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JUSTIFICATIVA

O céncer produziu um campo de pesquisa fascinante para a compreensdo nao s6 da
regulacdo celular como também para a procura de novas drogas que possam melhorar o
tratamento de tdo insidioso mal. O estudo das vias bioquimicas que controlam a morte
celular podem auxiliar na busca de drogas seletivas para as células malignas.

A procura de drogas eficazes para serem usadas na quimioterapia é demorada e
onerosa devido a necessidade de inUmeros ensaios de toxicidade nos animais e
posteriormente em seres humanos. A pesquisa de inibidores das DNA topoisomerases
sugerindo-se a via que provoca a morte celular, oferece a oportunidade de analisar os
mecanismos de acdo envolvidos no processo de reparo do DNA em células de mamiferos,
permitindo uma elaboracdo mais racional na utilizacdo de drogas e o estabelecimento de
estratégias mais adequadas na quimioterapia do cancer.

Muitas drogas, com estrutura e mecanismo de acdo tdo diversificados, usadas em
clinica, como a adriamicina, taxol, vincristina, derivados da campotecina e da
podofilotoxina sdo extraidos de microorganismos e plantas, mostrando através da rigueza
de diversificacdo e da complexidade estrutural, a capacidade imensurdvel de criacdo da
natureza, que o homem sabiamente consegue as vezes copiar.

Na tentativa de contribuir para o estudo e descoberta de agentes quimioterapicos,
analisamos a atividade antitumoral de produtos obtidos por sintese, como os derivados
mesoidnicos e isolados de fontes naturais, como os flavondides e diterpendides, in vivo e a

atividade in vitro sobre o0 DNA e as DNA topoisomerases.
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RESUMO

Foi avaliada a atividade antitumoral in vivo em camundongos portadores de tumores
asciticos Sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich, de quatro derivados mesoiénicos [cloretos
de 4-fenil-5-(4-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina, onde X = H, OCH,, NO, e
OH], duas biflavonas, amentoflavona e 7"-O-metilagatisflavona, o flavonol quercetina e
dois diterpenos, trans-crotonina (CTN) e trans-desidrocrotonina (DCTN). Analisou-se a
citotoxicidade in vitro dessas drogas em células de Ehrlich, sua acdo sobre a DNA
topoisomerase | e a dosagem de fator necrose de tumor (TNF-o). Foi realizado, também, o
perfil eletroforético em gel de agarose do DNA obtido de células de Ehrlich tratadas com
drogas. Os derivados mesoionicos OH e NO, substituidos, em tratamento ip nas doses de 10
e 30 mg/kg respectivamente apresentaram atividade antitumoral significativa contra
carcinoma de Ehrlich S180. Os produtos naturais 7"-O-metilagatisflavona e DCTN
apresentaram atividade antitumoral significativa in vivo, contra o carcinoma de Ehrlich e
S180 nas doses de 140 e 80-120mg/kg, respectivamente. O antimetabodlito, 5-fluorouracil,
utilizado como controle positivo, apresentou atividade antitumoral significativa contra os
tumores S180 e Ehrlich na dose de 38 mg/Kg e 84 mg/Kg respectivamente. O estudo da
citotoxicidade de células de carcinoma de Ehrlich por 48 horas mostrou que os produtos
naturais, a amentoflavona (23,9 uM), 7"-O-metilagatisflavona (10 pM), quercetina (44
u-M), DCTN e CTN (44 uM) inibiram a proliferagdo celular. A biflavona 7"-O-
metilagatisflavona, o flavonol quercetina e os derivados mesoidnicos inibiram a sintese de

DNA e de proteinas em cultura de células de S180. As células de Ehrlich tratadas por 24 e
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48 horas com amentoflavona, 7"-O-metilagatisflavona e quercetina apresentaram o DNA
fragmentado sendo este fato inibido na presenca de Zn**. A amplificagio por reacdo de
PCR para um fragmento do DNA de células de Ehrlich tratadas com os flavondides, foi
obtida utilizando-se oligonucleotideos iniciadores correspondendo as regides dos exons 5 e
8 do gene p53. Camundongos tratados com o mesoidnico NO,-substituido e DCTN nas
doses de 25 e 80 mg/kg respectivamente, apresentaram aumento significativo de TNF-a,
sugerindo resposta imunolégica dos animais tratados. A inibicdo da topoisomerase |, por
estabilizacdo do complexo de quebra foi apresentada pelos derivados mesoibnicos. Os
derivados mesoibnicos e a amentoflavona apresentaram caracteristicas de interagdo ao
DNA por medidas espectrofotométricas e espectrofluorimétricas. A atividade antitumoral
significativa obtida in vivo e os demais efeitos estudados para os derivados sintéticos e o0s

produtos naturais, sugerem que essas substancias podem ser (teis na quimioterapia do

cancer.
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ABSTRACT

The antitumor activity in mice bearing Sarcoma 180 and Ehrlich carcinoma ascitic
tumours, of four mesoionic derivatives [4-phenyl-5-(4-X-cinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-
2-phenylamine chlorides, where X = H, OCH,, NO, and OH], two biflavones
amentoflavone and 7"-O-methylagathisflavone, the flavonol quercetin and two diterpenes,
trans-crotonin  (CTN) and trans-dehydrocrotonin (DCTN). The cytotoxic activity from
these drugs on Ehrlich cells, the action on DNA topoisomerase | and the tumor necrosis
factor (TNF-a) were determined. DNA profiles of Ehrlich cells treated with drugs were
done by gel electrophoresis. The mesoionic derivatives OH and NO, substituted, in ip
treatment at total dosis of 10 and 30 mg/kg, respectively, showed significant antitumoral
activity against Ehlich carcinoma and S180. The natural products 7"-O-
methylagathysflavone e DCTN showed significant in vivo antitumour activity, against the
Ehrlich carcinoma and S180 at total dosis of 140 and 80-120mg/kg, respectively. The
antimetabolite, 5-fluorouracil, was used as a positive control had antitumour activity
against S180 and Ehrlich tumours at dose of 38 mg/Kg and 84 mg/Kg, respectively. The
cytotoxic studies of Ehrlich cells for 48 h showed that the natural products, the
amentoflavone (23,9 uM), 7"-O-metilagathysflavone (10 uM), quercetin (44 pM), DCTN
and CTN (44 uM) inhibited cellular proliferation. The biflavone 7"-O-
methylagathysflavone, the flavonol quercetin and the mesoionic derivatives inhibited DNA
and protein synthesis in S180 cells. The Ehrlich cells treated for 24 and 48 h with

amentoflavone, 7"-O-methylagathysflavone and quercetin showed DNA "ladder" that were
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markedly inhibited in the presence of Zn®. Amplification of a DNA fragment were
obtained by PCR of DNA treated Ehrlich cells with flavonoids in the presence of
oligonucleotides primers for the exons 5 and 8 of p53 gene. Mice treated with mesoionic
NO2-substituted and DCTN at dosis of 25 and 80 mg/Kg respectively, showed a significant
TNF-o augmented values, suggesting that an imunologic response were obtained in treated
mice. The mesoionic derivatives inhibits topoisomerase | by stabilizing the DNA-
topoisomerase complex. It was observed the binding of mesoionic derivatives and
amentoflavone with DNA from spectrophotometric and spectrofluorimetric measurements.
The antitumour activity shown in vivo and the other effects studied for the synthetic
derivatives and natural products suggest that these substances may be useful in cancer

chemotherapy.
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1. INTRODUCAO

A vida depende de reacbes bioquimicas para a manutencdo da homeostasia normal,
onde o crescimento e a divisdo celular estdo precisamente regulados (Vaux & Korsmeyer,
1999). Porém, em algumas células podem ocorrer alteragdes do controle no crescimento
levando ao aparecimento de tumores. Os tumores afetam praticamente todos 0s organismos
multicelulares, sejam animais ou vegetais. O estudo das alteracdes especificas da célula
cancerosa em relacdo a célula norma pode contribuir para o melhor conhecimento da
doenca. Assim nasceu a oncologia, que é o estudo de tumores ou neoplasmas (Franks &

Teich, 1998).

1.1. A célula tumoral

Ainda ndo é possivel definir uma célula tumoral, sendo os tumores reconhecidos pelo
crescimento anormal de suas células. Os tumores podem ser benignos ou malignos. A
palavra cancer é usada para todos os tumores malignos. Em geral, os tumores benignos sdo

bem diferenciados e crescem como massa coesiva, permanecendo em seu local de origem.



Ja no tumor maligno ocorre falta de diferenciacdo ou anaplasia, que é acompanhada de
infiltracdo progressiva e destruicdo do tecido vizinho. A maioria dos tumores malignos é
invasivo, ocorrendo o crescimento celular progressivo e indefinido sem a regulagdo normal
da célula. O tumor dissemina-se através da invasdo local e das metastases, pela ruptura da
membrana basal epitelial. Os receptores da membrana agem como sitios de ligacdo das
células neoplasicas. As células tumorais podem alterar e degradar a matriz, através da
secrecdo de vérias proteinases, ocorrendo mais facilmente a disseminacdo das células

malignas, a metastase, como resumido na Figura 1 (Matthews et al., 1997).
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Figura 1. Estagios do crescimento celular benigno e maligno (adaptado de Matthews et
al., 1997).



O efeito combinado de mutacdo no DNA e a expressdo alterada de genes por
exposicdo a agentes promotores podem acelerar o desenvolvimento do crescimento
maligno. A disseminacdo das células malignas pode ocorrer por trés vias: @) implantacdo
direta tanto em cavidades quanto em superficies; b) disseminacdo linfética; c)
disseminacéo hematogena.

A angiogénese (desenvolvimento de suprimento adequado de sangue) é uma etapa
necessaria mas ndo suficiente para produzir metastase, porém a inibicdo da angiogénse
previne o crescimento de tumores (DeVita et al., 1997). As células da maioria dos tumores
secretam fatores de crescimento polipeptidicos angiogénicos, tais como fatores de
crescimento epitelial (EGF), de plaguetas (PDGF) e de fibroblasto, interleucina-8, fator de
crescimento transformante o (TGF-a) e B (TGF-B) e fator necrosante de tumor o (TNF-a),
que promovem a proliferacdo de células endoteliais e estimulam o crescimento de novos
vasos sanguineos através do tumor (Fidler, 1997). Os novos vasos ndo sdo muito bem
formados e podem ser facilmente lesados, permitindo a penetracdo da célula tumoral. Por
outro lado, este fenbmeno deve ser acompanhado por liberacdo local de inibidores da
angiogénese, que podem estar sob o0 controle de genes supressores de tumores. Um
exemplo, € a trombospondina, inibidor da angiogénese formada por fibroblastos humanos
normais sob o controle do gene p53 normal. Evidéncias adicionais mostram que os fatores
angiogénicos estdo sob o controle de oncogenes especificos (Folkman, 1997). A maioria
dos estudos indica que o aumento de microvasos nas areas de intensa vascularizagdo € um
fator prognéstico para vérios tipos de céncer, como o de mama, célon, melanoma e de

ovario. Porém deve ser considerado que a angiogénese também € necesséria para a



proliferacdo de células normais e é influenciada por leucécitos, macréfagos e linfocitos T
(Fidler, 1997; Folkman, 1997). A interacdo de fatores de crescimento, como EGF ou
PDGF com seus receptores, produz uma cascata complexa de eventos bioquimicos que
podem estimular a sintese de DNA e a divisdo celular, levando a alteragdes na expressao
génica. Os efeitos dos fatores de crescimento normais podem ser modulados pelos
oncogenes em pontos-chave da transducdo de vias regulatorias (DeVita et al., 1997; Franks

& Teich, 1998).

1.1.1. Cinética do crescimento da célula tumoral

Um mecanismo preciso durante o crescimento celular norma faz com que os
diferentes 6rgdos atinjam um tamanho especifico, sendo um dano reparado quando a célula
€ lesada. Existem fatores estimulantes e inibidores do crescimento que estariam
normalmente em equilibrio (Franks & Teich, 1998).

O crescimento de um tumor depende de diversos fatores inter-relacionados, como a
fracdo de células que entra em divisdo celular e o tempo de duplicacdo dessas células,
sendo a duragd@o do ciclo celular e a fragdo de crescimento uma representacéo da quantidade

de células que é sensivel as drogas (DeVita et al., 1997).

1.1.1.1. Ciclo celular

O ciclo celular das células malignas é qualitativamente idéntico ao das células normais
(Figura 2). Cada célula inicia seu crescimento durante o periodo pds-mitético, uma fase
denominada de G1, onde o RNA é sintetizado e sd0 necessarias enzimas para a sintese de

DNA e de outras proteinas. A fase G1 é seguida pela S, periodo durante o qual se processa



toda a sintese de DNA para um determinado ciclo, ocorrendo um aumento duplo do
conteudo celular de DNA. Apos a sintese DNA, as células entram no periodo pré-mitotico,
denominado G2. Neste periodo a sintese de DNA cessa, porém a sintese de RNA e de
proteinas continua, iniciando-se a produgdo de precursores microtubulares do fuso
mitotico. Este intervalo € seguido pela fase de mitose, M, ao final do qual ocorre a divisio
fisica da célula, originando duas células-filhas, cada uma das quais inicia novo ciclo. A
fase G1 encontra-se em equilibrio com um estado de repouso denominado GO. As células
em GO ndo passam para a fase S, permanecendo inativas no que diz respeito a sintese de
macromoléculas e insensiveis a muitos agentes quimioterapicos. O periodo entre duas
mitoses ¢ chamada interfase. Na célula animal estes eventos ocorrem a cada 18-24 horas.

As fases S e G1 tém a maior duragio e G2 a menor durag¢do (Lewin, 1997).

~ o ‘

3-4 hrs
4n DNA

6-12 hrs '

2n DNA,

6-8 hrs
Sintese de DNA

2-4n DNA

Figura 2. Ciclo celular da célula normal. A interfase ¢ dividida nos periodos G1, Se G2. A
mitose (M) separa um ciclo celular de outro. As células podem passar para uma fase de
repouso GO ou entrar no ciclo a partir de GO (adaptado de Lewin, 1997).



Embora a maioria das drogas anti-cancer segjam mais eficazes contra células em
proliferacdo ativa, alguns destes agentes antineoplasicos podem agir em determinada fase
do ciclo celular, como o metrotexato atuando na fase S (ciclo especifica), e as drogas que
sdo citotoxicas para células em qualquer fase do ciclo (ciclo inespecifica), como as drogas
alquilantes. As células danificadas que no ciclo celular estiverem na fase G1/S sofreréo
apoptose se 0 gene p53 estiver intacto. Ao contrario se 0 gene p53 estiver mutado as células
danificadas continuardo o ciclo celular, formando-se uma populagdo de células resistentes
as drogas (DeVita et al., 1997). Assim, uma compreensdo da cinética do ciclo celular e dos
controles de crescimento das células normais e malignas € necessdria para o0 tratamento
quimioterapico e na pesquisa de novas drogas (Goodman & Gilman, 1996).

A taxa de crescimento tumoral depende da fracdo de crescimento e da relacdo de
producdo de células e a sua perda. A fragdo de crescimento das células tumorais é
importante para a suscetibilidade ao tratamento quimioterdpico. Tumores de crescimento
rapido, que tém um grande ndmero de células em divisdo e um processo biossintético ativo
de DNA, sdo sensiveis ao tratamento com drogas que matam as células em divisdo. Porém,
células normais que proliferam rapidamente como a medula Gssea, 0 epitélio intestina e os

foliculos pilosos sdo, também, sensiveis as drogas antineoplésicas, e limitam o uso.

1.1.2. Caracteristicas das células tumorais
A proliferacdo celular no tecido neoplésico alterado proporciona a invasdo e a metastase
em locais distantes do organismo. As caracteristicas histopatoldgicas incluem, entre outros,

0 aumento das células em mitose, a presenca de diferentes tipos celulares pouco



diferenciados, a formacdo de células com nucleos grandes e nucléolo proenente (Pratt et
al., 1994). Na Figura 3 pode-se observar um resumo de algumas caracteristicas nas células

malignas, tais como:

alteracd@o nas glicoproteinas e glicolipideos da superficie celular,

presenca de antigenos tumorais,

secrecado de enzimas de hidrolise como proteases e colagenases,

- podem produzir componentes da matriz extracelular como laminina e fibronectina,

secrecdo de uma variedade de fatores de crescimento,
- dta taxa de sintese de é&cidos nucléicos, ateracbes nos genes, modificagdes nos

cromossomos através de delegOes e rearran]os,

ocorre ainda perda de genes supressores do crescimento, como 0 gene p53 em tumores
humanos. Através de ensaios sensiveis pode-se detectar mutacbes nos genes p53
(usualmente indica tumor invasivo) ou em ras (usualmente indica evento inicial na
formacdo do tumor), em muitos fluidos do organismo que apresentam mutagcdes
idénticas no tumor primario (Pratt et al., 1994; DeVita et al., 1997).
Todas estas alteragdes apresentam-se como alvos em potencial para drogas anti-cancer.
O problema envolve a obtencdo de drogas que destruam seletivamente a célula maligna

sem afetar a célulanormal.
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Figura 3. Alteragdes celulares observadas apOs transformacdo neoplasica (adaptado de
Pratt et al., 1994).

Nos tratamentos de cancer, utilizam-se a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia que
tém sido usados sozinhos ou em combinagdo. A cirurgia e a radioterapia podem erradicar a
doenca localizada mas podem falhar quando ocorrem metéstases. Em tais circunstancias, a
quimioterapia pode controlar a doenca se utilizada adequadamente. A quimioterapia
combinada com a cirurgia e a radioterapia podem aumentar a sobrevida do paciente.
Alternativamente, pode envolver a quimioterapia como primeira etapa no tratamento para
diminuir o tamanho do tumor primario (Pratt et al., 1994; DeVita et al., 1997). O
surgimento de novas drogas anti-cancer depende de investigacdes quimicas e
farmacoldgicas, que poderdo contribuir para a descoberta e implementacdo de novas

modalidades de tratamento, inclusive mais eficazes que os atuais.
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1.2. Quimioterapia do Cancer

A quimioterapia tem por finalidade a destruicdo de células tumorais, preservando as
células normais. Entretanto, a maioria dos agentes antiblasticos atua de forma nao
especifica, lesando células malignas e benignas, como conseqiéncia das diferencas mais
quantitativas do que qualitativas entre as duas populagdes de célula (Pratt et al., 1994,
DeVita et al., 1997).

Os agentes utilizados interagem principalmente com o DNA, e seus precursores ou
com enzimas que participam de sua sintese e transcricdo, como resumido na Figura 4

(Waring, 1981).
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1.2.1. Historico

A primeira tentativa com sucesso de droga anti-cancer foi, com a mustarda nitrogenada
em linfossarcoma, em 1942, pelo grupo de Gilman e Goodman. Somente em 1946, apos a
publicacdo desse resultado com tais compostos, iniciou-se a quimioterapia moderna do
cancer. Até hoje, a mecloretamina, uma das primeiras mustardas nitrogenadas e a nitroso-

uréia estreptozocina (Figura 5), s8o muito usadas em quimioterapia (Goodman & Gilman,

1996).
1
H3C——N< ((’;:22— CH,—Cl H;C—N— C— II\I—- glicose 2-substituida
— CH,— (I
2= CH,—C N=0 H
Mecloretamina Estreptozocina

Figura 5. Estruturas da mecloretamina e da estreptozocina.

