWA et al., 1962). Correche ¢ colaboradores (2004) demostraram que o
acido divaricatico apresenta atividade apoptotica moderada em concentragdes consideradas
ndo citotdxicas.

A figura 7 indica o comportamento do acido divaricatico (3) contra as linhagens
neoplasicas ¢ a normal. Em todas as linhagens, o composto apresentou inibi¢gdo do
crescimento e morte celular, sendo menos ativo na linhagem 786-0 e mais ativo em UACC-
62, inferindo que houve atividade citostdtica na concentragdo de 2,5 pg/mL para esta

linhagem.
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Figura 7 - Atividade antiproliferativa do acido divaricatico (3) frente a linhagem de células
neopldsicas expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

O acido perlatdlico (4) apresentou elevada poténcia em todas as linhagens,
destacando-se as Glsp de 10,46pug/mL (23uM) em 786-0; 6,81pug/mL (15uM) em MCEFT7;
3,26pg/mL (7uM) em UACC-62 (BRANDAO, 2011); 7,13ug/mL (16uM) em PC-03; 13,13
png/mL (29uM) em HEP; e 17,96 pg/mL (40uM) em B16 F10 (BRANDAO, 2011). Este
composto foi seletivo para 786-0, MCF7, UACC-62 e PC-03. Em células tumorais das
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linhagens MDA/MB-435 (mama-humano), HCT-8 (c6lon humano) e SF-295 (glioblastoma
humano) os valores de Glsy foram maiores que 25 pg/mL (GIANINI, 2008).
A figura 8 retrata a atividade antiproliferativa do 4cido perlatdlico (4) em todas as

linhagens testadas, bem como sua ag¢do citocida. Nao houve seletividade para a linhagem B16

F10 e HT-29.
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Figura 8 - Atividade antiproliferativa do acido perlatdlico (4) frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

Quanto ao 4cido psordmico (5), embora este composto tenha apresentado seletividade
em quase todas as linhagens testadas, suas Glsy variaram de 36,61pg/mL (102uM)
(BRANDAO, 2011) em UACC-62 a 266,37ug/mL (743uM) em B16 F10 (BRANDAO,
2011), sendo considerado um composto com atividade moderada, porém inativo em 3T3, por
apresentar Glso igual a 248,57ug/mL (694uM). Pode-se afirmar que este composto, apesar de
ndo ser muito ativo, in vitro ndo causa inibicdo do crescimento da célula normal nas
concentragdes menores que 248,57ug/mL, ou seja, nao ¢ citotoxico para células normais. Este
resultado corrobora os estudos realizados por Correche et al. (2004) em que a depsidona nao

demonstrou ser toxica quando administrada cronicamente em camundongos. O 4cido
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psoromico (5) apresenta atividade apoptotica significativa e que € efetiva ao inibir carcinoma
de Ehrlich e sarcoma 180 in vitro e in vivo, mas sarcoma de Yoshida somente in vitro
(CORRECHE et al., 2004; NAKAZAWA et al., 1962).

A figura 9 retrata o perfil predominantemente citostatico do acido psordmico (5) para
as linhagens B16 F10 e 3T3, inferindo que na linhagem normal o composto ndo ¢ citotoxico.

A atividade citocida foi encontrada nas demais linhagens.
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Figura 9 - Atividade antiproliferativa do acido psoromico (5) frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

O éacido norstitico (6) apresentou valores de GIS0 entre 58,1 pg/mL (88 uM) em
HEP; e 282,3 ug/mL (915 uM) em 786-0, destacando-se a linhagem UACC-62, na qual
apresentou GIS0 = 32.91pg/mL (162uM) (BRANDAO, 2011). Na linhagem de células
normais sua GI50 foi maior que 250 pg/mL (695uM) (Tabela 2). Embora os valores de GI50
para a maioria das linhagens ndo indicam forte atividade, este composto foi seletivo em cinco

linhagens. Em 1962, estudos realizados com mais de 32 compostos de liquens, inclusive o
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acido norstitico contra carcinoma de Ehrlich, sarcoma 180 e sarcoma de Yoshida,
demonstraram que este composto e outros 16 compostos testados nao foram ativos
(NAKAZAWA et al., 1962).

A figura 10 revela o perfil de a¢do do acido norstitico (6). O efeito citocida foi
verificado em apenas trés linhagens UACC-62, PC-03 ¢ MCF7. As linhagens 786-0, 3T3 e
HT-29 apresentaram valores maiores que 250 ug/mL, indicando que o composto nao foi ativo
nestas linhagens. O efeito citostatico foi observado nas linhagens B16 F10 e HEP,. O acido
norstitico foi seletivo em MCF7, B16 F10, HEP,, UACC-62 ¢ PC-03 conforme demonstrado

no grafico.
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Figura 10 - Atividade antiproliferativa do acido norstitico (6) frente a linhagem de células
neopldsicas expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

O acido protocetrarico (7) foi consideravelmente ativo em UACC-62, B16 F10 e HEP,
(0,52pg/mL (1,4uM) (BRANDAO, 2011); 23,99ug/mL (64uM) (BRANDAO, 2011) e
15,49ug/mL (41uM), respectivamente. Entretanto, foi menos ativo nas linhagens 786-0 ¢ PC-
03 (GIsp acima de 454pug/mL). O indice de seletividade em UACC-62 para este composto foi

93,34 demonstrando que nesta linhagem, o 4cido protocetrarico (7) ¢ 93 vezes mais ativo que
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nas c¢lulas normais. Em HEP, e B16 F10 este composto também foi seletivo, apresentando IS
de 14,66 e 2,02, respectivamente.

Analisando a figura 11, observa-se que o acido protocetrarico (7) apresentou efeito
citostatico em todas as linhagens, exceto na linhagem B16 F10 e UACC-62, onde o composto
demonstrou também atividade citocida. Na linhagem normal o composto foi citostatico
apenas, inferindo um menor grau de citotoxicidade. Nas linhagens UACC-62 e HEP; o 4cido

protocetetrarico foi mais ativo.
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Figura 11 - Atividade antiproliferativa do acido protocetrarico (7) frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante 48h.