Os agentes alquilantes possuem estrutura molecular adequada para formacdo de
intermediarios carbocétions que funcionam como eletréfilos fortes na reacdo com as
moléculas alvo. Essas reacdes de alquilagdo produzem ligacBes covalentes com grupos
nucleofilicos (fosfato e amino) de vérios componentes. O aomo de nitrogénio 7 da guanina
aparece como um nucledfilo suscetivel para essa ligacdo covalente. Outros &omos das
bases pirimidicas e purinicas também podem ser alquilados. Assim, a guanina alterada por
alquilacdo pode parear erradamente com a timina durante a sintese de DNA e levar a
substituicdo do par de base resultando na ligacdo cruzada de duas moléculas de DNA.
Todas essas substituicdes alteram a funcdo do DNA causando os efeitos citotoxicos e

mutagénicos desses agentes. A morte celular pode ocorrer por apoptose.
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A segunda classe de agentes introduzidas envolve os antimetabdlitos. Esses agentes se
assemelham estruturalmente aos metabdlitos necessérios a funcdo celular e interferem com
a sua utilizacdo normal. Tais agentes enquadram-se em 3 tipos. antifolatos, antipirimidinas
e antipurinas. Em 1947, o primeiro antifolato usado contra leucemia aguda em criancgas foi
0 &cido 4 aminofdlico (aminopterinad), apds a observacdo de Farber e seu grupo de que
antagonistas do folato eram citotdxicos. Ja em 1949, foi sintetizado o metrotexato, acido 4-
amino-10-metil-folico (ametopterina), Figura 6, usado até hoje, surgindo como primeiro
exemplo de uma droga que cura o tumor coriocarcinoma (Pratt et al., 1994; DeVita et al.,

1997).

COOH

/& —©—- C—NH— CH—— CH,CH,COOF

Figura 6. Estrutura do metrotexato.

Em 1953, utilizou-se um andlogo das purinas, a 6-mercaptopurina, Figura 7, em
tratamento de leucemia aguda de criangas, ap0s muitos anos de pesgquisa em animais
realizadas por Elion e Hitching. Posteriormente, outro antagonista das purinas foi usado na
clinica, como a tioguanina, Figura 7, para o tratamento das doencas malignas, como as

leucemias humanas (Goodman & Gilman, 1996).
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LN N H N
A\ N A\
@N?H Hz“J:Ni N?H

Mercaptopurina Tioguanina
Figura 7. Estruturas da mercaptopurina e da tioguanina.
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Heidelberg e seu grupo sintetizaram a primeira droga antipirimidina efetiva, o 5-
fluorouracil (5-FU, Figura 8). Este agente sofre biotransformacdo anabdlica em metabdlitos
de ribosil e desoxirribosil-nucleotideos. Um dos metabdlitos, 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-
fosfato, forma um complexo terndrio de ligacdo covalente com a enzima timidilato-
sintetase e o cofator 5-N, 10-N-metileno-tetraidrofolato. Esta agdo resulta em inibicdo da

sintese de DNA e do RNA.

Figura 8. Estrutura do 5-fluorouracil.

Outras antipirimidinas foram sintetizadas, como a citosina arabinosideo, sendo
utilizadas nas terapias antileucémicas.

Farber, em 1954, introduziu o antibi6tico citotoxico actinomicina D, isolado de
espécies de Streptomyces, para tratar o tumor de Wilms metastatico de criangas. A partir de
entdo, outros antibidticos com atividade antitumoral foram encontrados, incluindo-se a
mitomicina, ativa contra leucemia mielogénica, e a doxorrubicina (Adriamicina, Figura 9),
uma das antraciclinas efetivas no tratamento de leucemias e dotada de um largo espectro de
acdo em tumores sblidos. A adriamicina, produzida pelo fungo S. peucetius, tem anel
tetraciclinico unido por ligacdo glicosidica ao agUcar daunosamina. As regifes planares da
droga empilham-se entre as faces hidrofdbicas dos pares de bases do DNA, formando uma

interacdo forte droga-DNA determinante de sua toxicidade. O anel do aglicar presente no
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antibidtico liga-se ao sulco menor do DNA, formando complexo ternario com o DNA e a

topoisomerase Il (Goodman & Gilman, 1996).

Figura 9. Estrutura da adriamicina.

Os glicopeptideos, bleomicinas A, e B,, Figura 10, originalmente extraidos do S
verticillus, executam a sua acdo primaria através da quebra do DNA de fita dupla, devido a
producdo de radicais livres por um complexo bleomicina-Fe(ll) intercalado entre suas fitas
opostas. As bleomicinas sdo ativas contra o cancer de testiculo (Goodman & Gilman,

1996).
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I|\I Bleomicina R
H + _CH
A, - NHCH,CH,CH S ”
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Figura 10. Estruturas das bleomicinas A; ¢ B,.

A investigacdo de plantas na busca de substancias ativas contra o cancer conduziu a
descoberta em 1958, dos alcalGides vincristina e vinblastina, Figura 11, isolados da
pervinca (Catharantus roseus G. Donn). Estes alcalGides diméricos ligando-se na tubulina
inibem a polimerizacdo dos microtibulos, bloqueando as células na mitose e tém atividade
em leucemias, linfomas e alguns carcinomas (Goodman & Gilman, 1996). E atribuido a
Monroe E. Wall o estudo que levou ao isolamento e identificagdo da vincristina (Pezzuto,

1997).
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Figura 11, Estruturas da vinblastina e da vincristina.

Em 1965, foi introduzida a cisplatina, Figura 12, mas s6 em 1972 atingiu o estégio
clinico, sendo usado em combinagdo com outras drogas para o cancer de pulméo, cervica e

de cabeca, entre outros. Esse agente forma ligagdo cruzada com o DNA (Pratt et al., 1994).

Cl NH-
\Pt/
! /N NH;

Figura 12. Estrutura da cisplatina.

A enzima L-asparaginase, outra droga utilizada para o controle de alguns tipos de
leucemia, inibe a sintese de proteinas, em contraste com a maioria dos agentes atualmente
em uso, que parecem exercer seus efeitos primarios sobre a sintese ou fungdo dos é&cidos
nucléicos.

Os antiestrogénios tém sido utilizados para o tratamento do céancer de mama A
observagdo de que as atividades estrogénica e antiestrogénica ndo eram dependentes do
nucleo fenantreno levou a sintese de compostos fendlicos com atividade estrogénica como
o dietilestilbestrol, e derivados trifeniletilenos como o tamoxifen com atividade

antiestrogénica (Goodman & Gilman, 1996).
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As terapias mais recentes incluem os inibidores da topoisomerase |l, etoposida e a
teniposida. A Figura 13 mostra dois derivados glicosilados semi-sintéticos da
podofilotoxina, isolados da planta Podophyllum peltatum L. que possuem esta atividade. E
atribuido a Morris S. Kuchpan os estudos que levaram ao isolamento e identificacdo da
podofilotoxina (Pezzuto, 1997). A etoposida tem atividade contra céncer do testiculo,

pulmao, doenca de Hodgkin e linfoma histiocitico difuso (DeVita et al., 1997).

R H R

0% Etoposida CH;
H O H

Teniposida I[S_JI—

Hg OCH;
H
Figura 13. Estruturas da etoposida e da teniposida.

Os taxanos (taxol e docetaxel), Figura 14, representam uma nova classe de drogas que
se destacaram como as mais importantes obtidas na ultima década devido a sua significante
atividade contra o cancer de ové&rio e de mama metastaticos. O diterpeno taxol (paclitaxel)
foi isolado da planta Taxus brevifolia L. Esta substancia natura liga-se especificamente a
subunidade B-tubulina dos microtdbulos e inibe a desmontagem desta proteina do
citoesqueleto, ocorrendo logo a seguir o bloqueio da mitose na metafase/anafase. O

docetaxel € um andlogo mais potente do que o paclitaxel (Goodman & Gilman, 1996).
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Figura 14. Estruturas do paclitaxel e docetaxel.

Recentemente, o topotecan, um derivado menos toxico do alcaldide campotecina
(Figura 15), isolado em 1960 da Campotheca acuminata Decne, foi liberado para uso
clinico, sendo efetivo contra tumores sdlidos de crescimento lento (DeVita et al, 1997).
Este produto € inibidor especifico da topoisomerase | levando a morte celular, que pode ser
devido a apoptose na fase G1 ou na fase G2 do ciclo celular. Esse agente com estrutura
pentaciclica contém uma lactona no anel E, que é essencial para a citotoxicidade. S&o
atribuidos a Mansukh C. Wani os estudos que levaram ao isolamento e caracterizagcdo da
campotecina  (Pezzutto, 1997). O  topotecan (9-dimetilaminometileno-10-
hidroxicampotecina) e outro derivado irinotecan, CPT-11 (7-etil-10-(4-[1-piperidino]-I-

piperidino)-carboniloxi-campotecing) estdo representados na Figura 15.
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Posigdo
Derivados 7 9 10
Irinotecan -CH,-CH -H g
2-CH3 o e
Topotecan -H -CH2-N(CH3), -OH

campotecina

Figura 15. Estruturas da campotecinae dos derivados irinotecan e topotecan.

1.2.2. Tratamento quimioter apico

No inicio a maioria dos tumores apresenta-se como nodulos localizados (Pratt et al.,
1994). Dependendo do tipo do cancer, a terapia primaria recomendada é a radioterapia ou
cirurgia. A quimioterapia antineoplasica € usada principalmente no tratamento de tumores
ndo curaveis pela cirurgia e/ou pela radioterapia. O tratamento com Varios quimioterpicos
pode curar tumores ja em fase adiantada, como a doenca de Hodgkin, as leucemias agudas,
0 carcinoma de células pegquenas de pulmdo e tumores solidos pediatricos retinoblastoma,
sarcoma de Ewing e rabdomiosarcoma (Pratt et al., 1994; DeVita et al., 1997). Acredita-se
que a combinagdo de drogas previne o aparecimento de clones resistentes ao tratamento.
Uma combinagcdo de drogas, envolvendo uma que seja inespecifica para o ciclo celular e

outra que seja fase especifica, pode ser capaz de eliminar as células em divisdo lenta e em

divisdo ativa
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O tratamento quimico pode reduzir a massa tumoral em cancer de mama e carcinoma
de ovario, adaptando as condi¢bes para uma cirurgia quando o tumor atingir um menor
tamanho (Pratt et al., 1994).

A resisténcia das células malignas aos agentes antineoplasicos € outra situacdo que
deve ser considerada. Um dos meios para evitar este estégio é o de aumentar a taxa de
erradicacdo celular. Mais recentemente, verificou-se que as mutagbes que ocorrem nas
células tumorais como a perda do gene supressor p53, podem produzir a resisténcia a
drogas. O funcionamento do gene p53 nas células tumorais oferece condi¢bes de
sensibilidade para a quimioterapia. Esta dedugcdo baseou-se em observagdo no tecido
normal como a medula Ossea e o trato gastrointestinal, quando verificou-se que n&o
desenvolvem resisténcia as drogas porque as células normais podem reparar 0 dano ao
DNA ativando o gene p53 ou sofrer apoptose (DeVita et al., 1997). Estdo sendo realizados

trabalhos de sintese para obter drogas capazes de restaurar a apoptose nas células tumorais.
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1.2.3. Fator de necrose de tumor (TNF)

A familia dos fatores de necrose de tumor abrange oito membros, entre 0s quais as
citocinas TNF-o. e TNF-B (Franks & Teich, 1998). Nesta tese abordaremos a TNF-o. Esta
proteina monomérica de 17.000 Dalton, foi originalmente identificada e denominada TNF
em decorréncia da sua mediacdo na necrose tumoral com inibicdo do crescimento de
tumores nos animais tratados com lipopolissacarideo. O TNF-o. € produzido principalmente
por mondcitos e macrofagos ativados, embora outras células como as T estimuladas por
antigenos, também, produzam essa citocina (Eigler et al., 1997; Roitt, 1997). Ap6s ligacdo
a receptores na membrana das células alvo esta citocina induz uma cascata de proteinas
ativadoras da mitogénese ativando dois fatores de transcricdo nucleares, NF-kB e a proteina
ativadora 1 (AP-1), mediadores da inducdo de muitas proteinas centrais no processo
inflamatdrio e resposta imune (Eder, 1997). O TNF est4 envolvido em efeitos diversos em
orgéos e tecidos como mostrado na Figura 16 (Eigler et al, 1997). O TNF funciona como
fator de crescimento para os fibroblastos, além de apresentar atividade antiviral e estimular
a atividade dos osteoclastos. Entre os efeitos imunes, participa com a inducdo de antigenos
de histocompatibilidade MHC da classe | e com a interagdo com outras citocinas, como a
interleucina-2 (IL-2) e o interferon-y. O TNF age sobre os fagdcitos mononucleares,
estimulando a secre¢do de IL-1 e IL-6 na circulacdo. Contudo, o TNF é diretamente
citotéxico para algumas células, possivelmente por inducdo na bioproducdo de radicais

livres do oxigénio (Havell et al, 1988; North & Havell, 1988).
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A administracdo de TNF por longo tempo pode induzir a caguexia e a inibicdo da
sintese da lipoproteina-lipase (Musiani et al, 1997). O TNF ministrado por via endovenosa
promove a reducdo da resisténcia vascular sistémica mediada através da inducdo do éxido
nitrico nas células endoteliais. Esta citocina participa de doencas como artrite reumat6ide,
asma e a infec¢do por virus da imunodeficiéncia humana, HIV (Eigler et al., 1997). Por
outro lado, estudos pré-clinicos sugerem que o TNF tem efeito antitumoral em canceres
avancados, sendo seu uso limitado em tratamento pela toxidez em doses elevadas (Havell et
al, 1988; North & Havell, 1988). Todavia, verificou-se que o TNF-o. em associagdo com
agentes quimioterdpicos como o etoposideo (um inibidor da topoisomerase I1), assume

atividade antitumoral significativa e com menor toxidez (DeVita et al., 1997).
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1.2.4. Resisténcia a drogas citotéxicas

O maior problema na quimioterapia é a resisténcia de tumores a acdo de drogas.
Alguns tipos de tumores, como o cancer de pequenas células do pulmdo e o cancer de
cdlon, tém resisténcia priméria. Outros tumores apresentam resisténcia adquirida, que se
baseia em geral na alteracdo do aparecimento genético das células tumorais, como a
amplificacdo ou o aumento da expressdo de um ou mais genes especificos. Em outros
casos, ocorre um fenétipo resistente a multiplas drogas. A expressao aumentada de um gene
normal encontra-se associada a glicoproteina P de membrana envolvida no efluxo da droga
que necessita de ATP. Teoricamente, a resisténcia a multiplas drogas pode ser inibida por
administracdo concomitante da droga citotoxica e um inibidor do transportador da

glicoproteina, como o verapamil (Pratt et al., 1994; DeVita et al., 1997).

1.2.5. Triagem de drogas

A triagem de drogas sintéticas ou naturais com base na atividade anti-cancer iniciou-se
com o0 estabelecimento de linhagens singénicas de camundongos, nos quais eram
transplantados tumores como as leucemias murinas L1210 e P338 e alguns outros tumores
(Skehan et al., 1990; DeVita et al., 1997). Recentemente no Instituto Nacional do Cancer,
Estados Unidos, foi introduzida a triagem de drogas com um painel de 60 linhagens de
tumores humanos de mama, prostata, pulmdo, ovério, rim, sistema nervoso central,

leucemia e melanoma (Monks et al., 1991).
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1.2.5.1. Ensaios para o crescimento eelular in vitro ein vivo

A investigacdo de agentes quimicos no ensaio da sensibilidade de células tumorais in
vitro iniciou-se na década de 50 com o advento de meios de cultura apropriados (Geran et
al., 1972; Skehan, 1995; DeVita et al., 1997; Gura, 1997). Os ensaios para 0 crescimento
celular e citotoxicidade podem ser avaliados por:

I. Andlise morfolégica do dano celular por contagem de células ou de colbnias.

[I. Medida da inibicdo do metabolismo celular com base no valor da atividade de
avaliagéo de desidrogenases celulares.

I1l. Medida da incorporacdo de precursores marcados por isétopos radioativos, como a
[*H]-leucina, [3H]-uridina, [°H]-timidina em proteinas, RNA e DNA,
respectivamente.

V. Ensaios de ligacdo de corante (e.g. SRB) com biomoléculas como proteinas e &cidos
nucléicos. Esta analise € muito Util para ensaio de drogas em grande escala (Skehan
et al., 1990; Monks et al., 1991). O ensaio colorimétrico com a sulforrodamina

(SRB) para corar proteinas pode ser citado como um exemplo.

Ainda ndo existe um método ideal. O efeito citotoxico contra células tumorais pode
revelar apenas a toxicidade que pode ocorrer também em células normais, sem definir se é
especifica. A escolha de um método in vitro depende de sua sensibilidade, levando-se em

conta a acdo da droga e a sua correlagdo com a atividade in vivo (Gura, 1997).
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1.2.6. Drogas estudadas
1.2.6.1. Compostos mesoionicos e definicdo

O termo mesoidnico foi introduzido por Baker, Ollis e Poole, em 1949, que definiram
esses produtos como: heterociclicos, de cinco ou seis membros, que ndo podem ser
representados satisfatoriamente por estruturas totalmente polares ou totalmente covalentes
(Newton & Ramsden, 1982). As substéncias desta classe tém sido estudadas desde o final
do século passado, quando o primeiro mesoidnico obtido, a desidroditizona, teve sua
estrutura elucidada muitos anos depois, Figura 17. Posteriormente, foram relatados varios
trabalhos sobre a sintese e a atividade biolégica de outros heterociclicos, como as sidnonas

(Kier & Roche, 1967; Newton & Ramsden, 1982).

/N——N
N\Gr))\ -
N S
Figura 17. Estrutura da desidroditizona.

Esses compostos tém muito interesse cientifico e pratico estimulado pela sua estrutura
ndo cléssica com regides bem separadas de cargas negativas e positivas associadas com um
sistema poliheteroatdmico possibilitando a interacdo com vérias biomoléculas, entre as

quais os &cidos nucléicos e proteinas (Newton & Ramsden, 1982; Shinzato et al., 1989).
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1.2.6.1.1. Caracteristicas estruturais
Em 1949, Baker, Ollis e Poole estabeleceram também as caracteristicas estruturais de

compostos mesoionicos (Kier & Roche, 1967).

- O composto deveria conter um anel aromético heterociclico de cinco ou seis membros
que néo fosse capaz de ser representado por uma estrutura totalmente covalente.

- Todos os aomos do anel seriam doadores de elétrons =, para formar um sexteto
deslocalizado.

- O anel deveria apresentar uma carga parcial positiva, balanceada por uma carga
negativa em um grupo ou &omo exociclico a.

O anel deve ser planar ou quaseplanar contendo consideravel energia de ressonancia.

Embora a definicdo original de termo mesoidnico reconhega que alguns derivados com
anéis de seis possam ser descritos, em 1976, foi recomendado que esse nome sgja restrito a
anéis de cinco membros (Newton & Ramsden, 1982). De acordo com essa modificagdo, 0s
compostos mesoidnicos sdo representados pela férmula geral 1 (Figura 18) onde a-f sdo
dtomos de carbono ou grupos derivados de carbono ou heteroatomos. Estes componentes
do pentanel sdo escolhidos para produzir um sistema conjugado entre todos os &omos e o

substituinte exociclico no carbono o.
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a\

1
Figura 18. Formula geral para 0s compostos mesoidnicos.

Atual mente, 0s mesoibnicos sao descritos como sendo compostos pertencentes a classe
das betainas mesoméricas heterociclicas conjugadas (Echevarria et al., 1995). Tais
moléculas conjugadas neutras podem ser representadas apenas por estruturas dipolares, em
que as cargas positiva e negativa estdo envolvidas em conjugacdo muatua e num sistema

comum de elétrons .

1.2.6.1.2. Compostos mesoidnicos dos tiposA eB

A andlise dos sistemas estruturais possiveis permitiu reconhecer 2 tipos de mesoidnicos
heterociclicos, tipos A e B, representados na Figura 19, onde os numeros sobrescritos
correspondem ao numero de elétrons com que cada &omo contribui para formar os orbitais

7 (Newton & Ramsden, 1982).

b—a’ p—a'
tipo A tipo B

Figura 19. Estrutura geral dos compostos mesoidnicos do tipo A e B.



- Os compostos do tipo A apresentam condicOes estruturais adequadas para a
participacdo em reacdes de adicdo 1,3 dipolares.

- Os compostos do tipo B dispde de condicdes estruturais que facilitam a utilizacdo de
reacOes para abertura do anel, fornecendo o tautdémero aciclico correspondente.

Usando uma combinacdo de &omos de carbono, oxigénio, nitrogénio e enxofre pode-se
formar 144 produtos mesoidnicos do tipo A e 84 do tipo B. Os dois tipos de mesoibnicos
apresentam propriedades quimicas diferentes.

Como exemplo de mesoidnico do tipo 13 pode-se citar o 1,2-oxazolio-4-olato (Figura

20).

0=
N
T 0-
Figura 20. Estrutura do 1,2-oxazdlio-4-olato.

Os compostos estudados neste trabalho podem ser citados como exemplos de
compostos do tipo A, os derivados 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida (Figura 21), que sdo
representados como hibridos de ressonancia das quatro formas canbnicas. a, b, e, d. Estes
compostos sdo muitas vezes representados por estruturas contendo a unidade basica a,

permitindo caracterizé-los como betainas heteroaromaticas.



Figura 21.Estrutura e formas candnicas dos compostos 1,3,4-tiadi

1.2.6.1.3. Estrutura e propriedades espectroscopicas

Desde a introducdo do conceito de compostos mesoionic

compostos foram determinadas através de suas propriedades espectroscopicas na regido do

R +
N—N =X /©<_,
RI/(s>\- «:/AS)\\N
a b
) N—N I RZ\ " i
O
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azolio-2-aminida.

0S, as estruturas desses

infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (Newton & Ramsden, 1982).

Utilizou-se também a difracdo de raios-X como método de definicdo estrutural do

do comprimento e angulos de ligacdo. Foram realizados calculos

os valores de momentos dipolares, ordem de ligacdo e densidade

mesoidnicos. Cheng et al., em 1993, estudaram através da difracdo de raios -X e célculos

tedricos, o cloreto de 4-fenil-5-(4-metoxi-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina, MI-C

(Figura 22) e definiram sua estrutura betainica na forma cristalina.

tedricos para determinar

eletronica dos compostos
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Figura 22. Estrutura do cloreto de 4-fenil-5-(4-metoxi-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina, MI-C.

Os compostos mesoiénicos foram estudados também na regido ultravioleta (UV). Os
compostos 1,3,4-triazolio-2-tiolato mostraram absorcdo maxima em A max de 240 nm (¢ =
3100) e 1,3/4-tiadiazolio-2-aminida, A max entre 345-400 nm, atribuidas a transi¢cdes
eletronicas do anel mesoidnico, entre 250-271 nm, correlacionadas com transicoes
eletrénicas envolvendo o substituinte fenila ligado ao anel heterociclico. O &cido conjugado
do 1,34-tiadiazdlio-2-aminida apresenta absorces tipicas entre 340-383 e 260-276 nm,
sendo que a intensidade das bandas correspondentes as unidades mesoibnicas parece bem
menor do que para os representantes do grupo substituinte fenila (Montanari et al., 1994).

As sidnoniminas (Figura 23) absorvem intensamente no UV e seus derivados N(6)-
nitroso atingem a regido do visivel. Os sais de aquilsidnoniminas tém absor¢do na regido
de 270-306 nm e 200-208 nm. Verificou-se que as absorgcdes observadas nos espectros UV

destas substéncias correlacionam-se com transices eletronicas n—n* envolvendo os nivels
So—S1* de maior A e So—»>Ss* de menor A. Os calculos mostraram que existe uma outra

banda correspondendo a transicdo entre os niveis Se—S*, mas a intensidade dessa banda é
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muito baixa para ser detectada. A banda de absor¢do do derivado N(6)- exonitroso das
sidnoniminas na regido do visivel é devido a transi¢do n—m*. A natureza dos substituintes
nas posicdes 3 e 4 do anel e do grupo exociclico ndo tem influéncia significativa no
maximo de absor¢do que aparece no menor A. Em contraste, a absor¢cdo em maior A, acanca
valores atos. Por exemplo, a substituicdo por grupo aril na posicdo 3 ou 4 do anel da
sidnonimina produz deslocamento batocrémico, aparecendo uma nova banda em A entre

220-260 nm.

N,
[ +

+ -
I\KO NH2X

Figura 23. Estrutura da sidnonimina, onde R e R' sdo substituintes como fenil ou aquil. X
= anion, por exemplo cloreto.

Souza em 1996, por espectroscopia de fluorescéncia, observou interagdo do DNA do
timo de bezerro com os cloretos de 4-fenil-5-X-tiadiazdlios-2-fenilamina onde X = benzila,
naftila, o-acetopirenila e cinamoila (Figura 24). Foi obtido também o isdmero estrutural do

derivado benzil-substituido, o cloreto de 1,4,5-trifenil-l1,3,4-triazdlio-2-tiol.
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Figura 24. Estrutura do cloreto de 4-fenil-5-X-tiadiazélio-2-fenilamina onde X = benzila,
naftila, cracetopirenila e cinamoila.

Os espectros de absor¢do da maioria desses compostos, com exce¢cdo do pireno-
substituido, mostraram duas bandas caracteristicas do anel mesoibnico em A max entre 250
e 350 nm, com variagdo da absortividade molar. Os heterociclicos dissolvidos em
acetonitrila emitiram baixa fluorescéncia quando excitados em A de 250 nm ou 350 nm, e
foi sugerido que a banda de emissdo em A de 390 nm seja devido ao sistema 1,3,4
tiadiazdlio. Por outro lado, foi analisada a fluorescéncia desses compostos na presenca ou
auséncia de DNA do timo de bezerro excitando-se em A de 630 nm e as emissOes foram
monitoradas entre A de 650 e 800 nm. O espectro de fluorescéncia da maioria das
substancias na presengca de DNA indicou que, em geral, em baixa concentragdo dos
compostos ocorre alteracdo do espectro de emissdo, indicando possivel intercalacdo desses

compostos (Souza, 1996).



1.2.6.1.4. ATIVIDADE BIOLOGICA
Os compostos mesoidnicos tém sido estudados em varias éreas. na area de cristais
liquidos, na confeccdo de materiais com propriedades Oticas ndo lineares, na sintese de

corantes e quanto as suas atividades bioldgicas diversificadas.

1.2.6.1.4.1. Atividade antitumoral

Os derivados da classe das sidnonas, 1,2,3-oxadiazdlio-5-olato e seus andlogos 1,2,3-
oxadiazdlio-5-aminida, as sidnoniminas, sdo 0s mais estudados. Recentemente, derivados
desta classe mostraram atividade antiproliferativa relacionada a formacdo de Oxido nitrico
(Vilpo et al., 1997).

O nosso grupo relatou, os resultados das investigagdes envolvendo quatro novas aril-
sidnonas da classe 3-[4-X-3-nitrofenil]- 1,2,3-oxadiazolio-5-olato, onde X = Cl (SYD-1),
pirrolidinil (SYD-2), piperidinil (SYD-3) e morfolinil (SYD-4), Figura 25, revelando
atividade significativa in vitro contra células de leucemia L1210, verificada através da
inibicdo da incorporagio de °[H]-timidina e *[H]-leucina. Duas arilsidnonas, SYD-1 e
SYD-2, apresentaram atividade in vivo contra os tumores murinos carcinoma de Ehrlich,

S180 e o tumor histiocitoma B1OMCII (Grynberg et al., 1992).

2/N""“Ol X =
5
3NE:>)\O- Cl”  SYD-1 k\ SYD-3
0
NO, { N— sypz2 \\———\ SYDod

Figura 25. Estrutura das aril-sidnonas onde X = ClI (SYD-1), pirolidinil (SYD-2),
piperidinil (SYD-3), morfolinil (SYD-4).



Shinzato et al., em 1989, evidenciaram que o derivado 1,3,-difenil-2-[4-cloro-3-
nitrofenil]-1,3,4-triazolio-5-tiol (Figura 1.26) mostrou-se ativo contra 3 tumores murinos,

Ehrlich, S180 e o histiocitoma induzido por metilcolantreno B1OMCII.

Figura 26. Estrutura do 1,3,-difenil-2-[4-cloro-3-nitro-fenil]-1,3,4-triazdlio-5-tiol.

1.26.1.4.2. Acdo em doengas cardiovasculares. Atividade vasodilatadora e
hipotensora

Os nitratos sdo vasodilatadores ativos usados no tratamento de doencas
cardiovasculares. Recentemente, verificou-se que estdo envolvidos na formagdo de NO, que
€ sintetizado a partir da L-arginina pelas isoenzimas Oxido nitrico sintases. O NO ativa a
enzima guanilato ciclase levando ao acimulo de cGMP e subsequente relaxamento vascular
(Goodman & Gilman, 1996).

Derivados mesoibnicos oxatriazolios-5-imina-3-aril ~ substituidos  sintetizados pela
GEA Ltd, GEA 3162 e GEA 3175, Figura 27, inibem a funcdo dos neutrdfilos, suprimem o
crescimento de celulas tumorais, tém atividade antibacteriana, sdo vasodilatadores,

antiplaquetarios e fibrinoliticos, apresentando também atividade inibitria da oxidacdo de
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lipoproteina de baixa densidade. Na traguéia de cobaias e neutréfilos humanos a atividade
bioldgica destas substancias estd associada com o aumento na producdo de cGMP. Estes
derivados também liberam NO, respondem por atividade inibitoria sobre a proliferacdo e a
mitogénese de células do musculo liso, exercem acdo citostatica contra células malignas
humanas, como as células T leucimicas MOLT-3, e inibem as células tronco da medula
Ossea (Lahteenmaki et al., 1998). Esses derivados mesoidnicos que liberam NO tém valor

também como agentes anti-cancer.
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GEA 3162 GEA 3175

Figura 27. Estruturas dos compostos mesoionicos GEA 3162 e GEA 3175.

Sidnoniminas como as 3-morfolino-sidnoniminas (SIN-1), Figura 28, metabdlito ativo
da droga molsidomina que tem atividade anti-angina, liberam NO (proporcional a dose) e
anion superoxido O*, inibem também a proliferagio de células do masculo liso e
atividade das plaquetas e aumentam a concentragdo de cGMP. O mecanismo de producéo
de Oxido nitrico destas drogas ndo é conhecido (Vilpo et al., 1997; Lahteenmaki et al.,

1998).



38

N
2 \0]

Figura 28. Estrutura da 3-morfolino-sidnonimina(SIN-1).

1.2.6.1.4.3. Atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria

As arilsidnonas tém atividade antimicrobiana maior do que 0s correspondentes
derivados alquila (Philli et al., 1993).

Os mesoidnicos da série 4-fenil-1,3,4-tiadiazdlio-2-tiolato, 5- substituidos com metil,
etil, isopropil e propila, (Figura 29), revelaram atividade contra Staphylococcus aureus,
Diplococcus pneumoniae e Escherichia coli. Compostos com substituintes mais volumosos

néo apresentaram atividade (Kier & Roche, 1967).
Ry

oo

Figura 29. Estrutura da 4-fenil-1,3,4-tiadiazolio-2-tiolato, 5- substituidos com R =metil,
etil, isopropil e propila
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O mesoibnico 3-[4-(2,5-dimetilpirrol-I-il-aminocarbonil)]-fenilsidnona (Figura 30)
apresentou atividade contra S. aureus, E. coli, Aspergillus niger e Candida albicans

(Hiremath et al., 1994).

H,C

- 4 o 23
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Figura 30. Estrutura da -6-[4-(2,3-dimetilpirrol-1-il-aminocarbonil)]-tenilsidnona.

Foram relatadas as atividades antifingica e antibacteriana de derivados da classe dos
1,3,4-triazolio-5-tiolatos, além da atividade antitumoral (Aurea Echevarria, comunicagio
pessoal).

Sete derivados de cloreto de 4-fenil-5-(3 e 4-X-estiril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina,

Figura 31, revelaram atividade significante in vitro contra Leishmania amazonensis (Torres

et al., 1998).
cl-
3 3.X= .N02, CH3
4 N"___N
>\\ 4-X =NO,, CHs, CL, H, OH
3 N 5N g 2
4 1 }I{
X

Figura 31. Estrutura do cloreto de 4-fenil-5-(3 e 4- X-estiril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-
fenilamina.
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1.2.6.2. Produtos naturais

Desde que o conhecimento farmacéutico e médico comegou a organizar-se, todas as
informagdes referentes a medicamentos foram chamadas de materia medica. No primeiro
seculo da era crista foi escrito o livro De materia medica libri quinque, que abordava cerca
de seiscentas plantas medicinais, além de certo nimero de produtos animais, utilizadas
durante cerca de 15 séculos. JA nas Ultimas décadas do século XX, os leigos descobriram a
utilidade dos medicamentos de origem vegetal, talvez devido a admiracdo pelas coisas
naturais, levando as pessoas ao seu uso (Robbers et al., 1997). Vale a pena citar que 0s
espanhdis, durante a ocupacdo na América, aprenderam com os indios peruanos a beber a
agua obtida da casca da arvore Cinchona, que contém quinina (Figura 32), para combater a

febre (maléria).

Figura 32. Estrutura da quinina.

Desde entdo, a industria farmacéutica reconheceu que certas plantas eram as melhores
fontes de componentes de novos medicamentos e a pesquisa ha &rea da botanica voltou-se
para plantas existentes em regides como as florestas tropicais. Finalmente, na era moderna

tem-se a tecnologia do DNA recombinante para a producdo de novos medicamentos, que
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poderd poupar as plantas da natureza para que elas continuem ocupando seu lugar no

mundo atual (Pezzuto, 1997; Robbers et al., 1997).

1.2.6.2.1. Quimica e importancia dos produtos medicinais de origem vegetal

O organismo vivo pode ser considerado um laboratério biossintético ndo s6 no que se
refere aos compostos quimicos como as proteinas, glicideos e lipideos, produtos do
metabolismo priméario utilizados como alimentos, mas também no que se refere a uma
infinidade de compostos como os glicosideos, acaldides, flavondides e terpendides,
produtos do metabolismo secundario, que exercem efeitos fisiologicos. Sdo estes Ultimos
que conferem propriedades terapéuticas aos principios ativos extraidos de extratos. Nos
Ultimos anos aumentou o interesse no estudo da biossintese dos componentes secundéarios
usados nos medicamentos. Algumas das sequéncias fundamentais de reacbes que levam a
diferentes tipos de metabdlitos secundarios estdo apresentados na Figura 33.

H& muito se discute a utilidade desses principios ativos para as plantas que 0s
produzem. Uma das hip6teses mais aceita é a de que a funcdo desses compostos estaria

ligada a sobrevivéncia das plantas (Cody et al., 1987; Robbers et al., 1997).
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Os compostos de origem vegetal fornecem medicamentos Uteis cuja sintese € muito
dificil. Aproximadamente cento e vinte drogas sdo obtidas de plantas, entre elas
substéancias como os acaldides da papoula produtora do épio, os glicosideos cardiotonicos
da Digitalis, esterdides, antitussigenos (alcaldides do Opio), antihipertensivos (reserpina),
antimalaricos (alcaléides da Cinchona como a quinina e cinchonina), antigota (colchicina),
anestésicos (cocaina), a maioria dos antibidticos e alguns agentes anti-cancer (Robbers et
al., 1997). Alguns produtos naturais tém atividade pequena ou nula em Si mesmos, mas
podem ser modificados por métodos quimicos ou bioldgicos para produzir drogas mais
potentes. Por exemplo, o taxol, Figura 14, um diterpeno com atividade significativa contra
cancer de mama, pode ser sintetizado a partir da bacatina |1l e da desacetilbacatina 111,
Figura 34, que ndo tém atividade anti-cancer, e estdo presentes em grande quantidade nas
folhas de vérias espécies de teixo, como o Taxus baccata, enquanto que o taxol €

encontrado apenas nas cascas do teixo do Pacifico, Taxus brevifolia (Dewick, 1998).

1OR /O

HO- OH R = Ac, bacatinalll

R = H, 10-desacetilbacatinalll
HO

\O

Figura 34. Estruturas da bacatina 111 e da desacetilbacatina I11.

1.2.6.2.2. Flavonoides
Os flavondides estéo entre os compostos naturais mais disseminados em plantas, sendo

encontrados em plantas vasculares, registrando-se mais de dois mil deles tanto em estado



livre como na forma de glicosideos, derivados metilados, acilados ou prenilados (Geissman
& Crout, 1969; Dewick, 1998). S&o componentes da dieta humana por fazerem parte da
composicao quimica de frutas, legumes e sementes (Cody et al., 1987; Kandaswami et al.,
1992). O esqueleto basico origina-se de trés unidades de malonil CoA e uma unidade de
cinamoil CoA como iniciador. Os flavondides sdo caracterizados estruturalmente por
conterem dois anéis aromaticos hidroxilados (A e B) unidos por um fragmento de trés
carbonos (esqueleto de carbono C.-C.-C,). Cada classe difere entre si dependendo da
variagdo do estado de oxidagdo do segmento conectante C,. Varias classes foram
encontradas: chalconas, isoflavonas, auronas, antocianidinas, flavanonas e flavondis (Cody
et al., 1987; Stafford, 1990; Dewick, 1998), Figura 35. Através do acoplamento oxidativo

de dois flavonoides formam-se os biflavondides(Stafford, 1990).
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flavonoéis

R,
o)
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0] R,
antocianidinas auronas
OH
HO O O
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OH
flavanas catequinas

biflavona

Figura 35. Estruturas bdasicas e substituigdes comuns de flavonoides (adaptado de
Geissman & Crout, 1969; Stafford, 1990).
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Foram atribuidas diferentes fungdes nas plantas a flavondides, tais como: inibidores
enzimaticos, precursores de substéncias toxicas e de pigmentos, moléculas sinaizadoras e

protecdo da acdo a luz UV como decorréncia da atividade antioxidante (Harbome et al.,

1975; Cody et al., 1987; Joyeux et al., 1995).

Os flavondides tém ampla atividade farmacol 6gica como:

- Inibicdo da liberagdo de histamina e inibicdo da adesdo de plaquetas (Cody et al., 1987,
Dewick, 1998).

- Tém atividade anticarcinogénica e antimutagénica. A atividade anticarcinogénica foi
demonstrada para alguns isoflavondides, como a genisteina, Figura 36, e pode ser em
parte devido a atividade estrogénica (Lamartiniere et al., 1995).

- Acdo como drogas antitumorais com atividade em tumores sdlidos murinos e humanos
tanto in vitro como in vivo. A genisteina, a quercetina, Figura 36, e outros flavondides
polihidroxilados revelaram-se ativos contra tumores murinos solidos e asciticos

(Suolina et al., 1975; Cadtillo et al., 1989; Scambia et al., 1990; Kandaswami et al.,

1992).



Genisteina Quercetina

Figura 36. Estruturas da genisteina e da quercetina.

- O derivado flavonil(5—a)acético na presenca de HCI, Figura 37, revelou atividade in
vitro nas células L1210 e in vivo contra varios tumores sdlidos, como adenocarcinoma

de mama e de colon (Bibby et al., 1991; Moilanen et al., 1998).