O acido fumarprotocetrarico ¢ um derivado natural do acido protocetrarico.

O 4cido fumarprotocetrarico (8) apresentou fraco potencial de inibi¢ao do crescimento
das linhagens celulares testadas, porém foi 2,3 vezes mais seletivo em HT-29, com uma ICsg
de 46,12ug/mL. Kristmundsdottir et al. (2005) avaliaram o efeito do acido
fumarprotocetrarico contra T-47D (mama) e Panc-1 (pancreas) e que mostrou baixa

atividade inibitoria.
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De acordo com Santos (1996) o acido protocetrarico inibiu em torno de 80% o
crescimento de células de sarcoma 180 e de carcinoma de Ehrlich, porém seu derivado, o
acido fumarprotocetrarico inibiu aproximadamente 40% o crescimento.

Na figura 12 verifica-se o perfil citostatico do acido fumarprotocetrarico em todas as
linhagens. Exceto nas linhagens HT-29 e 3T3, o composto ndo exibiu a¢do alguma até a maior

concentragdo (250 pg/mL).

100 - - R
| '§ g
— A
Ve N .|
75 - V. ®
o
) n
50
S \
v
T 25
-
)
—
L
o 0
o)
l_
& —m— UACC-62
= -254 —e— PC-03
R 786-0
4 —¥— HT-29
O -50 - MCF7
—<4— Hep2
373
-75 —e— B16 F10
-100 T T T T[T T T T
10° 10° 10" 10° 10" 10 10°
0 0,25 2,5 25 250

CONCENTRACAO pg/mL

Figura 12 - Atividade antiproliferativa do acido fumarprotocetrarico (8) frente a linhagem de
células neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/mL), durante
48h.

Os resultados obtidos (Tabela 2) mostram o potencial de algumas substancias como
modelos para a obtencdo de substancias sintéticas ou produtos de modificagdes por semi-
sintese. Destacam-se os acidos protocetrarico (7), divaricatico (3) e perlatolico (4) sobre
células UACC-62 (Glso 0,52 pg/mL, 2,72 pg/mL. e 3,26 ug/mL, respectivamente)
(BRANDAO, 2011). Essas substancias mostraram forte atividade antineoplasica (Glsy < 4,0

ug/mL) de acordo com o critério estabelecido pelo NCI em seu programa de triagem de
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drogas anticancer. Além disso, considerando o parametro de atividade definido por Ithrat et
al. (2004) os compostos que apresentaram Glsp < 30 pg/mL sdo também considerados
potencialmente ativos. Dessa forma, os depsideos acidos divaricatico (3) e perlatdlico (4)
foram potencialmente ativos sobre todas as células tumorais avaliadas. O depsideo é4cido
difractaico (2) foi um pouco menos ativo somente sobre MCF7 e HEP, (Glsp 36,63 pug/mL e
37,03 pg/mL, respectivamente). As depsidonas acidos psoromico (5), norstitico (6),
protocetrarico (7) e fumarprotocetrarico (8), foram de modo geral pouco ativas. Dentre elas, a
depsidona 4cido protocetrarico foi consideravelmente ativa sobre células UACC-
62(BRANDAO, 2011), HEP, e B16 F10 (BRANDAO, 2011), moderadamente ativa sobre
MCF7, HT-29 e sobre células normais 3T3 e fracamente ativa sobre células 786-0 e inativa
sobre células PC-03. A depsidona acido psordmico (5) foi moderamente ativa sobre todas as
células testadas e inativa sobre células normais 3T3. A depsidona acido norstitico (6) foi
inativa sobre células 786-0, MCF7 e 3T3 e moderadamente ativa sobre as demais células. O
acido fumarprotocetrarico (8) foi moderadamente ativo somente sobre células HT-29 e inativo
sobre todas as células tumorais avaliadas. Embora essas depsidonas (5) — (8) ndo tenham
mostrado potencial efeito antineopldsico sobre as células testadas ¢ possivel mediante
alteracdes estruturais dessas substancias se tornarem compostos potencialmente ativos. Além
disso, os resultados obtidos permitem a realizagdo de estudos de correlagdo estrutura-
atividade biologicos (SAR), que geralmente sdo realizados fazendo-se pequenas alteragdes na
estrutura de um protdtipo. Estas alteragdes podem incluir homologacao de cadeias alquilicas,
alteracdo do grau de insaturagdo, introducdo ou remoc¢do de um anel, além de outras
(THOMAS, 2003).

Alguns exemplos (Figura 13) que ilustram o sucesso destas modificagdes em produtos
naturais sdo o etoposideo, agente antineoplasico utilizado na terapéutica; derivado semi-
sintético da podofilotoxina (LEE, 2004); a prednisona, firmaco derivado do cortisol , cerca de

30 vezes mais potente (THOMAS, 2003).
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Figura 13 — Representacao das estruturas quimicas de etoposideo, podofilotoxina,
prednisona e cortizol.

Assim, a modificacdo estrutural de produtos naturais para a obtengdo de novos
compostos ¢ uma das ferramentas para a producdo de novas moléculas de interesse
farmacoldgico. O grupo de pesquisa - Quimica de Liquens da UFMS vem desenvolvendo, ha
algum tempo, modificagdes estruturais de compostos de liquens, visando a busca de novos
compostos bioativos. Varias substincias j& foram alvo de modificagdo estrutural e os produtos
obtidos mostraram-se potencialmente ativos. Os depsideos acidos lecanorico e perlatolico; as
depsidonas acidos salazinico, norstitico e protocetrarico e a xantona liquexantona foram as
substancias modificadas. Nos depsideos e nas depsidonas as modificagdes foram realizadas
através de reagdes com alcoois com a finalidade de produzir produtos alquilados. No caso dos
depsideos acidos lecandrico e perlatdlico os produtos resultantes foram os ésteres alquilicos
do 4cido orselinico e do 4cido 2-hidroxi-4-metoxi-6-n-pentil-benzoéico (metila, etila, n-
propila, n-butila, n-pentila, n-hexila, isopropila, sec-butila e terc-butila.). Esses produtos

foram avaliados quanto as atividades antimicrobiana, toxicidade sobre Artemia salina,
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antioxidante, alelopatica e citotoxica (GOMES et al., 2002, 2003, 2006; GIANINI et al.,
2007; PERES et al. 2009; BOGO et al., 2010).