HOOC-CH,

Figura 37. Estrutura da flavonil(5—a)acético.

Também o derivado sintético de flavondide, o &cido 5,6-dimetilxantenona, apresentou

atividade contratumores sélidos (Moilanen et al., 1998).



Alguns flavonoides, entre os quais a quercetina (Figura 36), quercetagenina e 0

canferol (Figura 38) inibem a replicagdo do virus, como o HIV-1 devido a inibir a atividade

da HIV integrase (Fesen et al, 1994).

Quercetagenina Canferol

Figura 1.38. Estrutura da quercetagenina e do canferol.

- A quercetina inibe o crescimento de células de cancer de ovério, possivelmente através

da interacdo com sitios de ligacdo para o estrogénio nessas células (Scambia et al.,

1999).

- Biflavon6ides como a amentoflavona, tém atividade protetora do figado (Anand et al.,

1992).

1.2.6.2.2.1. Biflavondides
O acoplamento oxidativo de duas unidades de flavonGides aparece na literatura como
postulacdo biossintética dos biflavondides. Os biflavondides descritos na literatura

encontram-se classificados em quatro grupos: biflavonas, flavanona-flavona, biflavanonas e
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outros biflavondides, como o dimero flavona-isoflavona (Stafford, 1990). Cerca de cento e
trinta e quatro estruturas sdo conhecidas. A amentoflavona aparece com mais freqiéncia
nas plantas vasculares. Ocorre em Angiospermas e Gimnospermas, freqlentemente nas
folhas e na parte aérea do caule. Atribue-se aos biflavondides a funcdo de resisténcia das
plantas a invasdo de microorganismos e a de repelir insetos (Harborne et al., 1975;

Stafford, 1990).

1.2.6.2.2.2. Mecanismo de acdo

O grande nimero de atividades dos flavondides sugere o envolvimento de vérios alvos.

Poucos trabalhos descritos na literatura referem-se a interacdo direta de flavondides
com o DNA. Estudos da interagdo por RMN do 7-0-nechesperidosilcanferol com a
sequéncia do promotor de DNA de E. coli, evidenciaram a formagdo de pontes de
hidrogénio com o sulco menor do DNA (Nerdal et al., 1993). A cisdo mediada por Cu™ do
DNA na presenca do flavonoide epicatequina também foi observada (Chrisey et al., 1988).

Os isoflavondides (e.g. genisteina e biochanina A) e, flavondides (e.g. tangereting)
suprimem o crescimento de células tumorais in vitro através da ativagdo de uma via de
transducdo de sinal, que produz a morte da célula por apoptose (Yanagyhara et al., 1993;
Hirano et al., 1995).

Alguns flavondides como a genisteina e a quercetina (Figura 36) sdo inibidores das

DNA topoisomerases (Chen & Liu, 1994; Boege et al., 1996; Capranico et al., 1997).
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Flavondides, como o flavonil(5—a)acético derivado da flavona (Figura 37),
estimulam a atividade tumoricida de macréfagos residentes e ativados no peritbneo de
camundongos. Também aumentam a sintese de éxido nitrico e de certas citocinas in vitro e
in vivo. A expressdo de mRNA para o TNF e a sintese de TNF e de NO foi detectada em
macréfagos e no bago de camundongos tratados com flavonil(5—ao)acético. Porém, na
presenca de inibidores da oxido nitrico sintase verificou-se que o0 NO ndo € um componente
significante no mecanismo antitumoral (Bibby et al., 1991; Moilanen et al., 1998).

Recentemente, um novo alvo para os flavonoides foi obtido apds a inibicdo da
polimerizacdo da tubulina pelo derivado 3,6,4-trimetoxi-5,7,3-triidroxiflavona (Beutler et

al., 1998).

1.2.6.2.3. Terpendides

1.2.6.2.3.1. Definicéo e funcéo

Os terpendides sdo produtos naturais encontrados amplamente em plantas, fungos,
organismos marinhos e em feroménios de insetos. Cerca de vinte mil terpendides j& foram
isolados. Estes bioprodutos sdo derivados de unidades do isopreno, unidade precursora com
cinco carbonos, obedecendo ao que se chama "regra biogenética do isopreno”. A unidade
isoprénica € formada do acido meval6nico oriunda do acetato (acetil coenzima A). Na
formac@o dos terpendides, as unidades de isopreno encadeam-se através de reacdo cabeca-
cauda, sendo o numero de unidades (C.), presentes no terpendide usado para a

classificagdo: hemiterpenos (C.), monoterpenos (C,,), sesquiterpenos (C,:), diterpenos
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(Cy), sesterpenos (C,), triterpenos (C,), e tetraterpenos (C,) (Geissman & Crout, 1969;
Dewick, 1998).

Os terpendides desempenham vérias funcbes nas plantas tais como: fitoalexinas,
repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica, agentes de defesa contra herbivoros,
ferormonios, horménios vegetais e moléculas de sinalizacdo (Geissman & Crout, 1969;

Dewick, 1998).

1.2.6.2.3.2. Biossintese

De modo geral a biossintese inicia-se com a participacdo de 3 moléculas de acetil
coenzima A que apds algumas etapas envolvendo NADPH e enzimas, leva a formagdo de
acido R-meval6nico. Apds algumas etapas catalisadas por enzimas e na presenca de ATP,
ocorrem fosforilaces, levando a formacdo de pirofosfato de isopentenila (IPP). O IPP
forma pirofosfato de dimetilalila por acdo de enzimas. A reagdo envolvendo dimetilalila e
IPP produz o pirofosfato de geranila (C,,), 0 precursor de monoterpendides. A seqiiéncia
enziméatica converte o pirofosfato de geranila em pirofosfato de farnesila (C,;) e em
pirofosfato de geranilgeranila (C,), precursores de sesquiterpenodides e diterpenoides,

respectivamente (Geissman & Crout, 1969; Dewick, 1998).

1.2.6.2.3.3. Diterpenos
Os diterpenos compreendem um grupo de compostos C,, de diversos tipos, derivados
do pirofosfato de geranilgeranila e reaces subseqientes Os diterpendides podem ser
aciclicos ou ciclicos e ocorrem em diferentes estados de oxidacdo (Geissman & Crout,

1969; Dewick, 1998).
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Os diterpenos respondem por diversas atividades biolégicas, como o0s hormdnios
vegetais giberilinas que estimulam o crescimento de plantas. O é&cido abiético, Figura 39,
protege as plantas de infeccbes e ataques de insetos. No entanto, os ésteres de forbol, como
0 13-O-acetil-12-O-miristilforbol, Figura 39, sdo capazes de provocar tumores devido a
ativacdo da proteina cinase C, responsavel pela fosforilacdo de varias proteinas. Outro
diterpeno, a forscolina, Figura 39, ativa a adenilato ciclase, sendo usada em clinica contra a

asma e miocardiopatias (Geissman & Crout, 1969; Robbers et al., 1997; Dewick, 1998).

o

CH3(CHZ)1A

O

éozH
Acido abiético 13-0O-acetil- 12-O-miristilforbol forscolina

Figura 39. Estruturas do é&cido abiético, do 13-O-acetil-12-O-miristilforbol e da
forscolina.

O extrato obtido de folhas da Ginkgo hiloba L., planta da familia Ginkgoaceae, €
usado para prevencdo de doengas vasculares. Tal extrato é uma mistura complexa de
componentes contendo lactonas diterpénicas e flavonoGides. Estes diterpenos lactdnicos,
chamados gingkolidos, inibem o fator ativador de plaquetas, o que leva a melhora na

circulacdo do sangue (Geissman & Crout, 1969; Robbers et al., 1997, Dewick, 1998). Um
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dos componentes presentes é a biflavona amentoflavona, que pode atuar também como
antioxidante (Pratt et al., 1994; Joyeux et al., 1995).

Outro diterpeno que tem atividade significativa contra tumores metastéticos de mama
€ o taxol (paclitaxel), Figura 14. O taxol foi identificado como o agente antineoplésico
ativo obtido da casca do Taxus brevifolia por Wani et al., em 1971. O andogo taxotere
(Docetaxel), foi obtido, com maior solubilidade em &gua do que o taxol e com atividade

antitumoral significativa (Goodman & Gilman, 1996).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Modelo do tetramero pS3-DNA

CHO, Y., GORINA, S., JEFFREY, P. D., PAVLETICH, N. P. Science, v. 265,
p.346-355, 1994,
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1.3. Andlise das interacbes com a matéria por espectroscopia
1.3.1. Estado excitado

Max Planck e Albert Einstein evidenciaram que a radiacdo eletromagnética tém
propriedades ondulatéria e corpuscular (Rao, 1967). Ela é propagada através do espago, na
forma de onda, obedecendo a relagdo ¢ = v, onde:
v = fregléncia, ¢ = velocidade de propagagdo da luz no vécuo e A, = comprimento de onda
da radiacdo. Ao mesmo tempo, a absorcdo ou emissdo da radiacdo pela matéria ocorre
como quantidades discretas de energia (fotons). A energia do féton, E, pode ser calculada
pela equacéo:

E = hv = he/A (Equagdo 1) onde h = constante de Planck

A absorcdo da energia radiante nas regides do espectro visivel e ultravioleta depende
primariamente do nimero e arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes (Rao,
1967). Os comprimentos de onda de absor¢do maxima de um composto fornecem um meio
de identificar o cromo6foro que ele contém. Em geral os espectros sdo modificados pela
presenca de varios grupos atdbmicos. Tais substituintes tém efeito em deslocar as bandas de
absorcdo para comprimentos de onda mais longos (Suppan, 1994).

Quando a radiacdo eletromagnética na regido do UV e do visivel incide sobre a
molécula contendo ligagdes multiplas, ela sofre excitacdo por absor¢do de um féton de
energia suficiente para produzir uma transicdo do estado fundamental para um estado
excitado. Uma porc¢do da radiacdo € absorvida, que depende do A da radiacdo e da estrutura

do composto. A absorcdo da substéncia é devida a diferenca de energia da radiacdo entre



os elétrons na orbital de menor energia e 0 de maior energia que pode ser calculada pela
Equacdo 1. Moléculas de substancias contendo ligacbes multiplas conjugadas absorvem |uz
em maiores comprimentos de onda

Quando uma molécula absorve luz, um elétron é excitado de seu orbital molecular
ocupado de mais ata energia (HOMO) para o orbital molecular ndo ocupado de menor
energia (LUMO). Em geral, o HOMO corresponde a um orbital ligante © e o LUMO
representa o primeiro orbital antiligante n*. O A de absor¢do maxima € determinado pela
diferenca de energia entre esses dois niveis. Assim, se a diferenca de energia for grande
entre os dois niveis energéticos HOMO e LUMO, a energia necessaria para a transicao
eletronica aparece em regido de menor A do que para outro composto em que a diferenca
entre esses dois niveis for menor. Quanto maior o numero de ligacBes duplas conjugadas
maior o A da transicdo eletronica. A diferenca de energia do HOMO e LUMO é refletida
em seu espectro de absor¢do. Compostos que tém ligagdo dupla como a carbonila C=0
absorvem luz no UV, correspondendo a excitacdo dos elétrons ndo ligantes (n) do atomo de

oxigénio, para o orbital n* (n— w*), (Silverstein et al., 1981; Streitwieser et al., 1992).

1.3.2. Leis de Lambert-Beer

O tratamento quantitativo da absorcdo de energia radiante pela matéria depende da Lei
de Lambert- Beer (Coxon & Halton, 1987; Streitwieser et al., 1992). Incrementos
sucessivos no numero de moléculas de igual poder de absor¢do situadas no percurso de um
feixe de radiacdo monocromética, absorvem iguais fracbes da energia radiante que o0s

atravessa. Em termos de célculo podemos escrever:
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log I/, = A = elc, onde A = absorbancia, |, = intensidade da luz transmitida,
lo = intensidade da luz incidente, ¢ = constante de proporcionalidade, constante de extingdo

ou ainda absortividade (uma propriedade da substancia), 1 = comprimento do percurso (em

geral em cm), e ¢ = concentragdo, pode ser em molaridade, ou em %, etc..

1.3.3. Interacdes com a matéria: Espectros atébmicos

Uma molécula tipica apresenta um estado fundamental denominado de singleto
chamado So, que representa sua condi¢cdo norma ndo excitada. Quando a molécula absorve
energia o0 processo é chamado excitacdo. A molécula passa do estado de energia minima,
estado fundamental, para um estado excitado de maior energia.

As regibes do infravermelho, visivel e do ultravioleta, podem envolver excitacdo
rotacional, vibracional ou de energia eletronica. Com o diagrama de Jablonski, Figura 40,
visualiza-se os diferentes niveis de energia da molécula. Podem existir duas séries de
estados excitados, as séries singleto, S;, S,, S, e as séries tripletos T,, T,, T, Um nivel
tripleto geralmente apresenta menos energia que o correspondente singleto. Essas duas
séries se referem a uma diferenca no spin eletrébnico dos &omos em varios niveis. A cada
nivel eletrénico (S ou T) se associa uma série de subniveis vibracionais e de rotacdo dos
atomos dentro da molécula. A energia total da molécula corresponde a soma de suas

energias eletronica, vibracional e rotacional (Barton, 1986; Streitwieser et al., 1992).
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Diagrama de Jablonski

A Sn
— Estados vibracionais excitados
S, ¥/
Cl
. — T,
Energia o l 1
S, CIS
4
Fluorescéncia
T,
SO - : ‘ R R A

Figura 40. llustracdo das transices entre niveis de energia molecular durante a absorcéo
da luz, fluorescéncia e fosforescéneia. A absor¢do de um féton produz excitacdo (A) do
estado fundamental (S;) para um estado excitado (S, ou S,). Do estado S,, S, pode ser
rapidamente alcancado por conversdo sem radiacdo (Cl). A energia decai ao nivel de
energia vibracional mais baixo de S1 por relaxamento vibracional. A fluorescéncia €
produzida por transicao radioativa entre estados do mesmo spin, por exemplo de S, para S,
Quando ocorre cruzamento intersistema (CIS) de S, para T,, pode-se ter a fosforescéncia
que é a emissdo por transicdo radioativa entre estados de spin de niveis de energia
diferentes (T, para S;)). S = estado singleto, T = estado tripleto (adaptado de Skoog &
Leary, 1992).
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1.3.4. Espectroscopia de Fluorescéncia

A luminescéncia € um método 6tico no qual as moléculas em andlise sdo excitadas
para dar um espectro de emissdo de fotons, fendmeno que fornece informacgBes sobre uma
mol écula em estudo.

Diferentes tipos de luminescéncia sdo conhecidos. De acordo com a causa da
excitagdo e a natureza das transicdes eletrébnicas envolvidas, pode-se observar a
fluorescéncia e a fosforescéncia (Barton et al., 1986; Suppan, 1994). A fluorescéncia € uma
propriedade das substéncias, de modo que quando irradiadas com luz de comprimento de
onda curto uma parte da luz é absorvida e outra parte da energia da luz absorvida é
irradiada como luz, em gera de comprimento de onda mais longo (Figura 40). A luz
incidente é descrita como luz de excitagdo, enquanto que a fluorescéncia € também
chamada luz emitida. Muitos compostos organicos quando irradiados com luz ultravioleta,
apresentam fluorescéncia no espectro visivel.

Como visto na Figura 40, a fluorescéncia difere da fosforescéncia porque a transi¢éo
de energia eletronica responsavel pela fluorescéncia ndo envolve uma alteracdo no spin do
elétron, por exemplo de S, para S, tendo tempo de vida curta (< 10° s). Em contraste na
fosforescéncia ocorre alteragdo no spin do elétron, por exemplo de T, para S, antes de
emitir a radiacdo tendo tempo de vida de vérios segundos ou mais. O final do espectro de
emissdo de fluorescéncia de comprimento de onda menor normalmente se superpde ao final
de comprimento de onda maior do espectro de absor¢cdo que origina a excitagdo. Sendo
assim na fluorescéncia o espectro de excitacdo é a imagem especular do espectro de

emissdo como se verifica na Figura 41.
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Figura 41. Espectros de absor¢éo e de fluorescéncia (adaptado de Rost, 1992).

O mecanismo do processo de absorcéo-emissdo foi descrita por Stokes, em 1852. O
deslocamento de Stokes é definido como a diferenca entre 0 maximo da luminescéncia em
relacdo ao do espectro de absor¢do relacionado (Figura 41). Esse deslocamento varia
quando a geometria da molécula € diferente entre o estado fundamental e o estado excitado.
Por exemplo, esse deslocamento aumenta com a polaridade do solvente quando o estado

excitado tem um momento dipolar relativamente alto (Suppan, 1994).

1.3.4.1. Estrutura e fluorescéncia
A fluorescéncia da molécula é dependente de sua estrutura e do meio onde se encontra,
sendo influenciada pelo pH, forca ibnica, temperatura, viscosidade ou rigidez do meio e

ligacdo & macromoléculas. Muitas moléculas organicas e algumas inorganicas Sao



fluorescentes. Os compostos organicos possuindo estrutura planar, rigida e contendo
sistema conjugado (elétrons m ligados mais fracamente do que os elétrons G) revelam
transicbes eletronicas de elétrons w ligantes para antiligantes w* através de absor¢do de
energia (féton). A maioria dos compostos organicos fluorescentes sdo carboarométicos ou
heteroarométicos. Em solucdo, a maioria dos hidrocarbonetos arométicos ndo substituidos
tém fluorescéncia forte na faixa ultravioleta ou visivel (Skoog & Leary, 1992; Suppan,
1994).

Para caracterizar a emissdo fotoexcitada de moléculas em um sistema complexo,
determina-se a distribuicdo espectral, o rendimento de foétons, tempo de vida do estado
excitado e a polarizagdo da emissdo de fluorescéncia como funcdo do comprimento de
onda de excitacdo. As técnicas surgiram em 1920, na época em que a teoria quantica
revelou a origem da emissdo da fluorescéncia e deu a primeira explicacdo das
caracteristicas da emissdo de luz. O rendimento quéntico € a relagdo entre os quanta
absorvidos e as moléculas dos produtos fotoquimicos (Coxon & Halton, 1987; Skoog &

Leary, 1992).

1.3.4.1.1. Efeito da concentracdo na intensidade da fluorescéncia
A intensidade da radiacdo fluorescente (F) € proporcional a intensidade da radiacéo
excitante que € absorvida pelo sistema,
F=K(P - P),
Onde Po = intensidade da radiacéo incidente na solucdo e P = intensidade ap0s atravessar

o0 meio. A constante K' depende da eficiéncia quantica do processo fluorescente. Para
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relacionar F com a concentracdo ¢ da particula fluorescente, usa-se a lei de Lambert-Beer
naforma:

P= P X 10 ™ onde & = extingdo molar da molécula fluorescente e indica a probabilidade
datransicéo.

Assim, um grafico de F de uma solugdo contra a concentracdo da espécie que emite deve

ser linear em concentragéo baixa, obtendo-se o valor de K (Suppan, 1994).

1.3.4.1.2. Fatores que afetam a fluorescéncia
1.34.1.21. pH e temperatura

Os compostos fluorescentes revelam dependéncia do pH de uma solugdo sendo muitas
vezes acentuada e requerem procedimentos geralmente cuidadosos de tamponamento. A

quantidade de fluorescéncia € dependente também da temperatura

1.3.4.1.2.2. Supressdo

A fluorescéncia pode ser afetada por fatores fisicos e quimicos. A absor¢cdo parcial da
luz fluorescente pode ser afetada por algum componente presente na solucdo. A SUpressséo
pode ser efetuada por transferéncia de energia através da colisdo de moléculas excitadas da
substancia fluorescente com moléculas do solvente ou de outros solutos, resultando em
mecanismos paral elos ndo radiantes para voltar ao estado fundamental.
Processo geral:
M* + Q > M + Q (+ energia)

Onde: moléculaexcitadaM* por moléculaQ (o supressor).
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Assim, observa-se véarios tipos de supressdo: transferéncia de energia, transferéncia

de elétron, paramagnética, concentracdo, efeito do a&omo pesado, estdtica e dinamica

1.3.4.1.2.3. Transferéncia de energia
Se a molécula supressora Q tem um estado excitado Q* menor do que M* a energia de
excitacdo pode ser transferida de acordo com M* + Q - M + Q*.

Desativacéo radioativa ou ndo radioativa de Q* para Q completa o processo de supressao.

1.3.4.1.2.4. Supressdo por transferéncia de elétrons

Em uma reacdo de transferéncia de elétrons entre duas moléculas neutras por exemplo
que podem formar um par i6nico, se uma das moléculas neutras excitada é desativada, 0
processo surge €omo supressdo se 0 par ibnico recombina para voltar ao estado
fundamental neutro:

M*+ Q> M"+Q — M+ Q (+ energia)

1.3.4.1.2.5. Supressdo paramagnética
Campos magnéticos externos provenientes da substancia podem aumentar o
acoplamento spin-Orbita. Assim, o oxigénio molecular *0O2 é uma espécie paramagnética

com estado fundamental tripleto e € o supressor paramagnético mais conhecido.
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1.3.4.1.2.6. Supressdo por concentragao
Foi observado que em muitos casos, 0 rendimento quantico de luminescéncia obtido
em solugcdo diminui quando a concentracdo do soluto aumenta. O processo pode ser
representado:
M*+ M - M + M (+ energia)
A molécula M no estado fundamental se comporta como supressor para a molécula
excitada M*. O mecanismo da supressdo por efeito da concentragdo ainda néo foi

esclarecido.

1.3.4.1.2.7. Efeito de atomo pesado
O efeito de &omo pesado ocorre quando um atomo de peso atémico elevado encontra-
se diretamente ligado a molécula com propriedades luminescentes, produzindo efeito

interno ou no seu ambiente.

1.3.4.1.2.8. Supressdo estatica e dinamica

Sendo a supressdo um processo bimolecular, as moléculas M* e Q devem manter um
contato proximo, mas ndo necessariamente pelas forcas de van der Waals (Suppan, 1994).
Um dos modelos tedricos adotado para caracterizar a supressdo aparece no grafico de
Stern-Volmer: as moléculas M* e Q podem entrar em contato através do movimento de
difusdo ao acaso. O rendimento quantico de luminescéncia € previsto pela equacdo de
Stern-Volmer (Sen & Maiti, 1994; Suppan, 1994):

I/l = 1+ Ksv[Q],
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l, e | sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor,
respectivamente, Ksv = constante de supressdo de Stem-Volmer e [Q] = concentracdo do
SUpressor.

O gréfico de Stern-Volmer deve ter uma interse¢do no eixo de y no valor unitario
quando a concentmcéo do supressor € zero. Quando o grafico ndo é linear, 0 mecanismo da

7

supressdo é mais complexo.
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1.4. Interacdo de drogas com os é&cidos nucléicos

Os é&cidos nucléicos interagem com outras moléculas. A transcricdo e a traducdo do
DNA requer sistemas enziméticos para a leitura da informacdo genética (Alberts et al.,
1994). O controle genético também ocorre através de substancias que se ligam a regides
especificas da molécula do DNA. Por exemplo, a regulacdo da transcricdo € mediada em
parte pela atividade promotora de proteinas que se ligam a sitios especificos no DNA
(Lodish et al., 1995). A dafinidade dessa interacdo pode ser medida pela constante de
equilibrio da reacdo (Pommier et al., 1987, Carpenter & Kneale, 1994). A maioria das
drogas usadas em cancer interagem com o DNA, alterando a sua estrutura e fungdo. O
estudo da interacdo de DNA com ligantes € um dos meios promissores para caracterizar

drogas sintéticas e naturais com melhor especificidade e seletividade de acdo (Bloomfield

et al., 1974).

Essa interacdo pode ocorrer de varias maneiras:
a) Os grupos fosfato no DNA com carga negativa podem interagir eletrostaticamente com
fons positivos e dipolos. Esta maneira de ligagdo ndo é seletiva
b) Por intercalacdo cléssica. Os trabalhos pioneiros de Michaelis, em 1947, revelaram a
ligagdo de corantes no DNA com possivel atividade quimioterdpica. O processo de
intercalacdo no DNA foi inicialmente estabelecido para as fenantridinas, por Peackoke e
Skherrett, e para as aminoacridinas, por Lerman na década de 60. O comportamento desses
ligantes é considerado cléssico (Waring, 1970; Waring, 1981). O modelo proposto para a
intercalacdo considera as seguintes caracteristicas:

i. O sistema planar da unidade aromatica policiclica da droga deve se empilhar entre os

pares de bases puricas e pirimidicas, onde podem estar envolvidas ligagdes hidrogénio,
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transferéncia de carga e forcas de van der Waals. Portanto, o plano do croméforo aromético
deve ser paralelo ao dos pares de base (mais ou menos perpendicular ao eixo da hélice).
Ocorre entdo ateracdo no angulo de rotacdo da hélice do DNA. O esguema proposto para a
intercalacdo da droga proflavina com o DNA esta representado na Figura 42 (Waring,
1968).

ii. Drogas intercalantes tém demandas estéticas e eletrbnicas. A estabilizacdo adicional
vem da interacdo eletrostatica forte entre os grupos do ligante com carga positiva e 0s
grupos fosfato com carga negativa do DNA.

c) Ocorre especificidade, em geral, para ligagdo a sequéncias ricas em guanina-citosina no

DNA, que favorece a coplanaridade na interagdo ligante-DNA (Waring, 1981).

(a) (b)

Figura 42. Modelo da estrutura do DNA norma (a) e o DNA contendo moléculas de
proflavina intercaladas (b), adaptado de Waring, 1968.
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1.4.1. Técnicas para verificar a intercalagdo

O critério mais aceito para caracterizar a intercalagdo do DNA com drogas (LePecq &
Paoletti, 1967; Bloomfield et al., 1974; Waring, 1981; Nandi & Maiti, 1985; Barton €t al.,
1986; Nandi et al., 1990; Nandi et al., 1991), tem por base a utilizagdo de técnicas diretas
que medem 0s parametros:

a) A medida do comprimento do DNA na presenca e na auséncia de drogas por
autoradiografia, microscopia eletronica e difracéo de raios-X.

b) Medida do efeito no estado superhelicoidal do DNA apo6s a ligacdo da droga no DNA
circular; a quantidade de droga intercalante ligada altera o estado superhelicoidal. Pode ser
observado por medidas do coeficiente de sedimentagcdo, por viscosidade e por mobilidade
em gel.

c) Caracteristicas fisico-quimicas, como a medida da constante de ligacdo de &cidos
nucléicos e ligantes. Essa constante de ligacdo pode ser obtida através de espectrometria no
UV e por fluorescéncia.

A espectroscopia de fluorescéncia € uma das técnicas Oticas usadas para estudar
biomoléculas com tempo de vida longo no excitado, envolvendo periodo de vida suficiente
para que uma variedade de interagbes quimicas e fisicas possam acontecer antes da
emissdo. O tempo de vida depende de orientagdo do solvente, formacdo de complexo e
transferencia de prétons e de energia do estado excitado de um croméforo para outro
(Urano et al., 1991; Kumar & Asuncion, 1993; Sen & Maiti, 1994).

Para as andlises de absor¢do no UV e por fluorescéncia pode-se aplicar a equagéo e o
grafico de Scatchard (Scatchard, 1949) para calcular a constante intrinsica de ligacdo K,

que é usada na medida da eficiéncia de ligacdo de substancias que estdo sendo investigadas
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e 0 DNA (Scatchard, 1949; Bloomfield et al., 1974; Nandi et al., 1990). Para a andlise da
eficiéncia de ligacdo do ligante com o DNA por fluorescéncia pode-se também aplicar a
equacdo e o gréfico de Stern-Volmer para calcular a constante de supressdo de Stern-

Volmer, Ksv (Scatchard, 1949; Nandi et al., 1990; Sen & Maiti, 1994).
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1.5. Morte celular

A homeostasia celular ¢ regulada por um balango envolvendo a proliferagdo, parada de
crescimento € morte celular. No estudo das neoplasias deve-se incluir o conceito de morte
celular. Ocorrem duas formas diferentes de morte celular, a apoptose e a necrose. A
apoptose, a morte celular programada, ocorre por estimulos fisiolégicos mas, também, pode
depender de outros estimulos (Wyllie e al., 1980; Hall & Lane, 1994; Ramachandra &
Studzinski, 1995; Wyllie, 1997). Na Figura 43 estd apresentado um diagrama com as

diferengas ultra-estruturais seqiienciais na apoptose € na necrose.

Desintegracao celular
NECROSE &
(? ptl 5
. . .
D N,

v 8 Corpos apaptaticos Macréfago
e @ 1 e -
célula normal M S & i 3 )

= 8 » Vi : )
W - o\ o -
APOPTOSE

Figura 43. Diagrama ilustrando as alteragles ultra-estruturais seqiienciais na
apoptose € na necrose. Uma célula normal € mostrada na figura a esquerda. O inicio da
apoptose ocorre pela compactagéo da cromatina, etapa 1, fragmentagdo nuclear e formagdo
de protuberéncias e corpos apoptoticos, etapa 2, que sdo fagocitados, etapa 3. Os sinais de
necrose incluem aglomeragdo da cromatina em massas mal definidas, tumefagio das
organelas, etapa 4 e, posteriormente, dano a membrana, etapa 5 (adaptado de Atlas, 1996).
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1.5.1. Neerose

A necrose depende de uma série de alteragdes morfoldgicas tanto nucleares como no
citossol, que se seguem a morte celular em um tecido vivo, resultante, em grande parte, da
acdo degradativa de enzimas sobre a célula lesada (Figura 43). O conteldo celular é
liberado no fluido extracelular, produzindo um efeito irritante nas células vizinhas com

inflamagéo (Cotran et al., 1994).

1.5.2. Apoptose

Muitas vezes, 0 termo apoptose € usado como sindnimo de morte celular programada
(Wyllie, 1997). Kerr et al., em 1972, propuseram 0 nome de apoptose para descrever a
estrutura celular onde as massas nucleares tinham a cromatina condensada e as organelas
ndo alteradas. A apoptose € um processo dependente de energia levando a morte celular
que é definida por ateracbes morfoldgicas responsaveis pela condensacdo da cromatina e
formacdo de vesiculas no citoplasma digeridas por fagdcitos profissionais, como o0s
macréfagos, que atuam durante o desenvolvimento e crescimento de tecidos normais,
produzindo pouca inflamagdo. Alteragdes bioquimicas envolvendo a apoptose incluem:
ateragdes na membrana da célula com o aparecimento de fosfatidilserina na superficie
exterior e expressam marcadores que podem ser agUcares que as fazem ser identificadas por
macrofagos; ocorre modificagbes nucleares, como a quebra endonucleotidica da cromatina
que produz fragmentos grandes de DNA, variando de 50 a 300 kb, dando origem
posteriormente a fragmentos menores de oligonucleossomos com cerca de 180 pares de

bases nucleotidicas (DeVita et al., 1997; Wyllie, 1997; Leist & Nicotera, 1998).
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A apoptose pode ocorrer para a delecdo de células no desenvolvimento normal,
organogénese, funcionamento imune e crescimento do tecido. E pode ser desencadeada por
retirada de fatores de crescimento, mas também pode ser induzida por estimulos
patolégicos como adicdo de compostos xenobidticos por exemplo, drogas e por radiacdo y

(Cotran et al., 1994; Ramachandra & Studzinski, 1995; Illidge, 1998).

1.5.3. Critérios para distinguir apoptose e necrose

A apoptose e a necrose podem ser diferenciadas por critérios morfoldgicos e/ou
bioquimicos. A morfologia, por microscopia 6tica ou €eletrénica, € ainda um critério muito
usado quando se examina tecidos e a condensacdo do nicleo é facil de se visualizar. O
método classico em bioquimica para se visualizar a apoptose nas células € a presenca de
fragmentos oligonucleossdomicos de DNA, que podem ser observados por eletroforese em
gel de agarose mostrando padréo caracteristico em escada do fragmento de DNA ("DNA
ladder"), enquanto que a necrose mostra 0 DNA com aspecto difuso. As observacdes de
que o DNA mitocondrial esté intacto nos estégios iniciais da apoptose fornecem uma base
para quantificar a apoptose por este método. O aumento da permeabilidade da membrana
das células em processo de apoptose podem ser demonstradas por corantes, como azul de
tripan porém, é inespecifico (Cotran et al., 1994; DeVita et al., 1997, Wyllie, 1997). Na

Tabela 1 estdo apresentados os critérios mais utilizados para distinguir apoptose de necrose.
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al.,

Tabela 1. Algumas caracteristicas da apoptose e da necrose (adaptado de Cotran et
1994).
Caracteristicas Apoptose Necrose
Estimulo Fisiologicos e patologicos Hipoxia e toxinas
Histologia Células isoladas Tumefagio celular

Mecanismos de
degradaciio do DNA

Cromatina nuclear

Reacdo do tecido

Condensagio da cromatina
Corpos apoptoticos
Quebra internucleossomal com
formagdo de corpos apoptoticos
Ativagfo génica

Endonuclease

Compactagéo com massas densas

Sem inflamagio

Fagocitose de corpos apoptoticos

Rompimento de
organelas
Aleatorios, deplegio
difusa de ATP
Lesdo da membrana
Dano por radicais
livres

Aglomeragdo da

cromatina em massas ¢

mal definidas

Inflamag&o

1.5.4. Mecanismo e regulacdo da apoptose

O processo da morte celular na apoptose aparece como resultado da interacdo entre um
estimulo iniciador, que pode ser uma conseqiiéncia fisiolégica ou o resultado de injdria que

afeta a célula e ocorrem antes da perda da integridade celular, e fatores que determinam a
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suscetibilidade da célula a ativacdo dos eventos celulares finais, j4 observando-se a
morfologiacaracteristicada apoptose (Wyllie, 1997).
Os mecanismos e fatores conhecidos incluem (Figura 44):

- A ativacdo de proteases dependentes da concentracdo de céalcio como a calpaina
também podem degradar o citoesqueleto celular (Cotran et al., 1994).

- Existem vérias endonucleases, como as estimuladas pelo aumento do célcio citossdlico,
que causam a fragmentacdo do DNA; as dependentes de Ca’/Mg™", as ativadas s6 por
Mg® que induzem apoptose em células tratadas por drogas, as ciclofilinas e as
desoxirribonucleases (Y oshidaet al., 1998).

- A ativagdo de transglutaminase, que parcialmente contribui para as alteracbes da forma
e do volume; fagocitose mediada por receptores nos corpos apoptéticos (Cotran et al.,
1994).

O mecanismo de ativacdo da apoptose € complexo e controlado por genes mediadores,
que podem estimular ou inibir o processo. Em alguns casos a transcricdo génica e a sintese

de proteinas sao necessérias para a inducao da apoptose (Kaufman, 1989; Wyllie, 1997).
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Figura 44. Eventos associados com a apoptose (adaptado de Cotran ef al., 1994).

Um dos mecanismos existentes no organismo vivo contra a transformagfio maligna é a
eliminagdo de células defeituosas por apoptose. Este mecanismo aparece induzido nas
células quando o DNA estd danificado. A maior parte das células contém proteinas
reguladoras e outros fatores que podem inibir ou ativar a apoptose, como se verifica na
Figura 44. O gene p53 normal pode induzir a apoptose enquanto que o gene bcl-2 inibe a
apoptose. Quando as células T ativadas matam outras células, ocorre a ativagdo da apoptose
na diregdo de seus alvos. Muitos cdnceres humanos tém mutagio em seus genes que

controlam o ciclo celular como p33, Rb, mdm?2, e outros (DeVita et al., 1997, Lane & Hall,

1997).
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As radiagbes ionizantes, drogas citotoxicas, célcio, gene p53 normal, sinais de
crescimento celular, infeccdo viral e a morte celular por linfécitos citotoxicos aparecem
entre 0S processos que ativam a apoptose. Entre os processos que inibem a apoptose temos:
a retirada de fatores de crescimento, inibidores de proteases, baculovirus 35 e 0 gene bcl-2
(Cotran et al., 1994; DeVita et al., 1997; Wyllie, 1997, Leist & Nicotera, 1998). Um
resumo desses processos estéd apresentado nas Figuras 44 e 45.

Os genes especificos que estimulam (ced 3,4) ou inibem a apoptose (ced-9) foram
identificados no desenvolvimento do nematddeo Caenorhabiditis elegans. Genes
homdlogos ocorrem nos mamiferos, como o gene bcl-2 que € homdlogo do ced-9 (Alberts
et al., 1994; Cotran et al., 1994; Wyllie, 1997). Desde o reconhecimento da semelhanca
entre a proteina ced-3 envolvida na apoptose no C. elegans e proteases contendo cisteina
em mamiferos como a protease ICE ("Interleukin 1-B converting enzyme"), foram
encontradas pelo menos dez proteases com cisteina. Essas enzimas tém especificidade para
0 &cido aspértico e sdo chamadas caspases (semelhantes a ICE), sendo sintetizadas como
pro-enzimas e encontradas no citoplasma (DeVita et al., 1997). As caspases sdo mediadores
das etapas finais da apoptose (Figura 45). O processo de ativacdo de caspases durante a
apoptose resulta na quebra de substratos, como a poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), as
proteinas laminas envolvidas na integridade do envelope nuclear, as proteinas actina e
fodrina que participam na organizagdo do citoesqueleto e a proteina do ciclo celular
retinoblastoma (Rb). Assim, tais biotransformacfes geram modificacbes na morfologia
caracteristica da apoptose. Os sinais adequados como fator de necrose de tumor e CD 95

(fasyAPO-1), ap0s se ligarem aos receptores na célula, promovem a morte celular através da
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ativacdo de varias caspases. A supressao da apoptose, protegendo a célula da morte, é
realizada pela acdo do gene ced-9 no nematddeo e, nos mamiferos a molécula homdloga é o
gene bcl-2 (Cohen, 1997; Wyllie, 1997; Cory, 1998). Algumas proteinas, relacionadas ao
gene bcl-2 inibem a apoptose (bcl-X,) enquanto que outras, induzem a apoptose (bax e bcl-
Xs), (DeVita et al., 1997). Outras proteases diferentes das caspases podem estar envolvidas
na morte celular (Kaufman, 1989; Hirano et al., 1995; Yoshida et al., 1998).

Embora nos ultimos anos tenha ocorrido progresso para a elucidacdo da ativacéo da

apoptose pelas caspases, 0os mecanismos da ativacdo por endonucleases sdo pouco

conhecidos (Yoshida et al., 1998).
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Figura 45. Regulagio da apoptose (adaptado de DeVita et al., 1997, Thornberry,
1997).