A depsidona 4cido salazinico foi também tratada com &lcoois e resultaram os acidos
8°9’- di-O-alquil salazinico. Os derivados n-butila, n-pentila e N-hexila foram potencialmente
citotoxicos contra linhagens de células tumorais HCT-8, SF-295 e MDA/MB-435
(MICHELETTI et al., 2009).

Neste trabalho os derivados alquilicos dos acidos norstitico e protocetrarico foram
avaliados sobre as células tumorais HT-29, 786-0, MCF7, B16 F10, HEP,, UACC-62, PC-03
e sobre células normais 3T3. A Figura 14 mostra as estruturas das substancias derivadas do
acido norstitico mencionadas e a tabela 4, os resultados da atividade antiproliferativa. A

seletividade dos compostos frente as linhagens neoplasicas esta indicada na tabela 5 .

R = -CH,CH,CH3; (n-propil) (9)
-CH(CHs5), (isopropil) (10)
- CH,CH,CH,CH; (n'butll) (11)
- CH(CH3)CH,CHj3 (sec-butil) (12)
- C(CHy)s3 (terc-butil) (13)
- CH,CH,CH,CH,CHg3 (n-pentil) (14)
- CH,CH,CH,CH,CH,CH; (n'heXil) (15)

HO

Figura 14 — Derivados alquilicos do acido norstitico (9) —(15).
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Figura 15 - Atividade antiproliferativa da doxorrubicina frente a linhagem de células
neoplasicas expostas a diferentes concentracdes (0,025; 0,25; 2,5; 25ug/mL), durante 48h.



Tabela 4 - Valores de Glso* (ug/mL e uM) para os derivados alquilicos do acido norstitico e doxorrubicina (controle positivo).

LINHAGENS
SUBSTANCIA

Ac. 8-O-n-
propil-

nor stitico (9)
Ac. 8-O-n-
butil-nor stitico
(11)

Ac. 8-O-n-
pentil-

nor stitico (14)
Ac.8-O-n-
hexil-nor stitico
(15)

Ac.8-O-

isopr opil-

nor stitico (10)
Ac. 8-O-sec-
butil-nor stitico
(12)

Ac. 8-O- terc-
butil-nor stitico
(13)
Doxorrubicina

*Concentragdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressdo nao-linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.

HT-29
pg/mL pM
194,49 472
16,39 38
16,9 38
3,27 7
20,79 50
5,27 12
59,44 139
0,26 0,44

** Nao foi possivel calcular

786-0
pg/mL pM
59,77 145
12,06 28
33,72 76
14,33 31
20,76 50
9,16 21
27,11 63
0,09 0,15

MCF7
pg/mL pM
171,19 415
5,68 13
6,87 16
4,35 10
24,57 60
2,91 7
27,51 64
0,05 0,08

B16 F10
pg/mL pM
>250%*>606**
19,29 45
24,51 56
25,72 57
4 10
3,95 9
38,71 91
0,25 0,43

HEP, UACC-62 PC-03

pg/mL puM pg/mL pM  pg/mlL pM
27,6 67 21,64 52 12,72 31
3.4 8 4,94 12 2,73 6
21,32 48 16,73 38 3,88 9
2,72 6 23,57 52 33 7
3,22 8 2,57 6 0,53 1
3,26 8 12,6 29 22,49 53
24,77 58 28,77 67 3,26 8
0,38 0,65 007 0,12 0,02 0,03

66

3T3

pg/mL uM
25,86 63
267,83 628
25,33 57
25,06 55
17,92 43
254,47 597
16,49 39
0,32 0,55
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Tabela 5 - indice de Seletividade (IS)* dos derivados alquilicos do acido norstitico.

COMPOSTOS HT-29 786-0 MCF7 B16 F10 HEP, UACC- PC- 03
62

Ac. 8’-O-n- 0,1 0,4 0,1 >0,1%% 0,9 1,1 2,0
propil-norstitico

)
Ac. 8-O-n-butil- 16,3 22,2 47,1 13,8 78,7 54,2 98,1

norstitico (11)
Ac. 8°-0-n- 1.4 0,7 3,6 1,0 1,1 1,5 6,5
pentil-norstitico

(14)
Ac.8’-0-n- 7,6 1,7 5,7 0,9 9,2 1,0 7,5

hexil-norstitico

(15)
Ac. 8°-O- 0,8 0,8 0,7 4.4 55 6,9 33,8

isopropil-

norstitico (10)

Ac. 8’-O-sec- 48,2 27,7 87,4 64,4 78,0 20,1 11,3
butil-norstitico

(12)
Ac. 8-O-terc- 0,2 0,6 0,5 0,4 0,6 0,5 5,0

butil-norstitico

(13)
* IS significativos para valores maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).
** Nao foi possivel calcular.

O 4cido 8’-O-n- propil-norstitico (9) apresentou atividade citotoxica em HEP,,
UACC-62 e PC-03, com valores de GI50 iguais a 27,6ug/mL (67uM) ; 21,64pg/mL (52uM) e
12,72pg/mL (31uM), respectivamente. Porém, também demonstrou atividade em 3T3 (GI =
5,86pug/mL (63uM). O composto foi inativo em B16 F10, apresentando GI50 > 250 pg/mL.