CDK - ciclinas cinases; Cpp32 =caspase 3;

CrmA= proteina viral que inibe a apoptose; Fas = produto do gene fas;

E1A = proteina do adenovirus;, E2F = fatores de transcri¢ao;

ICE = protease ICE (“Interleukin 1-f converting enzyme™); ICE,q-11 = caspase-5;
IL1-p = interleucina-f3; Mch2 = caspase 6; Mdm?2 = produto do gene mdm?2;

Myc = gene myc;, PARP = poli(ADP-ribose) polimerase;

p35 = proteina do baculovirus 35, inibe a apoptose;

PCNA = antigeno nuclear da célula proliferante; Rb — retinoblastoma;

TNFR = receptor de fator de necrose de tumor; TX = caspase 4.
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1.6. Gene supressor de tumor p53

O estudo de genes supressores de tumor iniciou-se com a descoberta do gene do
retinoblastoma Rb e, posteriormente, com a descricdo da proteina supressora de tumor p53,
que se ligava ao antigeno T do virus SV40 em 1979 (Mowat, 1998). Desde entdo outros
genes supressores de tumor foram encontrados como APC, NF1, WT-1. No entanto, os
genes Rb e p53 sdo os supressores que influenciam diretamente a progressdo do ciclo
celular em determinada fase. S6 nos Ultimos anos evidenciou-se que o gene norma p53 é
um regulador negativo ou supressor de tumor (Lane, 1994). Quase 50 % dos canceres
humanos contém mutacdo no gene p53, incluindo canceres de mama, célon, pulméo,
figado, prostata, baco e pele (Harris, 1993). Estes canceres sd0 mais agressivos e
consequentemente mais aptos no bioprocesso de metéstases. A proteina p53 com mutacéo é
um mau progndstico em cancer de pulmdo e mama. A maioria das mutacdes esta localizada
nas regides da porcéo central do gene p53, que codifica para o dominio de ligagdo no DNA
(exons 5 a 9) correspondendo as regides Il, IIl, IV e V da proteina, como resumido na

Figura46 (Harris, 1993; Ozbun & Butel, 1995)
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Figura 46. Mutagdes em tumores humanos que inativam a funcéo da proteina p53
(adaptado de Harris, 1993),

Mdm?2 = Proteina mdm2; Elb = proteina do adenovirus; E6 = proteina do virus do

papiloma; SV40T = proteina do virus SV40. As barras indicam as bases que sofreram
mutagdes (n=1361) nos cédons 175, 245,248, 249, 273 ¢ 282.

1.6.1. Gene p53- Aspectos estruturais e fun¢io

O gene humano p53 compreende 20 kb do DNA do genoma ¢ encontra-se localizado
no cromossomo 17 pl13.1. O gene de camundongo esta no cromossomo 11. Os genes de
camundongos € humanos tém 11 exons semelhantes, ocorrendo diferengas significativas em
10 introns (Figura 47). O primeiro exon aparece como ndo codificante em todas as espécies.
Encontra-se 0 mRNA p53 em grande quantidade em tumores murinos. A expressdo do
mRNA parece estar correlacionado com o estado proliferativo da célula. Na glandula
mamaria de camundongos, os niveis de mRNA do p53 sdo altos durante a gestagdo

(Donehower & Bradley, 1993; Selivanova & Wiman, 1995).



O mutante p53 age como oncogene dominante e coopera com O oncogene ras para
transformar células primérias. Além disso, a inser¢do de retrovirus inativa o gene p53 em
eritroleucemias de camundongo, significando que a perda do gene normal p53 pode

contribuir para a formagdo de tumor (Selivanova & Wiman, 1995).
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Figura 47. Gene supressor p53 com o0s exons de 1 a 11 (adaptado de Donehower &
Bradley, 1993).
1.6.2. Proteina p53
1.6.21.  Estrutura

A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear com 393 aminoacidos em humanos e 390
aminoacidos em camundongo. A homologia da seqiiéncia de nucleotideos no gene que
especifica esses aminoacidos revela 81%. A seqiiéncia do p53 € conservada nos
vertebrados, mas ndo foram encontrados homoélogos desta proteina nos organismos

eucaridticos inferiores (Donehower & Bradley, 1993; Ozbun & Butel, 1995).
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A proteina p53 age como um tetramero ou oligbmero de ordem maior. Essa proteina
se liga numa seqiiéncia especifica do DNA, bioadministra a transcricdo de varios genes e
fornece produtos protéicos capazes de regular o ciclo celular e a apoptose. A ocorréncia de
mutacdo na célula em um sb alelo da proteina pode afetar toda a atividade do p53.

A comparacdo das sequéncias de aminoacidos do p53 humano, camundongo e outros
animais revelou cinco dominios conservados da proteina denominados I, II, I, IV e V
(Figuras 46 e 48). Nos dominios de Il a V ocorrem 0 maior nimero de mutagdes nos seres
humanos. Com base na carga, a proteinaé subdividiaem regides:

- uma regido amino terminal (aminodcidos 1-75), que € &cida, interage com a maguinaria
da transcricio e serve como avo de proteinas celulares. E onde se encontra 0 dominio
de transativacgao.

- uma regido hidrofdbica rica em prolina (aminoacidos 75-150) e uma regido central
(aminoacidos 150-300) onde se encontra a regido de ligacdo especifica ao DNA. A
maioriadas mutacdes por ponto sdo encontradas nesta regiéo.

- Uma regido carboxila terminal basica (aminoacidos 265-390), que se correlaciona com
0os dominios de ligacdo ndo especifica ao DNA, sinais de localizagdo nuclear e
oligomerizacao.

A regido com funcdo de supressdo do crescimento abrange quase toda a proteina. A
proteina p53 é fosforilada em vérios residuos de serina, como estad mostrado na Figura 48

(Donehower & Bradley, 1993; Ozbun & Butel, 1995).
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Figura 48. Dominios e atividades da proteina p53 (adaptado de Donehower & Bradley,
1993)
1.6.2.2. Funcéo do p53 normal

Sob condicdes fisioldgicas, a proteina p53 normal tem tempo de vida de cerca de 20 a
40 minutos e ndo ha evidéncias de que seja necess&ria para a divisdo norma da célula
Uma vez que as células sejam expostas a agentes que causem dano ao DNA, como radiacéo
ionizante, UV ou muitas drogas quimioterapicas, ocorrem modificacbes pos-traducionais,
conferindo maior estabilidade da proteina que se acumula no nacleo (Cotran et al., 1994;
Lane, 1994; Selivanova & Wiman, 1995; DeVita et al., 1997). A p53 normal liga-se ao
DNA e faz com que as células parem na fase G1 do ciclo celular, tornando-se necessé&ria a
reparagdo para ndo ocorrer a morte celular por apoptose (Figura 49).

A decisdo da célula de parar 0 crescimento e reparar 0 dano ao DNA, ou induzir a
apoptose, ndo é bem conhecido, mas pode ser devido a intensidade da lesdo ao DNA, o

estégio do ciclo celular no qual a lesdo ocorreu, ou a existéncia de mecanismos de apoptose



em algumas células que fazem parte de seu desenvolvimento normal ou maturagiio, por
exemplo, células linfoides (DeVita et al.,1997).

Uma célula cancerosa, com p33 funcional é mais sensivel a quimioterapia do que uma
celula normal, porque mutagdes no gene ras conduzem a célula para a fase S do ciclo

celular, sobrepondo os mecanismos dependentes de p53 que levam ao reparo (Figura 49).

. Ras mutanie

Célula maligna

Figura 49. Funcdo do p53 na sensibilidade & quimioterapia em células normais e
neopldsicas. Exposi¢do das células normais, a esquerda, a agentes que causam dano ao
DNA resulta no aumento do nivel de p53 que induz a parada na fase G1 do ciclo celular.
Exposi¢do das células cancerosas, a direita, ao agente que causa dano ao DNA aumenta o

p53, mas o ciclo celular continua da fase G1 para S por ter o gene ras mutante. O resultado
¢ a apoptose (adaptado de DeVita et al., 1997).
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1.6.2.3. Modulac¢do da resposta da proteina p53 norma

Recentemente, foi verificado que a proteina p53 normal induz a expressdo de mdmz,
que seria um oncogene. A proteina mdm2 é uma fosfoproteina nuclear e contém um
dominio que se liga a proteina p53 na regido amino-terminal, formando um complexo p53-
mdm2. Essa interacdo blogueia a acdo do p53, talvez por inibir a ligacdo de fatores de
transcricdo ao dominio amino-terminal. Isso quer dizer que no controle da proteina p53 em
células normais, o complexo formado entre esta e a mdm2 sinaliza para que a p53 sga
degradada mediada por ubiquitina. Em células com DNA danificado ndo ocorre a formacao
do complexo e o p53 acumulado exerce a sua funcdo bioldgica, Figura 50 (Lane & Hall,

1997).
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Figura 50. Controle da funcdo de p53 pela proteina mdm2 em células normais e em
células danificadas (adaptado de Lane & Hall, 1997).
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Alguns tumores, como sarcomas, expressam em demasia a proteina mdm2, que se liga
ao p53 e aumenta a sua degradacdo. Esta descoberta abre novas possibilidades terapéuticas
para modular a resposta da proteina p53. Outros tumores inativam a funcéo do p53 através
de moléculas inibidoras. Uma infeccdo com o virus do papiloma humano proporciona a
expressao da proteina E6, que se liga a proteina p53 e ativa sua degradacdo dependente de

ubiquitina, podendo levar ao carcinoma cervical (Lane & Hall, 1997).

1.6.3. Genes reguladores da transducdo de sinal por p53

Estudos recentes elucidaram parte da acdo do gene p53, atuando como mediadora da
acdo de outros genes, como o gene p2l (DeVita et al., 1997). A proteina p53 ao se ligar a
sitios de ligacdo nas regiGes de transcricdo do DNA do gene p21 induz a expressdo da
proteina p21 (Figura 51). A proteina p21, pode formar complexo com o antigeno nuclear
proliferante da célula (PCNA), ou inibir a ativacdo das cinases dependentes de ciclinas da
fase GL/S. Quando estdo ativas, as cinases agem em outro gene supressor de tumor, o Rb,
que tem como produto a fosfoproteina nuclear pRb. A pRb quando hipofosforilada torna-se
ativa ao se ligar aos fatores de transcricdo, como a proteina E2F, e inibe a progressdo das
células da fase G1 para a fase S do ciclo celular impedindo a replicacdo celular (Figura 51).
Quando as células sdo estimuladas por sinais mitogénicos, as cinases dependentes de
ciclina fosforilam a pRb que se torna inativa no final da fase G1, liberando os fatores de
transcricdo, como E2F, que sdo essenciais para a proliferacdo celular. Esses fatores de

transcricdo se ligam entdo as regides reguladoras de outros genes como a ribonucleotideo
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redutase ¢ a dihidrofolato redutase que participam da sintese de DNA (Figura 51),
promovendo a entrada da célula na fase S do ciclo celular.

Nas células que t€m o p53 normal, apos o dano ao DNA, o nivel de p53 aumenta,
podendo ocorrer a ativagdo do gene p2/ que inibe a ativagio do complexo de ciclinas
dependentes de cinases, ndo ocorrendo a fosforilagdo de pRb. A pRb nio fosforilada liga-se
ao fator de transcri¢do e ndo ocorre a sintese de DNA, Figuras 51 e 52 (DeVita et al., 1997;

Lewin, 1997).

Nucleo

Figura S1. Célula apresentando nivel alto de pS3 (adaptado de DeVita e al., 1997).
DHEFR = dihidrofolato redutase; PCNA = antigeno nuclear proliferante da célula.
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Figura 52. Fosforilagdo da proteina Rb ¢ controlada no ciclo celular (adaptado de Lewin,
1997).
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1.7. DNA Topoisomer ases

As DNA topoisomerases sdo hecessérias para a viabilidade de todos os organismos
desde as bactérias até o homem, devido ao seu papel vital em vérios processos no
metabolismo do DNA, como transcricdo, replicacdo, recombinacdo e segregacdo dos
cromossomos durante a divisdo celular. As topoisomerases estdo envolvidas no controle e
na interconversdo de diferentes formas topoldgicas do DNA, por catalisar a quebra
concertada de uma ou de ambas as fitas. Elas alteram o estado topoldgico do DNA circular,
mas ndo a sua estrutura covalente (Liu, 1989, Schneider et al., 1990; Liu, 1994; Gupta et
al., 1995; Wang, 1996).

O interesse nas topoisomerases se deve a que, muitas drogas, intercalantes e ndo do
DNA com atividades antitumorais, antifingicas, antivirais e antibacterianas tém como avo
tais enzimas e influenciam etapas chaves do seu ciclo catalitico (Chen & Liu, 1994;

Capranico & Zunino, 1995; Capranico et al., 1997).

1.7.1. Classificacdo

Desde a descoberta da primeira topoisomerase, a DNA topoisomerase | de Escherichia
coli (ou proteina ), outras enzimas foram isoladas de células procaridticas e eucaridticas
(Wang, 1985). Com base na funcdo catalitica, as DNA topoisomerases sdo classificadas em
trés familias: tipo |, podendo ser do tipo I-A e I-B, tipo Il (Capranico et al., 1997).
a. Tipo | age por catalisar uma quebra transitoria em uma das fitas do DNA de hélice dupla,
passando uma fita intacta do DNA através da fita quebrada e entdo refazendo a ligacdo sem

necessitar de energia. As topoisomerases do tipo I-A incluem a proteina o de bactérias,
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topoisomerases 111 e a DNA girase reversa. A familia do tipo I-B inclui topoisomerases | de
eucariontes e topoisomerases do virus vaccinia.

b. Tipo Il age por catalisar uma quebra transitoria na fita dupla de DNA de um dos
segmentos do DNA e passa a outra hélice dupla de DNA sobre a fita quebrada apés o que
refaz a ligagdo, havendo necessidade de ATP. Incluem a DNA girase e a topoisomerase |1V

de procariontes e as topoisomerases Il o e Il B de mamiferos.

1.7.2. DNA topoisomer ases |

As DNA topoisomerases | de células eucafidticas sdo enzimas nucleares monomeéricas
de 100 kD. O gene humano foi clonado e esta localizado no cromossomo 20 12-13.2
(Asimakopoulos et al., 1994; Wang, 1994). A topoisomerase | relaxa o DNA
superhelicoidal positivo e negativo, e se liga preferencialmente a0 DNA de hélice dupla. A
enzima catalisa reversivelmente a quebra e religacdo da ligacdo fosfodiéster do DNA via
duas reacOes sucessivas de transesterificagdo, Figura 53 (Wang, 1994, Berger et al., 1996):

la. reacdo: Um grupo hidroxila do residuo de tirosina localizada no sitio ativo da
enzima ataca a ligagdo fosfodiéster no final 3' fosfato do DNA, formando uma ligacéo
covalente éster DNA-enzima e deixando um grupo hidroxila livre no aglcar do DNA.

2a. reacdo: O grupo hidroxila na desoxirribose no final do DNA rompido va atacar a
ligacdo enzima-DNA, refazendo a ligagdo fosfodiéster do DNA e liberando a enzima para

outras reagoes.
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l1a. reacio de transesterificacio
Rutura transitoria de uma fita de DNA por topoisomerase I
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Figura 53. Reag@o de transesterificagdo entre a DNA topoisomerase I € o DNA (adaptado
de Wang, 1994; Pommier et al., 1998).
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Recentemente, Stewart et al., em 1998, apresentaram um modelo para 0 relaxamento
do DNA por topoisomerase | que envolve um mecanismo de rotagdo controlada, no qual a
interacdo idnica entre 0 DNA e o dominio de ligacdo com a proteina regulam o processo de
enrolamento. A regulacdo da topoisomerase | € feita ao nivel da transcricdo e tradugdo. A
fosforilacdo e desfosforilacdo da enzima € um mecanismo importante in vitro mas, a sua
implicacdo in vivo ainda é desconhecida (DeVita et al., 1997; Berger, 1998).

Alguns trabalhos mostram que cancer de ovario, de cdlon e leucemia linfocitica

contém altos niveis de topoisomerase | e Il (Van der Zee et al., 1991).

1.7.3. DNA topoisomerases |l

Eucariontes inferiores, tais como a Drosophila melanogaster e Saccharomyces
cerevisiae tém s6 uma forma de topoisomerase Il, enguanto que células humanas e de
outros mamiferos apresentam duas diferentes isoformas, a forma o de 170 kD dimérica
localizada no cromossomo 17, e a forma B de 180 kD localizada no cromossomo 3 (Wang,
1996; DeVita et al., 1997). A andlise da seqiiéncia de aminoacidos mostrou que as
topoisomerases |l sdo evolucionariamente e estruturalmente relacionadas. Elas exibem
diferencas na localizacdo celular, na especificidade do tecido e sdo expressas
diferentemente em varios estagios do ciclo celular e durante o desenvolvimento. A reacdo
da topoisomerase Il com o DNA é dependente de ATP e de magnésio (Schomburg &
Grosse, 1986). A reacdo de transesterificacdo catalizada pela topoisomerase |1 sobre 0 DNA
€ semelhante a reacdo catalisada pela topoisomerase | (Chen et al.,, 1984; Chen & Liu,

1994; Wang, 1994).
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1.7. 4. Drogas antitumorais inibidoras de DNA topoisomerases

Os inibidores das DNA topoisomerases compreende um grande nimero de substancias
de diferentes estruturas. A maioria desses agentes tém em comum a ligacdo ao
intermediario covalente da reacdo, chamado de complexo de quebra (cleavable complex) da
primeira reacdo de transesterificacdo, na reagdo das DNA topoisomerase | ou Il. Este
complexo covalente estabilizado pela droga pode ser visto como uma lesdo do DNA, que
por tratamento com um desnaturante de proteina como SDS, resulta na quebra do DNA que
estava ligado a enzima (Chen & Liu, 1994; Liu, 1994). Foi sugerido que a droga interage
com a interface proteina-DNA para formar complexo estavel enzima-droga-DNA

(Capranico et al., 1997).

1.7.4.1. Agentes quimicos inibidores de DNA topoisomerases

Agentes quimicos de diferentes naturezas, sintéticos e naturais produzidos por
bactérias e fungos, inibem a atividade das DNA topoisomerases e alguns deles tém
atividade terapéutica em canceres humanos, como a adriamicina, etoposida, teniposida e
derivados da campotecina como topotecan e irinotecan. Muitas drogas estabilizam o
complexo DNA- topoisomerase em eucariontes. De acordo com Capranico et al., 1997, os
agentes que estabilizam o complexo covalente DNA-enziia podem ser chamados de
venenos. Os agentes que ndo formam o complexo de quebra podem ser chamados de
inibidores. Na Tabela 2 apresenta-se 0 modo de ligagdo de alguns venenos para as

topoisomerases.
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Tabela 2. Ligagdo ao DNA de venenos de DNA topoisomerases de células eucaridticas
(adaptado de Capranico ef al., 1997).

Ligagdo ao DNA Topoisomerase Topoisomerase II
I-b
Intercalante puro Elipticinas
Flavonas
Ligagdo ao sulco Bulgareina Estreptonigrina
Hoechst 33258
Intercalantes Indolecarbazois Antraciclinas
e ligagdo ao sulco m-AMSA
Bisantreno
Mitoxantrona
Amonafida
Quinolonas
Nenhuma Campotecina Demetilpodofilotoxina
ligagdo conhecida Terpenoides
Isoflavonas
Azatoxina

Topoisomerase [ ¢ I
~ Saintoipina
Protoberberinas

Intoplicina
Fagaronina

Actinomicina D

Indoloquinolinadiona

Muitos inibidores das topoisomerases II sdo agentes intercalantes do DNA, como a

antraciclina, adriamicina, o alcaldide elipticina e o derivado da acridina, m-AMSA, Figura

54 (Chen & Liu, 1994).
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Elipticina m-AMSA

Figura 54. Estruturas da elipticina e da m-AMSA.

Outros inibidores que agem sobre a topoisomerase Il ndo s3o drogas intercalantes do
DNA, como os derivados da podofilotoxina, teniposida ¢ etoposida (Figura 13), os

diterpenos, clerocidina e terpentecina (Figura 55), e a isoflavona genisteina (Figura 36).