Na figura 16, fica evidente a inatividade do 4cido 8’-O-n-propil-norstitico (9) frente a
linhagem B16 F10. O efeito citocida é verificado nas linhagens UACC-62, 786-0, HEP; e PC-
03. As linhagens HT-29, 3T3 ¢ MCF7 apresentaram atividade citostatica, inferindo a baixa
toxicidade do acido composto frente a linhagem normal. A maior atividade estd demonstrada

nas linhagens PC-03 e UACC-62.
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Figura 16 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido norstitico frente a
linhagem de células neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25;
250pg/mL), durante 48h.
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acido 8’-O-sec-butil-norstitico (12)
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Figura 16 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido norstitico frente a
linhagem de células neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25;

250pg/mL), durante 48h.
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Figura 16 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido norstitico frente a
linhagem de células neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25;
250pg/mL), durante 48h.
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acido 8’-O- terc-butil-norstitico (13)
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Figura 16 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido norstitico frente a
linhagem de células neoplasicas expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2.,5; 25;
250pg/mL), durante 48h.

O é4cido 8’-O-n-butil norstitico (11) foi ativo em todas as linhagens neoplasicas com
valores de GI50 abaixo de 20 pg/mL, destacando-se PC-03 (2,73 pg/mL - 6 uM), HEP; (3,4
pug/mL — 8 uM), UACC-62 (4,94 pg/mL - 12 uM) e MCF7 (5,68 pg/mL - 13 uM). Na
linhagem normal, este composto nao foi considerado citotéxico apresentando GIS0 = 267,83
pg/mL - 628 uM.

O comportamento do acido 8’-O-n-butil-norstitico (11) pode ser observado na figura
16, indicando sua potente atividade, uma vez que os valores de Glsy para todas as linhagens
neoplésicas encontram-se proximos de 2,5ug/mL. O composto demonstrou ser inativo e,
portanto ndo apresentou citotoxicidade na linhagem normal. Nas demais se verificou o perfil
citostatico e citocida.

O éacido 8’-O-sec-butil-norstitico (12) foi ativo em todas as linhagens neoplasicas,
destacando-se GIS0 de 2,91 pg/mL — 7 uM para MCF7 e 22,49 ug/mL - 53 uM para PC-03.
O valor de 254,47 pg/mL deste composto na linhagem 3T3 demonstra ndo ser citotoxico para

células normais.
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Analisando o grafico do acido 8’-O-sec-butil-norstitico (12), (Figura 16), pode-se
notar que segue o mesmo comportamento do acido 8’-O-n-butil-norstitico (11) em relacao a
linhagem de célula normal, com GI50 > 250 ng/mL e portanto ndo citotoxico.

Os acidos 8’-O-n-butil-norstitico (11) e 8’-O -sec-butil-norstitico (12), que apresentam
0o mesmo peso molecular (426,419g/mol), foram considerados compostos com elevada
poténcia antiproliferativa uma vez que os valores de Glsy variaram de 2,73pug/mL (6uM) em
PC 03 a 19,29pg/mL (45uM) em B16 F10 para o primeiro e 2,91pug/mL (7uM) em MCF7 a
22,49ug/mL (53uM) em PC-03 para o segundo. Ressalta-se a importancia destes dois
compostos por apresentarem potente atividade antiproliferativa em todas as linhagens
neoplasicas e valores de Glsy maiores que 250pg/mL na linhagem normal 3T3. O composto
acido 8’-O-n-butil norstitico (11) foi 98 vezes mais seletivo em PC-03, 78,77 vezes mais
seletivo em HEP; e 54,21 vezes mais seletivo em UACC-62. O acido 8’-O-sec-butil-norstitico
(12) foi 87,44 vezes mais seletivo em MCF7, 78,05 vezes em HEP; e 64,42 em B16 F10. A
importancia deste resultado reside no fato de que uma droga ideal para o combate ao cancer €
aquela que seja toxica para células cancerosas, mas pouco prejudicial as células normais. Na
realidade, a grande maioria das drogas antineoplésicas ¢ bastante lesiva para o organismo que
a recebe, dai a validade dos ensaios de citotoxidade como triagem preliminar (FAVARO et
al., 1990).

O 4cido 8’-O-n-pentil-norstitico (14) foi considerado ativo em todas as linhagens com
GI50 de 3,88ug/mL (9uM) em PC-03 a 24,51ug/mL (16uM) em B16 F10. Porém também
foi ativo na linhagem 3T3 com Glsg igual a 25,33ug/mL (57uM). O mesmo aconteceu com o
acido 8’-O-n- hexil-norstitico (15), apresentando Glso igual a 25,06pug/mL (55uM) em 3T3 e
forte atividade antiproliferativa nas demais linhagens como 2,72pg/mL (6uM) em HEP,, 3,27
pg/mL (7uM) em HT-29, 3,3 pg/mL (7uM) em PC-03 e 4,35 pg/mL (10uM) em MCF7
sendo mais seletivo em HEP, (IS = 9,21).

Observando-se a figura 16, o acido 8’-O-n-pentil-norstitico (14) produziu inibigcao do
crescimento e morte celular em todas as linhagens com boa correlacdo concentracao e efeito.
Menor atividade foi verificada em 786-0. O acido 8’-O-n-pentil-norstitico (14) foi mais ativo
e mais seletivo em PC-03 e MCF7.

O acido 8’-O-n-hexil-norstitico (15), (Figura 16) demonstrou potente atividade sobre
as linhagens HEP,, PC-03, HT-29 e MCF7. Em todas as linhagens o composto manisfestou

perfil citostatico e citocida, exceto em 3T3, cuja atividade do composto foi apenas citostatica.
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O derivado acido 8’-O-isopropil-norstitico (10) foi também ativo em todas as
linhagens, inclusive na linhagem normal (Glso = 17,92ug/mL (43uM). Destaca-se a Glsg
encontrada para a linhagem PC-03 que foi de 0,53pg/mL (1uM) (com IS = 33,81), seguido
de UACC-62, HEP; e B16 F10, com GI 2,57pg/mL (6uM); 3,22 ng/mL (8uM) e 4 pg/mL
(10uM). No grafico da atividade antiproliferativa do acido 8’-O-isopropil-norstitico (10),
(Figura 16), verifica-se atividade citostatica e citocida em todas as linhagens.

O composto acido 8’-O- terc-butil-norstitico (13) foi ativo sobre 786-0, HEP,, UACC-
62, PC-03 e MCF7, com Gls, variando de 24,77 pg/mL (58 uM) a 28,77 pg/mL (67uM) e GI
de 3,26 pg/mL (8uM) para a linhagem PC-03. Entretanto, este composto também apresentou
atividade antiproliferativa em linhagem normal com GI = 16,49ug/mL.

A curva concentracdo-resposta (Figura 16) do é4cido 8’-O-terc-butil-norstitico (13)
mostrou a inibi¢do do crescimento celular da linhagem normal, sem morte celular,
demonstrando baixa toxicidade na linhagem 3T3. Perfil cotostatico e citocida pode ser
verificado nas demais linhagens neoplasicas. O composto foi mais potente frente a PC-03,
indicando uma seletividade maior para esta linhagem.

Portanto, comparando a atividade do acido norstitico e de seus derivados alquilicos
frente as células testadas, pode-se afirmar que as modifica¢des estruturais realizadas no acido
norstitico contribuiram para o aumento efetivo da atividade antiproliferativa.

Os derivados alquilicos do acido protocetrarico também foram avaliados frente as
mesmas linhagens celulares (Figura 17). As tabelas 6 e 7 apresentam os resultados

encontrados.

CH3 O
R= -CHs (metil) (16)
-CH,CHg (etil) (17)
HO 0 OH -CH,CH,CHg (n-propil) (18)
-CH(CHp3), (isopropil) (19)
CHz  COOH - CH,CH,CH,CHg3 (n-butil) (20)
- CH(CH3)CH,CHj5 (sec-butil) (21)
- C(CHj3); (terc-butil) (22)

o 9'CH,0R

CHO

Figura 17 - Derivados alquilicos do acido protocetrarico (16) —(22).
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Tabela 6 - Valores de Glso* (ug/mL e uM) para os derivados alquilicos do acido

protocetrarico e doxorrubicina (controle positivo).

COMPOSTOS 786-0 MCF7 UACC- HT- PC-03 HEP, B16 313
62 29 F10
SUBSTANCIAS pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL
uM uM uM uM uM uM uM uM
Ac. 9'-O-metil 83,38 34,25 44,11 46,86 232,23 30,18 247,74 20,97
protocetrarico (16) 215 88 114 121 598 78 638 54
Ac. 9 O-etil — 83,6 37,57 59,63 143,6 84,06 33,72 252,34 34,56
protocetrarico (17) 208 93 148 357 209 84 627 86
Ac.9'-O-n-propil 68,68 36,85 3521 27,31 32,1 64,43 208,07 37,61
protocetrérico (18) 165 88 85 66 77 155 500 90
Ac. 9 -O-isopropil 58,54 35,7 43,81 29,21 78,5 65,1 124,18 44,96
protocetrarico (19) 141 86 105 70 188 156 298 108
Ac. 9'-O-n-butil- 59,3 28,36 38,48 32,42 38,04 44,09 81,54 63,54
protocetrérico (20) 138 66 89 75 88 102 190 148
Ac. 9-O-sec-butil 44,02 31,48 27,03 28,25 27,04 774 81,06 33,58
protocetrérico (21) 102 73 63 66 63 180 188 78
Ac. 9'-O-terc- 55,51 49,99 2742 32,54 65,72 39,65 30,5 43,35
butilprotocetrarico 129 116 64 76 153 92 71 101
(22)
Doxorrubicina 0,24 0,06 0,02 0,25 0,26 0,02 0,02 0,55
0,41 0,10 0,03 0,43 0,44 0,03 0,03 0,94

Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressao
nao-linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.
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Tabela 7- Indice de Seletividade (IS)* dos derivados do 4cido protocetrarico

COMPOSTOS 786-0 MCF7 UACC HT-29 PC-03 HEP, B16
62 F10

Ac. 9’-O-metil 0,25 0,61 0,47 0,44 0,09 0,69 0,08

protocetrarico

(16)

Ac. 9°O-etil — 0,41 0,91 0,57 0,24 0,41 1,02 0,13
protocetrarico

(17)

Ac.9°-O-n- 0,54 1,02 1,06 1,37 1,17 0,58 0,18
propil

protocetrarico

(18)

Ac. 9’-O- 0,76 1,25 1,02 1,53 0,57 0,69 0,36
isopropil

protocetrarico

(19)

Ac. 9’-O-n-butil- 1,07 2,24 1,65 1,95 1,67 1,44 0,77
protocetrarico

(20)

Ac. 9’-O-sec- 0,76 1,06 1,24 1,18 1,24 0,43 0,41
butil

protocetrarico

1)

Ac. 9’-O-terc- 0,78 0,86 1,58 1,33 0,65 1,09 1,42
butil

protocetrarico

(22)

* IS significativos para valores maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

Comparando os resultados da atividade do acido protocetrarico com aqueles de seus
derivados alquilicos frente as mesmas linhagens celulares, verifica-se que na maioria dos
casos a atividade citotoxica foi moderada. Na linhagem 3T3, o acido 9’-O-metil
protocetrarico (16) foi o mais citotoxico e apresentou uma Glsy de 20,97ug/mL (54uM). O
acido 9’-O-n-propil protocetrarico (18) apresentou elevada potencia em HT-29 (27,31ug/mL -
66uM ) da mesma forma que o acido 9’-O-butil protocetrarico (20) com Glsy de 28,36ug/mL
(66uM) em MCEF7. O acido 9’ -O-isopropil protocetrarico (19) apresentou Glso = 29,21pug/mL
(70uM) na linhagem HT-29 e o 4cido 9’-O-sec-butil protocetrarico (21) foi ativo em UACC-
62, HT-29 e PC-03 com Glsy variando de 27,03 a 28,25ug/mL (59 a 66uM). O acido 9’-O-
terc-butil protocetrarico (22) foi ativo com uma Glso de 27,42ug/mL (64uM) na linhagem
UACC-62.