Clerocidina Terpentecina

Figura 55. Estruturas da clerocidina e da terpentecina.
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Entre os inibidores da topoisomerase | que ndo sdo intercalantes do DNA, pode-se citar
0 alcalbide campotecina e derivados como o irinotecan e topotecan (Figura 15). Outros
exemplos de compostos que sdo venenos de topoisomerases | e se ligam ao sulco menor do

DNA relacionou-se o derivado bisbenzimidazol, Hoechst 33258, Figura 56.
Hy,\ *
H/Nt / H

N N
®
H

Figura 56. Estrutura do Hoechst 33258,

Z-T

T~z

1.7.4.2. Mecanismo de morte celular pelos inibidores das DNA topoisomerases

O mecanismo molecular da morte celular pelas drogas que atuam sobre as
topoisomerases ndo € totalmente conhecido. Presumivelmente, o dano causado por essas
drogas leva a morte celular por apoptose ou por necrose através de varios mecanismos
como deficiéncia no reparo do DNA e agdo no ciclo celular envolvendo ciclinas levando a
inibicdo da sintese de DNA e de proteinas (DeVita et al., 1997).

A morte celular ap0s exposicao a droga e a natureza reversivel do complexo sugere
que a interacdo pode ser devido também a outros processos celulares (Schneider et al.,
1990; Chen & Liu, 1994). A citotoxicidade de agentes que interagem com a topoisomerase

| € dependente da sintese de DNA (Chen & Liu, 1994; Gupta et al., 1995).
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2. OBJETIVOS

Osprincipais objetivos deste trabalho sdo:

|. Verificar a atividade citotoxica in vitro e a atividade antitumora in vivo de produtos
mesoidnicos das classes 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida e 1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina e

substancias naturais flavonoidicas e diterpénicas sobre tumores murinos.

[l. Estudar o provavel mecanismo de acdo desses compostos utilizando técnicas modernas,
envolvendo a comparagdo de resultados obtidos pelo tratamento com drogas e controles,
tais como:
1. Crescimento celular em cultura de células tumorais por dosagem de desidrogenases
e sintese de DNA e de proteinas;
2. Isolamento do DNA das células para analise de apoptose;
3. Tentativa de amplificacdo por reacdo de cadeia da polimerase (PCR) do DNA
isolado das células tumorais utilizando oligonucleotideos iniciadores para um

fragmento do gene p53;
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4. Acdo das drogas sobre a atividade de relaxamento e formagdo do complexo de
quebrado DNA sobre a DNA topoisomerase l;
5. Andlise por espectrofotometria de ultravioleta e fluorescéncia da ligagdo de DNA

do timo de bezerro com os produtos mesoidnicos e flavondides.



MATERIAL E METODOS

Forma 1 Forma Il

LODISH, H., BALTIMORE, D., BERK, A., ZIPUSKY, S. L., MATSUDAIRA, P,
DARNELL, J. Molecular Cell Biology, 3%ed., Scientific American Books,
New York, 1995.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
3.1.1. Aparelhos
Todas as medidas de absor¢do na regido UV/VIS foram obtidas no espectrofotémetro
da VARIAN modelo DMS 80.
Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em espectrofluorimetro HITACHI modelo
F4500.
Centrifuga refrigerada - ALC modelo PK121R.
Estufa FANEM.
Aparelho para eletroforese em gel de agarose - Pharmacia.
Aparelho para PCR termociclo programavel "PTC-100"(MJ Research).
Transiluminador UV e 6culos de protecdo para UV (SIGMA).
As fotografias dos géis de agarose contendo brometo de etidio, foram obtidas em
aparelho fotogréfico digital, Cassio, colocando filtro laranja apds revelacdo em luz

ultravioleta.
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Microscopio ético - Zeiss.

Contador de cintilacgo liquida(Beckman Instruments).

3.1.2. Drogas
3.1.2.1. Derivados mesoidnicos

Os compostos cloreto de 4-fenil-5[4'-X-estiril]-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina, onde
X=H (MI-A), OCH, (MI-C), NO, (MI-D) e OH (MI-J), Figura 57, e 4-fenil-5-(4-nitro-
estiril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida (BM1-D), Figura 58, foram obtidos sinteticamente e

caracterizados por Aurea Echevarria e seu grupo (Santos, 1992; Da Silva, 1998).

cl’
X=H (MI-A)
N—N3 OCH; (MI-C)
J O\ NO, (MI-D)

b
X

Figura 57. Estrutura dos derivados de cloreto de 4-fenil-5[4'-X-estiril]-1,3,4-tiadiazdlio-2-
fenilamina (M1-A, MI-C, MI-D e MI-J).
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Figura 58. Estrutura do 4-fenil-5-(4-nitro-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-aminida (BMI-D).

3.1.2.2. Flavondides
Isoflavondide genisteina e flavonol quercetina - SIGMA.
A biflavona amentoflavona e o flavonoide glicosilado rutina, Figura 59, foram isolados
da planta Ouratea semiserrata Mart. (Engl), classe Angiospermae, familia Ochnaceae

por Javier R. Velandia (1997). Foi utilizada também a amentoflavona acetilada.

Amentoflavona Rutina

Figura 59. Estruturas da amentoflavona e da rutina
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A 7"-O-metilagatisflavona (Figura 60), € uma nova biflavona isolada da planta Ouratea
hexasperma (St. Hill) Bail, classe Angiospermae, familia Ochnaceae, por Moreira et al.,

(1999).

Figura 60. Estrutura da 7"-O-metilagatisflavona.

3.1.2.3. Diterpenos

Os derivados trans-crotonina (CTN) e trans-desidrocrotonina (DCTN), Figura 61,
diterpenos do tipo 19-nor-neo-clerodano, foram isolados, da planta da regido amazonica,
Croton cajucara, familia Euphorbiaceae, por Maria Aparecida Maciel (1997).

Os transe cis clerodanos sdo derivados do esqueleto labdano derivados do pirofosfato

de geranil geranila.

- ':' 18
Figura 61. Estruturas da CTN e da DCTN.



102

As estruturas das substéncias naturais foram estabelecidas por espectroscopia de RMN

1D e 2D, EM, IV e UV.

3.1.3. DNA
DNA "ladder" padrdo A. DNA/Hind Il - SIGMA e DNA "ladder"de 1 kb - GIBCO.
DNA do timo de bezerro - SIGMA.
DNA de fago ¢X174(RF-1) - SIGMA.

DNA de plasmideo pBR322 - Pharmacia.

3.1.4. Qutros reagentes e solventes
Dimetilsulfoxido (DMSO) - Aldrich; Fenol e trishidroxiaminometilmetano (Tris) -
Merck.
Albumina bovina acetilada, abumina bovina fracdo V, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), brometo de etidio, dodecilsulfato de sbédio (SDS),
fluoreto de fenil-metil - sulfonila (PMSF), 6leo mineral, proteinase K e triton X-100 -
SIGMA.
Etoposida e campotecina - SIGMA

Todos os outros reagentes usados neste trabalho séo de grau analitico Merck e Vetec.

3.1.5. Enzimas
» Tag DNA polimerase - CENBIOT/RS.
Kit de DNA topoisomerase | da topoGen, Inc., Columbus, Ohio.

Ribonuclease A (Pharmacia).
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3.1.6. Isbtopos radioativos
Metil -*[H]-timidina - atividade especifica 5 Ci/mmol - Amersham.

Metil - *[H]-leucina- atividade especifica 5 Ci/mmol - Amersham.

3.1.7. Meio de cultura
RPMI 1640, estreptomicina e penicilina da SIGMA, soro fetal bovino (SFB) da BIO
RIO.
Meio RPMI completo: RPMI contendo [(-mercaptoetanol 50 pM, penicilina 60

ug/mL, estreptomicina 100 pg/mL e SFB 5-10 %.

3.1.8. Animais

Camundongos suicos (SW) e camundongos singénicos C,H, DBA/2 ou C57 B1/10 de
ambos os sexos, foram obtidos do Biotério do Instituto Nacional do Céncer e do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente

ventilado. A racéo e a &gua filtrada foram fornecidas ad libitum.

3.1.9. Solucbes Tampéao
* PBS: Fosfato de sddio 0,01 M pH 7,2 contendo NaCl 0,15 M.

Preparo do tampéo: Dissolver 8,8 g de NaCl, 0,262 g de fosfato monossodico hidratado
(NaH,PO, H,0) e 1,15 g de fosfato dissodico anidro (Na,HPO,) em cerca de 800 ml de

agua tridestilada. Ajustar o pH a 7,2. Completar a 1 litro com agua tridestilada.
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Tampéo TAE para eletroforese:

Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M pH 8,5 (Ramachandra & Studzinski, 1995).

Tampédo PE paratitulagdes espectrofotométricas:

NaH,PO, 0,0162 M, Na,HPO, 0,0416 M, EDTA 0,025 M, pH 7,2 (Sen & Maiti, 1994).

Tampéo para PCR 10 x concentrado:

100 mM Tris-HCI, pH 8,3,500 mM KCl, 15 mM MgCl, e 0,01% (p/v) gelatina.

Tampéo TE:

TrissHCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM. (Sambrook et al., 1987).

Tampéo de digestéo para extracdo de DNA:
Tampéo pH = 8,0 contendo Tris-HCI 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 10 mM, 0,5 % de SDS

(Ramachandra & Studzinski, 1995).

Tampédo NB:
2mM KH,PO,, 5 mM MgCl,, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM ditiotreitol, 0,1 mM

PMSF pH 6,5 (Rubin et al., 1994).

Tampéo para relaxamento de DNA superlaehcolda (TR):
Tris 50 mM pH 7,5 contendo EDTA 0,5 mM, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM, ditiotreitol 0,5

mM, albumina acetilada 0,003 % (Liu & Miller, 1981).
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3.1.10 Tumores

Carcinoma de Ehrlich

As células de Ehrlich sdo derivadas de um adenocarcinoma mamario esponténeo de
camundongo e adaptado a forma ascitica (Song et al., 1993). Estas células crescem em
suspensdo, ndo aderem as superficies in vitro, e desenvolvem tumor em uma semana em
camundongos. Quando injetadas superficialmente desenvolvem tumor sdlido no sitio
priméario de injecdo. Os tumores foram transplantados ap6s sete a dez dias de crescimento

no peritoneo de camundongos SW ou singénicos C,H, DBA/2 ou C57 BI/10.

Sarcoma 180
As células crescem em cultura em suspensdo e desenvolvem tumor em uma semana
em camundongos. Os tumores foram transplantados apds sete a dez dias de crescimento no

peritbneo de camundongos SW ou singénicos C;H, DBA/2 ou C57 BI/10.

Os tumores de Ehrlich e S180, foram cedidos por Emilio Faustino de Paula, Instituto

Nacional do Cancer, Setor de Pesquisa Bésica, RJ.

3.1.11. Linhagem celular WEHI 164

Células WEHI 164 clone 13

A linhagem celular murina aderente fibrosarcoma WEHI-164 clone 13, que € sensivel
aos efeitos citotoxicos de TNF-a, foi mantida a - 75° C. Estas células foram mantidas por

Juliana Lima na Universidade Estadual do Rio de Janeiro (Lima et al., 1999).
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3.2. Métodos
3.2.1. Cultura de células
Células de Ehrlich e Sarcoma 180
As células tumorais foram cultivadas em meio RPMI completo. As células foram

mantidas em estufa a 37 o C em atmosfera de cerca de 5 % de CO.,.

Células WEHI 164 clone 13
Apb6s descongelamento, as células WEHI-164 clone 13, foram cultivadas em meio

RPMI completo e mantidas em estufa a 37° C em atmosfera de 5 % de COE ( Lima et al.,

1999).

3.2.2. Ensaio de citotoxicidade
3.2.2.1. Medida da sintese de DNA e de proteinas

Células de S180 foram retiradas de camundongos DBA/2 e mantidas em meio RPMI
completo em cultura prévia de 24 horas a 37° C com 5 % de CO, ApOs esse tempo, em
microplacas foram adicionadas 1 x 10s células tumorais/poco em 200 puL de meio RPMI
completo na auséncia ou na presenca de drogas em 0,3 % de DMSO em concentragdes
variando de 0 a 100 pug/mL As células foram cultivadas por 24 e 48 horas em triplicam
Adicionou-se radioisstopo 3[H]-timidina ou °[H]-leucina (0,125 uCi/pogo) cinco horas
antes do término da cultura Ap6s o término da cultura, procedeu-se ao tratamento das
células, adicionando-se as células de cada pogo em papel de filtro (1 cm x 1 cm) e
submetendo-as a secagem em estufa. Lavou-se 0s papéis contendo as células com &gua

destilada Foi medida a incorporacdo de 3[H]-timidina ou de *[H]-leucina em proteinas e
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DNA respectivamente, nas células, em aparelho de cintilagdo. A partir dos valores de
percentagem de incorporagdo dos isdtopos radioativos nas células tratadas com drogas em
relagdo as células tratadas com o solvente foram obtidos os valores de IC,, (a concentragéo

da droga que inibe em 50 % a incorporacdo de isdtopo radioativo).

3.2.2.2. Ensaio do MTT

As células de Ehrlich foram retiradas de camundongo portador de tumor de oito a dez
dias de crescimento e foram cultivadas por uma a duas horas antes de iniciar a cultura. As
células (5 x 10° células/mL) foram adicionadas em 300 uL de meio RPMI completo. As
drogas em concentragdo final de DMSO 0,3 % foram adicionadas em doses crescentes,
obtidas por dilui¢des sucessivas até 100 ug/mL a pocos em quadriplicata. Foram realizados
ensaios "branco” contendo meio RPMI completo e "branco" contendo meio RPMI
completo e drogas em DMSO 0,3 % na concentracdo final. Ap6s cultura de 24 ou 48 horas
adicionou-se 20 uL de solucdo de MTT (5mg/mL em PBS) por poco. Incubou-se por trés
horas em estufa a 37° C. ApOs esse periodo, adicionou-se 300 uL de isopropanol
acidificado/poco e a mistura foi analisada em espectrofotometro a 570 nm (Mossman,
1983). A partir dos valores de percentagem de inibicdo de desidrogenases nas células
tratadas com drogas em relagcdo as células tratadas com o solvente foram obtidos os valores

de IC,, (a concentragdo da droga que inibe em 50 % a atividade enzimética).

3.2.3. Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo de tumores asciticos
5 x 10° células tumorais foram inoculadas via ip em camundongos singénicos C.H,

DBA/2 ou C57 B1/10. Apbs 24 horas da inoculagdo do tumor nos animais, iniciou-se o
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tratamento com as drogas. Injetou-se por via ip em cada animal 0,06 mL da droga em
DMSO a 80 % em salina (v/v), nos esguemas indicados nas tabelas. A dose méaxima
tolerada foi escolhida para iniciar o teste. Em cada animal controle foi injetado 0,06 mL de
DMSO a 80 % em salina, via ip, no mesmo esquema de tratamento. Foi utilizado um total
de 15 animais por grupo. O efeito maximo das drogas foi obtido anotando-se a sobrevida,
em dias, dos animais mortos e sobreviventes no tempo total de dois meses de observacéo. A
eficiéncia do tratamento com o tumor ascitico in vivo foi verificada pela andlise do aumento
da sobrevida dos animais tratados (T) em comparagdo com a sobrevida dos animais
controles (C) usando-se a expressao:

TI/C % = [sobrevida em dias dos animais tratados (T) com drogas / sobrevida em dias
dos animais controles (C)] x 100

A atividade antitumoral é considerada significativa quando o valor de T/C % é maior

do que 125 (Geran et al., 1972).

3.24. Analise morfoldgica
A morfologia das células tumorais e dos leucécitos foi analisada através de microscopia

Otica, usando-se a coloragdo de Giemsa (Lima et al., 1992).

3.2.5. Dosagem do fator de necrose de tumor-a. (TNF-a.)

Animais portadores de carcinoma de Ehrlich usados como controles tratados com o
solvente ou tratados com as drogas MI-D, CTN ou DCTN dissolvidas em solvente
segundo o esguema apresentado nas Tabelas 5 e 7. Sete dias apds a Ultima dose, as células

do peritbneo dos animais foram retiradas e a suspensio foi centrifugada a 300 x g por cinco
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minutos; o sobrenadante de cada ensaio foi separado e centrifugado a 1000 x g por dez
minutos, obtendo-se o sobrenadante que foi conservado a - 20° C até 0 momento da
dosagem de TNF-a, como descrito na literatura (Espevik & Nissen-Meyer, 1986; Meager
et al., 1989): em placa de cultura de 96 pogos foram adicionadas 2 x 10° células WEHI em
meio RPMI completo e a amostra a dosar. Como padrdo positivo de inibicdo de
crescimento celular foi adicionado 30 ng/mL de TNF-a. Incubou-se a 37° C por 20 horas
em atmosfera de 5 % de CO,. O ensaio colorimétrico com MTT foi aplicado para andlise
do crescimento celular (Mossman, 1983). A média da absorbancia de trés amostras foi

usada para calcular a viabilidade em relacdo ao padrdo de TNF-a (em % do controle).

3.2.6. Extracdo de DNA

2 x 10° células foram lavadas em PBS por centrifugacdo a 500 x g por 5 minutos e
rompidas com tampdo de digestdo e adicionou-se no momento de uso 0,1 mg/mL de
proteinase K (Sambrook et al., 1987, Ramachandra & Studzinski, 1995). O material obtido
foi extraido duas vezes com mistura fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico (25:24:1) e uma a
duas vezes com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A fase aguosa foi separada,
precipitada com 2 volumes de solucdo etandlica contendo acetato de sédio 0,3 M e mantida
em repouso pelo menos dezoito horas a - 20° C. Apbs esse periodo, centrifugou-se por 10
minutos a 1000 x g na temperatura ambiente e secou-se ao ar e a 4° C; o centrifugado foi
dissolvido em tampdo TE e o DNA foi mantido a - 20° C. A absorbancia de cada aliquota
foi lida no A de 260 e a 280 nm, usando-se DNA com a relacdo de absorbancia nos A
260/280 > a 1,8. As amostras com absorbancia menor que 1,8 foram consideradas

contaminadas com proteina (Ramachandra & Studzinski, 1995).
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3.2.7. Andlise de fragmentos nucleossdmicos por eletroforese em gel de agarose

A quebra internucleossdmica do DNA foi analisada através de eletroforese em gel
convencional apos isolamento do DNA (Sambrook et al., 1987). A amostra contendo DNA
(10 pg) foi incubada com 0,1 ug de ribonuclease por trinta minutos a 37 °C, sendo em
seguida adicionado 1/10 de volume de solugdo contendo 0,2 % de azul de bromofenol e 20
% de sacarose. Comparou-se com 0 DNA padréo de massa molecular, A, DNA/Hind III.
Adicionaram-se as amostras em pocos de gel de agarose a 1% em tampd TAE contendo
brometo de etidio (1 pug/mL). A eletroforese foi desenvolvida por cerca de uma hora a 10
V/ cm; o gel foi lavado por alguns minutos em agua destilada e visualizado sob iluminacdo
UV com transiluminador e fotografou-se. A presenca de bandas com periodicidade de 180
pares de base foi usada como indicativa que parte das células da populacdo sofreu apoptose

(Sambrook et al., 1987).