As Glsp dos derivados quando comparados com o acido protocetrarico, nao

demonstraram grandes diferengas dentro de uma mesma linhagem. O composto que
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apresentou IS = 2,24 foi o Acido 9’-O-n-butil-protocetrarico (20), os demais compostos nio
foram seletivos para nenhuma linhagem neoplésica.

Bezivin et al, (2004) isolaram e elucidaram a estrutura da depsidona acido 9’-O-metil
protocetrarico do liquen Caldonia convoluta. A citotoxicidade deste composto foi
determinada pelo método de MTT e nas linhagens celulares L1210 (carcinoma murino de
pulmao de Lewis), K562 (leucemia mielogénica), DU 145 (metastase de cérebro humano de
carcinoma de prostata), MCF7 ( adenocarcinoma de mama), U251 (glioblastoma humano). O
composto acido 9°-O-metil protocetrarico apresentou atividade > 100pg/mL.

A figura 18 permite uma melhor visualizagdo da atividade antiproliferativa dos
derivados do acido protocetrarico.

No grafico do 4cido 9’-O-metil protocetrarico (16) representado na Figura 18, pode-se
verificar que o composto inibiu o crescimento de B16 F10, PC-03 e HT-29 (efeito citostatico)
e causou morte celular em UACC-62, 3T3, MCF7 e HEP; (efeito citocida). Nao houve
seletividade para nenhuma linhagem.

O 4cido 9’-O-etil protocetrarico (17), (Figura 18) apresentou inibicdo do crescimento
da linhagem HT 29 e nio foi ativo na linhagem B16 F10. Nas demais linhagens a atividade
deste composto foi citocida. Porém ndo houve seletividade para nenhuma linhagem
neoplasica.

A curva concentracao-resposta do acido 9°-O-n-propil protocetrarico (18), (Figura 18),
demonstra que o composto produziu inibicdo do crescimento para a linhagem B16 F10 e
morte celular para as demais linhagens, inclusive para a normal. A maior atividade foi
observada na linhagem HT-29, porém nao houve seletividade em nenhuma linhagem.

O perfil de acdo do acido 9’-O-n-butil-protocetrarico (20), (Figura 18), demonstra
comportamento semelhante para todas as linhagens, apresentando efeito citostatico e citocida
nas oito linhagens testadas.

O grafico da atividade antiproliferativa do acido 9’-O-isopropil protocetrarico (19),
(Figura 18) retrata a a¢do citocida do composto em todas as linhagens, exceto na B16 F10,
cuja atividade foi de inibicdo de crescimento mas ndo de morte celular. Nao houve
seletividade para nehuma linhagem.

A analise do grafico da atividade antiproliferativa do &cido 9’-O-sec-butil
protocetrarico (21) mostrou sua atividade citostatica e citocida presente em todas as linhagens,

inclusive na normal (Figura 18). A curva concentracdo-resposta do acido 9’-O-terc-butil
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protocetrarico (22) demonstrou inibicdo de crescimento e morte celular para todas as

linhagens. O composto nao apresentou seletividade para nenhuma linhagem (Figura 18).
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Figura 18 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido protocetrarico frente a
linhagem de células neoplasicas expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25;
250pg/mL), durante 48h.
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acido 9’-O-n-butil-protocetrarico (20)
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acido 9’-O-terc-butil protocetrarico (22)
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Figura 18 - Atividade antiproliferativa dos derivados alquilicos do acido protocetrarico frente a
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250pg/mL), durante 48h.
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5.2 Avaliacdo da atividade anticancer in vivo do &cido protocetr arico sobre o melanoma
B16 F10

5.2.1 Ensaio in Vvivo com acido protocetrarico

A biotransformac¢do de uma droga freqiientemente influencia a magnitude dos seus
efeitos em suas atividades biologicas in vivo, bem como sua absor¢ao, distribui¢do ¢ excregao
(STRAUGHAM et al., 1997). O acido protocetrarico demonstrou resultados promissores
quanto a atividade antiproliferativa in vitro (GI = 23,99 na linhagem B16-F10), tornando-se
relevante avaliar esse efeito in vivo.

Apobs a administragdo do acido protocetrarico foram observados os sinais fisicos e
comportamentais dos animais nos tempos de 30, 60, 120 e 240 minutos. Ap6s 5 minutos da
administracdo da doxorrubicina, um animal foi a oObito. Os animais tratados com
doxorrubicina e 4acido protocetrarico nas concentracdes de 15mg e 22,5mg/animal
apresentaram tremores, respiracdo ofegante e piloerecdo nos primeiros 60 minutos,
permanecendo assim até os 120 minutos. Os animais do grupo controle negativo (PBS)
apresentaram comportamento normal.

No tempo de 240 minutos, todos os animais do estudo ja se apresentavam sem
nennhuma alteracdo fisica e comportamental. Ap6és 20 horas da administragdo do acido
protocetrarico 22,5mg/animal, um animal foi a 6bito. O mesmo acontecendo com um animal
do grupo controle negativo.

A Figura 19 mostra o efeito do tratamento com diferentes concentragdes do acido
protocetrarico sobre o melanoma induzido pela linhagem B16-F10 em camundongos.

A figura 20 representa um animal do grupo controle (PBS) e ao lado, o nddulo
tumoral. A média e erro padrdo do peso do nodulo, volume tumoral e area encontram-se

descritas na Tabela 8.



Figura 19 — Efeito do tratamento com diferentes concentragdes do acido protrocetrarico sobre o crescimento dos nddulos tumorais em camundongos

C57/Bl6 inoculados com células B16-F10 (melanoma murino), 11 dias apos o tratamento. NA= Auséncia de nddulo X = dbito
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Figura 20 - Nodulo hipodérmico na regido do dorso de camundongo C57BL/6 tratado com
PBS. Fonte: Bogo, 2012.

Tabela 8 — Valores referentes ao Peso, Volume Tumoral e Area dos nddulos obtidos dos
camundongos C57/Bl6 apds tratamento com diferentes concentragdes de acido
protocetrarico.

GRUPOS TRATADOS PESO (g) VOLUME (mm’) AREA (cm?)
(10° dia)

CONTROLE NEGATIVO 3,08+1,37 3,69+2,19 3,58+127
(PBS)
(n=4)

CONTROLE POSITIVO 0,68+0,61 0,77+0,71 0,83+0,68
(DOXORRUBICINA)
(n=4)

ACIDO 0,70+0,41 0,83+0,51 1,03+0,59
PROTOCETRARICO

7,5mg

(n=35)

ACIDO 0,88+0,37 1,19+0,53 1,32+0,57
PROTOCETRARICO

15mg

(n=35)

ACIDO 0,11+0,07" 0,14+0,10 0,24+0,16*
PROTOCETRARICO

22,5mg

(n=4)

* = diferenga significativa entre controle (PBS) e grupo tratado (ANOVA, seguida de
teste de Tukey; p<0,05).
Resultados expressos como média+EPM.
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Os resultados obtidos evidenciam uma diminui¢cdo dos nodulos dos animais tratados
com acido protocetrarico nas trés concentragdes em relacao ao controle negativo (PBS).

Na concentragdo de 22,5mg/animal o acido protocetrarico mostrou uma marcante
diminui¢do no peso e na area tumoral (p<0,05). No entanto, com as concentragdes de 7,5 e
15mg/animal, esses efeitos ndo foram estatisticamente diferentes.

Considerando o volume tumoral, observou-se que houve uma redu¢do do mesmo com
todas as concentragdes utilizadas, particularmente com a de 22,5 mg/animal. No entanto,
esses valores ndo foram estatisticamente diferentes nas concentragdes 7,5 € 15mg/animal.

Em se tratando da area, houve uma redugdo importante nas concentragdes de 7,5 e
15mg/animal. Mas, foram estatisticamente diferentes apenas no tratamento com
22,5mg/animal em relacdo ao grupo controle.

Quanto a percentagem de inibi¢do do crescimento tumoral (Figura 21), foi observada
uma reducdo de 96,63% do peso do noédulo do grupo tratado com AP na concentracio
22,5mg/animal em relagdo ao grupo controle negativo. Os grupos tratados com AP 15 e

7,5mg/animal também demonstraram redug¢do (73,17 e 78,65%, respectivamente).
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Figura 21 - Percentagem de inibicao do peso (A), volume (B) ¢ area (C) dos ndédulos tumorais
induzidos pelas células B16-F10 apos o tratamento com diferentes concentragdes de acido

protocetrarico em camundongos C57/BL6. AP - acido protocetrarico Doxo - doxorrubicina
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Varios autores realizaram estudos com modelos tumorais semelhantes para obtengao
da percentagem de redug¢@o da massa tumoral. Kudunguti et al. (2011) investigaram o efeito
do 4cido pentil éster cafeico (CAPE) em varias linhagens de melanoma (entre elas, B16 F10)
e estudaram in vivo seu efeito no modelo tumoral de melanoma subcutdneo em camundongos
C57BL/6. O CAPE (10mg/kg/dia) causou significativa inibi¢do do crescimento tumoral
(61%). Este modelo subcutaneo também foi utilizado para verificar o efeito do interferon alfa
no crescimento de células B16 F10, in vitro e in vivo. Os autores verificaram uma redugao de
77,74% no peso tumoral e 70,8% na proliferacao celular (CONESA et al., 2009).

Meneguelo e colaboradores (2005) avaliaram a massa de tumor primario do modelo
B16 F10 de camundongos Swiss tratados com a fosfoetanolamina sintética, molécula
encontrada na membrana neuronal. Nesse estudo, foi obtida uma redugao de 88% da massa
tumoral para os animais tratados com a dose de 6,6 mg/kg. Em outro trabalho, utilizando
também o modelo B16 F10 subcutaneo, camundongos tratados com a dihidrocucurbitacina-B
(10 mg/kg ) advinda de Wilbrandia ebracteata, apresentaram redu¢do do tumor primario em
cerca de 84% (SIQUEIRA et al., 2008). Outro trabalho, com camundongos C57BIl6
portadores do melanoma humano ANDO-2 foram tratados oralmente com a dose de 50 mg/kg
do extrato da planta Calendula officinalis, rica em flavonodides e saponinas, apresentando
redugio de cerca de 75% do volume tumoral (JIMENEZ-MEDINA et al., 2006).

Lavhale et al. (2009) observaram 80% de redug@o do volume do tumor primario com o
alquilante cisplatina (100 pg), e uma reducdo bem menor (cerca de 22%) em animais tratados
com o antitumoral taxano paclitaxel (20 pg).

Dentre os estudos envolvendo extratos de plantas, podemos exemplificar a atividade
antitumoral do extrato aquoso de Indigosfera suffruticosa (planta tipica do nordeste brasileiro)
rica em alcaldides, flavonoides e proteinas e com alta atividade citotoxica, no tratamento de
camundongos BALB/C com sarcoma 180 na dose de 50 mg/kg, via i.p., por sete dias, gerando
uma redugdo tumoral de cerca de 75% (VIEIRA et al., 2007).

Gupta e colaboradores (2004) relataram que o tratamento com extrato metandlico de
Caesalpinia bonducella (200 mg/kg), cujos componentes quimicos incluem flavonoides,
diterpenoides e esterdides, reduziu em cerca de 71% o volume tumoral em modelo de
carcinoma de Ehrlich.

A presenca de um tumor gera uma resposta inflamatoria, como uma tentativa do

organismo de controlar a doenga (TALMADGE et al, 1981). Por essa razdo, o microambiente
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tumoral ¢ rico em células inflamatorias, especialmente macrdéfagos, sendo que estas células
podem afetar o desenvolvimento do tumor de varias formas. Lu e colaboradores (2006)
afirmaram que macrofagos ativados sdo recrutados para a eliminacdo das células
transformadas. Verificou-se que a analise do microambiente tumoral ¢ de importancia crucial
para uma melhor compreensdo do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O
microambiente tumoral consiste, além das proprias células tumorais, principalmente da matriz
extracelular, fibroblastos, células do sitema imune e elementos neurais sustentados por uma
rede vascular, além dos diversos fatores soliveis; como citocinas, hormonios, cininas e fatores
de crescimento (BLANKENSTEIN, 2005; PARK et al., 2000).

As células inflamatorias do microambiente t€ém papel bastante relevante, podendo
atuar tanto reprimindo quanto promovendo o crescimento tumoral. O recrutamento local e a
ativacdo de efetores imunes, tais como macrofagos, granuldcitos e linfocitos podem elicitar
uma efetiva resposta antitumoral. Porém, condi¢des inflamatdrias também podem favorecer o
crescimento e a disseminacao tumoral pela promocao da angiogénese e destrui¢dao do tecido,
bem como pela producdo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas € cininas
(WILSON ; BALKWILL, 2002; BISACCHI et al., 2003).

Os macrofagos sao células apresentadoras de antigeno para iniciar a resposta imune e
para mediar lise tumoral. Dados in vitro e in vivo mostram que os macrofagos lisam células
cancerosas por meio da producdo de TNF-a e oxido nitrico (NO) (ADAM; ODHAV;
BLOOLA, 2003).

O NO produzido por macréfagos tem papel importante no controle do crescimento de
tumores, apresentando fungdes na imunidade inata. Macrofagos ativados iniciam os
programas de morte celular através da liberagdo de mediadores. Um destes mediadores € o
oxido nitrico. Este gas causa toxicidade no alvo celular por causa da sua reatividade, inibindo
a respiracdo mitocondrial ¢ a sintese de DNA. Por sua vez, a indugdo da transi¢do da
permeabilidade mitocondrial leva a perda do potencial elétrico de membrana e a liberagao do
citocromo C para o citoplasma, sendo este um importante desencadeador da apoptose (LIU et
al., 1996; MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998; SUSIN et al., 1998; VERMES et al., 2000;
STRASSER et al., 2000, BERNARDI et al., 2001; WANG, 2001; WATERHOUSE et al,
2001; RICCI et al., 2003).

Santos et al. (2004) constataram efeitos imunoestimulatorios do acido protocetrarico,
que apresentou elevada atividade em relacdo ao controle, quando da determinagdo da

concentragdo de NO. Estudos posteriores realizados com os derivados do acido protocetrarico



88

indicaram aumento na produgdo de NO, demonstrando serem promissores agentes
imunoestimulantes (CARLOS et al., 2008).

Outra hipdtese para o mecanismo de agao do acido protocetrarico seria a possibilidade
de atuacdo como agente citotoxico, uma vez que no ensaio in vitro de avaliagdo da
citotoxicidade, o mesmo apresentou IC50 = 23,99 pg/mL (BRANDAO, 2011). Entretanto,
sua seletividade em linhagem de célula normal foi 2,0. Herr e Debatin (2001) defendem que o
tratamento anticdncer usando drogas citotoxicas leva em consideracdo sua capacidade em
mediar a morte celular pela ativagdo de elementos chaves da apoptose.

Vale ressaltar que os resultados obtidos ndo podem ser extrapolados diretamente para
os seres humanos, contudo, tais estudos sdo fundamentais como base para avaliagdo
antitumoral de drogas, dando procedimento a iniumeros trabalhos de investigagdo pré-clinica
e, portanto, oferecendo possibilidades na terapia clinica do cancer (TAKAGI et al., 2003;
SENFF-RIBEIRO et al., 2003;2004).

Considerando que o modelo de melanoma utilizado neste estudo ¢ muito resistente ao
tratamento quimioterapico, os resultados encontrados para o &acido protocetrarico sdo de

grande importancia para a confirma¢ao da atividade antitumoral.
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6 CONCLUSOES

O 4cido protocetrarico foi ativo em células HEP, (15,4 pg/mL), enquanto as
modificagdes estruturais (derivados alquilicos), ndo afetaram a atividade antiproliferativa.

A modificagdo estrutural do acido norstitico, potencializou em aproximadamente 100
vezes sua atividade antiproliferativa para o composto - acido 8’-O-isopropil-norstitico, em
células de carcinoma de prostata (PC-03, Glsp = 0,5ug/mL), com alta seletividade (IS=33,8).

Esse composto, o acido 8’-O-isopropil-norstitico, também foi fortemente ativo em
células de melanoma humano UACC-62 e de carcinoma renal HEP,, porém com menor
seletividade nestas linhagens celulares (IS= 6,9 e 5,5, respectivamente).

Outros derivados alquilicos do &cido norstitico também se destacaram, pela alta
seletividade in vitro em células de carcinoma de mama MCF7, acidos 8’-O-n-butil norstitico
(IS=47,1) e 8’-O-sec-butil norstitico (IS=87,4) e este indice, pode ser util como guia inicial
para a selegdo e desenvolvimento de novos agentes antitumorais em modelos in vivo.

O é4cido divaricatico foi ativo em todas as linhagens testadas, com atividade
antiproliferativa de forte (PC-03; Glso = 3,7 ug/mL) a moderada (786-0; Glso =27,9 pg/mL),
enquanto o acido perlatdlico foi o composto mais ativo em células 786-0 (Glsp =10,4 pg/mL,
tendo também apresentado forte atividade em células MCF7 e PC-03 com GlIsy proximas a 7,0
png/mL. Ambos depsideos foram seletivos nestas linhagens (IS entre 2,4 e 3,8).

O éacido difractaico apresentou atividade antiproliferativa de moderada a fraca nas
linhagens testadas e nao houve seletividade para as linhagens de células neoplasicas testadas.

Os compostos atranorina, dcido psordmico e acido fumarprotocetrarico foram inativos
nas linhagens testadas (Glso maiores que 40 pg/mL).

O 4cido protocetrarico (22,5mg/animal) inibiu 96,63% do crescimento tumoral (peso)
no modelo de melanoma murino com células B16-F10. Assim, os testes in Vvivo realizados
com o este composto confirmaram a efetividade in vitro em linhagem B16-F10 determinada
em trabalho anterior. Portanto, mostra-se como uma droga promissora para futuros testes pré-

clinicos envolvendo o tratamento do melanoma.
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