3.2.8. Reacdo de polimerase em cadeia (PCR)

No presente trabalho foi feita a extracdo de DNA de células de Ehrlich em cultura
controle e tratadas por drogas. O DNA foi preparado por extracdo com fenol e cloroférmio
conforme a técnica do item 3.2.6. Para a amplificagdo do DNA por PCR, foram utilizados
oligonucleotideos (GIBCO), sense e antisense, referentes aos exons 5 e 8 do gene p5b3
(Mayr et al., 1995), tendo a seguinte composi¢ao:
oligonuclectideo sense (5- TCTGGGCTTCTTGCATTCTG-3).
oligonucleotideo antisense (5- GTTGGGCAGTGCTCGCTTAG-3).

Aos tubos de propileno de 0,5 mL foram adicionados:



200 ng de DNA dos materiais extraidos de células de Ehrlich tratadas com a mistura
solvente controle ou os diferentes produtos naturais.

1 ml de desoxirribonucleotideos dNTP (5 mM dATP, 5 mM dCTP, 5 mM dGTP, 5 mM
TTP em TrissHCI 0,1 M) e 54 pmoles de oligonucleotideos sense e antisense.

3 pL de solucdo 50 mM de MgCl,, 10 uL de tampdo PCR 10 vezes concentrado e &gua

destilada estéril para volume final de 100 L.

Em seguida, foi adicionada a mistura 2,5 uL de Taq DNA polimerase e 20 uL de 6leo

mineral.

Os tubos foram colocados no aparelho de PCR, realizando um ciclo inicial de 95° C /
45 segundos, 55° C / 45 segundos, 72° C / 10 minutos, completando um total de 30 ciclos.
As reagOes foram terminadas em temperatura de 4° C. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,2 % (p/v) contendo brometo de etidio
1 pg/mL em tampdo TAE e, visualizados sob iluminacdo UV com transiluminador, sendo

fotografados a seguir.

3.2.9. Preparo de extrato contendo DNA topoisomerase |

O extrato nuclear foi preparado a partir de 108 células de tumor de Ehrlich (Rubin et
al., 1994). As células foram retiradas de camundongos portadores de tumor de oito a doze
dias. A seguir todas as etapas foram realizadas a 4° C. As células foram lavadas em PBS e
em tampdo NB, sendo depois ressuspenso em 1 mL de tampdo NB e 9 mL de tampdo NB
contendo 0,35% de triton X-100. Agitou-se cuidadosamente por dez minutos e
centrifugou-se a 1000 x g por dez minutos. O sedimento nuclear foi lavado com NB e

ressuspenso em tampdo NB contendo NaCl 0,35 M. A suspensdo foi agitada
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cuidadosamente por trinta minutos. Centrifugou-se por dez minutos a 14.000 x g e

adicionou-se 40% de glicerol ao sobrenadante que foi conservado a — 20° C.

3.2.10. Andlise da acdo da Topoisomerase sobre o DNA superhelicoidal de plasmideos

3.2.10.1. Ensaio de relaxamento do DNA de plasmideo superhelicoidal (Liu & Miller,
1981)

- Foi incubado trinta minutos a 37° C: 0,2 ng de DNA plasmideo superhelicoidal + 1 U
topoisomerase | da topoGen ou extrato nuclear contendo topoisomerase em tampdo para
relaxamento (TR) + diluicdes da droga.

- Adicionou-se as amostras 1/10 de volume de tampdo TE contendo 0,2 % de azul de
bromofenol, 20 % de sacarose e 1% SDS para desenvolvimento da eletroforese em gel
de agarose com 1% em tamp&o TAE por cerca de quatro horas a 3,5 V/cm. Corou-se
com 1 pug/mL de solucdo de brometo de etidio por trinta minutos e lavou-se por alguns
minutos em &gua destilada.

- Visualizou-se o gel em transiluminador UV fotografando-se utilizando filtro laranja.

3.2.10.2. Ensaio para verificar o complexo de quebra (" cleavable complex")

O DNA de plasmideo superhelicoidal (0,2 pg) foi incubado por trinta minutos a 37° C,
adicionou-se 2 U da topoisomerase ou extrato nuclear em tampdo TR e diluigdes, em
concentrages diferentes da droga; a seguir adicionou-se SDS a 1% e proteinase K
0,1mg/mL e incubou-se por trinta minutos a 37° C. Foi adicionado azul de bromofenol
0,025 %, extraiu-se uma vez com mistura de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1) e
centrifugou-se por dois minutos a 300 x g. Fez-se eletroforese em gel de agarose do

sobrenadante como no item 3.2.7.
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3.2.11. Espectro de absorcdo das drogas na regido do Ultravioleta

O espectro de absor¢cdo das drogas sem ou com quantidades variadas de DNA em
tampdo PE, foram registrados em espectrofotdbmetro na regido do UV/VIS, utilizando-se
cubeta de quartzo com caminho ético de 1 cm. A concentragdo de DNA em termos de
nucleotideo fosfato foi determinada usando o valor do coeficiente de extincdo molar
¢ = 6600 M* cm " ai 260 nm (Nandi & Maiti, 1985; Sen & Maiti, 1994). As titulacBes
espectrofotométricas para a medida da ligacdo das drogas ao DNA foram realizadas com
concentragdo constante da droga enquanto variava-se a concentragcdo do DNA. O gréfico da
titulacdo foi obtido através da relacdo r/c x r na absorbancia méxima indicada para cada
droga pela relacdo droga/lDNA. O equilibrio entre moléculas livres e ligadas foi obtido pela
equacdo de Scatchard, 1949,

r/'C =K,

onde r € o nimero de moles de droga ligada por mol de nucleotideo e C é a concentragdo de
droga livre; K é a constante de ligacdo intrinseca para sitio de ligacdo ao DNA e n é a
quantidade de droga maxima que se liga especificamente ao nucleotideo, mol de droga/mol
de nucleotideo.

Os valores obtidos da titulacdo foram colocados na forma de grafico de Scatchard com

r/C contra r, como demonstra a Figura 62.
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coeficiente angular = - K

n

Figura 62. Gréfico de Scatchard, r contra r/C,ronde r € o numero de moles de droga ligada
por mol de nucleotideo e C € a concentracéo de droga livre.
3.2.12. Espectros de fluorescéncia das drogas

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em cubeta de quartzo com caminho
Gtico de: 1 cm. Foi utilizada uma concentracdo fixa de droga e sem ou com concentragdes
aumentadas de DNA. A excitagcdo foi realizada no méximo de absor¢do na regido UV para
cada droga e medida a emissdo. Os pardmetros de ligagdo foram obtidos por gréfico de
Scatchard como descrito no item anterior. Nas experiéncias de supressdo (quenching) da
fluorescéncia, utilizou-se a equagéo de Stern-Volme,

lo/1t=1-KsvV[DNA]

onde lo e It sdo as inttensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca de DNA,
respectivamente; Ksv é a constante de supressdo, que é a medida da eficiéncia da supressdo

do DNA (LePecq & Peoletti, 1967; Sen & Maiti, 1994; Suppan, 1994).

3.2.13. Andlise estatistica
Foi utilizado o teste t, de Student, para as amostras controle em relacdo ao
experimental. Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo. O valor

de p < 0,05 foi considerado significante (Mitidieri & Mitidieri, 1978).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Citotoxicidade das drogas in vitro
Neste trabalho investigamos a sensibilidade in vitro de células de tumores murinos,
carcinoma de Ehrlich e S180, submetidas a bioensaios com substéncias sintéticas e naturais.

Os métodos selecionados para esta investigacdo foram:

a) O método colorimétrico de Mossman com o sal de tetrazolio, MTT, foi escolhido por
ser um ensaio rapido e sensivel além de possibilitar a andlise de grande nimero de
amostras (Mossman, 1983). Neste método as enzimas desidrogenases encontradas nas
células viaveis reduzem o substrato MTT, de cor amarela, para 0 produto formazana
insolUvel, de cor purpura, que € solubilizado em isopropanol acidificado (Figura 63). A
concentracdo de formazana é proporcional a quantidade de desidrogenases presente nas
células vivas, respeitando-se o limite estabelecido na reagcdo experimental (Mossman),

sendo determinada através da absorbancia medida em A = 570 nm
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Figura 63. Bioreducdo do MTT na presenca das enzimas desidrogenases para produzir a
formazana. Nesta reac@o € representada a alteracdo molecular do aceptor de elétrons MTT.

b) Inibicdo da incorporagdo de precursores com 0 uso de nucleotideos radiomarcados apds
a exposicdo das células a acdo das drogas. Apos um tempo relativamente curto de
exposicao dos precursores [*H]-timidina e [*H]-leucina mediu-se em aparelho de cintilacéo
liquida a radioatividade incorporada em contagem por minuto (cpm) em cada uma das
experiéncias em macromoléculas, DNA e proteinas, respectivamente (Grynberg et al.,

1992).

4.1.1. Ensaio colorimeétrico com MTT

4.1.1.1. Derivados 1,34-tiadiazdlio-2-fenilamina

Os resultados da atividade in vitro observados nos bioensaios com os novos agentes foram
relatados anteriormente por nosso grupo (Amoras, 1997; Da Silva, 1998). Os cloretos de 4-
fenil-5-(4'-X-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina, [X= H (MI-A), OCH; (MI-C) e NO,
(M1-D)] apresentaram atividade in vitro contra o carcinoma de Ehrlich, em cultura de 24
horas, através do ensaio da reducdo do MTT por desidrogenases (Mossman, 1983). Os

valores obtidos de IC,, em uM (ng/mL) para MI-A, MI-C e MI-D foram 17,9 uM (7,0

ug/mL), 34,1 uM (14,4 ng/mL) e 7,8 uM (3,4 u/mL), respectivamente, Tabela 3.
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Os ensaios contendo derivados mesoionicos na presenca de MTT em meio RPMI
completo contendo DMSO 0,3% (brancos) ndo apresentaram reacao.

Os sistemas mesoibnicos presentes em numerosos compostos revelaram atividade
bioldgica (Kier & Roche, 1967; Newton & Ramsden, 1982; Hiremath et al, 1994; Vilpo et
al., 1997). Em trabalhos anteriores demonstramos a atividade antitumoral significativa,
observada in vitro e in vivo, do cloreto de 1,3-difenil-2-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,3,4-
triazdlio-5-tiolato (Shinzato et al, 1989) e dos derivados de aril-sidnonas 3-[4-X-3-
nitrofenil]-1,2,3-oxadiazdlio-5-olatos (X = Cl e pirrolidino, Grynberg et al, 1992).
Recentemente, Cadena et al, 1998, relacionaram a atividade citotoxica do mesoidnico MI-D

asua acdo como desacoplador da fosforilagdo oxidativa.

4.1.1.2. Flavondides
A atividade citotéxica dos flavondides 7"-O-metilagatisflavona, amentoflavona,
amentoflavona acetilada, quercetina e rutina sobre as células de Ehrlich, em cultura de 48

horas, foi medida pelo ensaio do MTT.

OH

Amentoflavona 7"-O-metilagatisflavona
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Verificou-se que o efeito inibidor dos diferentes flavonGides sobre o crescimento de
células de Ehrlich é dose-dependente (Figura 64). A comparacdo dos valores percentuais de
inibicdo da atividade de desidrogenases nas células tratadas com estas substancias e do
controle (100%) permitiu calcular a concentracdo da droga, em uM ou pg/mL, que inibe
em 50% a atividade da enzima (ICy,). Os valores de 1Cy, foram obtidos a partir do gréfico

de % de inibicdo da atividade das desidrogenases contra o logaritmo das concentracdes da
droga ensaiada. Esta andlise forneceu IC,, de 51 ug/mL (10 puM) para a 7"-O-
metilagatisflavona, de 13,4 ug/mL (23,9 uM) para a amentoflavona, de 21,4 ug/mL (26,3
uM) para a amentoflavona acetilada, 15 pg/mL (29,6 uM) para a quercetina e > 70 pg/mL

(115 puM) para a rutina
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Figura 64. Efeito de varias concentracdes dos flavondides 7"-O-metilagatisflavona,

amentoflavona, amentoflavona acetilada e quercetina em cultura de células de Ehrlich,
durante 48 horas na inibicdo das desidrogenases.

A biflavona 7"-O-metilagatisflavona apresentou-se como a droga mais potente nas
condicBes deste ensaio e a rutina ndo foi citotoxica. A amentoflavona apresentou resultado
semelhante & amentoflavona acetilada. Ja havia sido relatado que alguns flavondides
hidroxilados inibem a proliferacdo de vérias células tumorais, como as células de Ehrlich,
L1210, HeLa, de mama e de cdlon (Kandaswami et al., 1992). Flavondides naturais,
incluindo-se a quercetinag, tém ampla atividade bioldgica. A quercetina tem atividade contra
HIV integrase 0 que ndo ocorre com a rutina (Fesen et al., 1994). A biflavona
amentoflavona, (e.g.), constituinte do Ginko hiloba, (Joyeux et al, 1995), e a quercetina
tém atividade antilipoperoxidante, aparecendo significativamente reduzida na rutina. Esses

resultados evidenciam a necessidade de grupo OH livre no carbono 3 do anel C da
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quercetina para essas atividades. Além do mais, os flavondides com hidroxilas vicinais no
anel B podem ser transformadas por reagdes de autooxidagdo, produzindo quinonas
correspondentes e gerar radicais de oxigénio capazes de provocar dano no DNA,

interferindo na replicacdo (Kandaswami et al., 1992).

4.1.1.3. Diterpenos DCTN e CTN
A atividade citotoxica dos diterpenos crotonina (CTN) e desidrocrotonina (DCTN)
sobre as células de Ehrlich, em cultura de 48 horas, foi deduzida através de resultados

obtidos por dosagem de desidrogenases.

CTN DCTN

: A 18
Obteve-se os valores de IC,, de 51,8 pg/mL (16 uM) parao CTN e de 52,2 ug/mL (16

uM) para 0 DCTN. No ensaio usando as células de Ehrlich, os diterpenos CTN e DCTN

revelaram citotoxicidade similar.

4.1.2. Inibicdo da incorporacdo de precursores de isotopos radioativos
4.1.2.1. Derivados mesoibnicos

A atividade citotoxica dos produtos sintéticos MI-A, MI-C, MI-D e MI-J foi
estudada através da incorporagdo de [*H[-timidina e de [®H]-leucina na sintese de DNA

(Figura 65) e de proteinas em células de S180 (Figura 66), apds o periodo de 48 horas. Os



resultados de incorporacdo de precursores radioativos obtidos na verificacdo da sintese de
DNA e de proteinas mostraram atividade citotoxica dependente da dose dos quatro
produtos contra o S180. Esta inibicdo apresentou-se dependente da dose. Os valores obtidos
de IC,, en uM para MI-A, MI-C, MI-J e MI-D para a sintese de proteinas e de DNA, em

cultura de 48 horas, estéo apresentados na Tabela 3.

Ccl-
X=H (MFA)
AN—N3 OCH; (MI-C)
. @)2\ NO, (MI-D)
N s OH (MI-J)
b

Cloreto de 4-fenil-5-[4'-X-fenil] 1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina
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Figura 65. Efeito de produtos mesoidnicos MI-A, MI-C, MI-D e MI-J na sintese de DNA
de células de S180 durante 48 horas em comparagdo com o controle.
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Figura 66. Efeito de produtos mesoiénicos MI-A, MI-C, MI-D ¢ MI-J na sintese de
proteinas em de células de S180 durante 48 horas em comparagdo com o controle.
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4.1.2.2. Flavonéides

Os flavontides 7"-O-metilagatisflavona e quercetina inibem a sintese de DNA (Figura
67 a) e de proteinas (Figura 67 b) em cultura de células de S180 por 24 e 48 horas em
comparagdo com células controle. Esta inibicdo apresentou-se dependente da dose. Os
valores de IC,, em ug/mL (uM), para a sintese de proteinas e de DNA, em cultura de 48
horas: de 3,5 ug/mL (6,8 uM) e 1,5 pg/mL (2,9 pM) para a 7"-O-metilagatisflavona e de
24 po/mL (47,4 uM) e 11,5 pg/mL (22,6 uM) para a quercetina, respectivamente. Assim, a
7"-O-metilagatisflavona mostrou-se um inibidor mais potente da sintese de proteinas e de
DNA do que a quercetina.

Vérios mecanismos podem estar envolvidos na atividade citotoxica na acdo dos
flavonoGides poli-hidroxilados. Eles sdo inibidores de proteinas tirosina cinases, como ja se
verificou para a quercetina e a genisteina (Cody et al., 1987; Traganos et al., 1992; Dewick,
1998; Theodorescu et al., 1998), podendo interagir com os sitios de ligacdo para o
estrogénio do tipo Il, competindo com o estradiol, inibir deste modo o crescimento de

células de cancer de mama humanas (Scambia et al., 1990; Kandaswami et al., 1992).
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Figura 67. Efeito de flavonoides 77-O-metilagatisflavona e quercetina na sintese de DNA
(a) e de proteinas (b) em células de S180 durante 24 ¢ 48 horas em comparagdo com o

controle.
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Nas Tabelas 3 e 4 estdo apresentados os valores de ICy, obtidos para os produtos
sintéticos e os flavondides naturais utilizando os dois métodos de andlise citotdxica, ensaio
do MTT e incorporacdo de isotopos radioativos. Esses resultados permitem concluir gque o
flavon6ide quercetina foi a droga menos citotbxica em comparacdo aos outros produtos

naturais ensaiados.

Tabela 3. Valores de IC,, para os derivados mesoionicos em cultura de células de tumores
S180 e Carcinoma de Ehrlich.

Derivados mesoidnicos ICso (UM)* ICso (LM)
Sintese de Dosagem de desidrogenases
proteinas DNA
S180 Carcinoma de Ehrlich
(cultura de 48 horas) (cultura de 24 horas)**
MI-A 7.1 19,9 17,9
MI-C 9.5 59 34,1
MI-D 12,6 10,3 7,8
MI-J 282 8,8 -

* 1Cy, = representa a concentragdo de droga em uM que inibe em 50% o crescimento de
células em pelo menos 2 experiéncias. Esses valores apresentam uma variagdo de desvio
padrdo de 5 a 15% entre as experiéncias.

** Valores de IC,, para as desidrogenases tratadas com mesoibnicos em cultura de 24
horas obtidos dos trabalhos de Amoéras, 1997; Da Silva et al., 1997.
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Tabela 4. Valores de ICy, para os flavonéides em cultura de células de tumores S180 e
Carcinoma de Ehrlich.

Flavondides ICso (uM)* 1Cs (LM)
Sintese de Dosagem de desidrogenases
Proteinas DNA
S180 Carcinoma de Ehrlich

(cultura de 48 horas) (cultura de 48 horas)
Agatisflavona 6,8 2,9 10
Amentoflavona - - 23.9
Amentoflavona - - 26,3
acetilada
Quercetina 474 226 29.6
Rutina - - >115

*ICg= reresenta aconcentracdo dedroga em pM que inibe em 50% o crescimento

células em cultura de 48 horas em pelo menos duas experiéncia. Esse valores apresentam
uma variagcdo de desvio padréo de 5 a 15% entre as experiéncias.

4.2. Atividade antitumoral in vivo
42.1. Derivados mesoionicos

A atividade antitumoral dos derivados MI-A, MI-C, MI-D e MI-J foi avaliada nos
tumores S180 e carcinoma de Ehrlich, via ip (Tabela 5), iniciando-se com a dose maxima
tolerada Os derivados X= H (MI-A) e OCH; (MI-C) ndo apresentaram atividade contra os
tumores ensaiados nas doses de 20 e 30 mg/kg. Em contraste, os derivados onde X= OH
(M1-J) nas doses de 30, 46 e 60 mg/kg e X-NO, (MI-D) nas doses de 10 e 30 mg/kg

mostraram atividade significativa contra S180.
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ApoGs estes resultados, os derivados MI-D e MI-J foram ensaiados contra o carcinoma
de Ehrlich via ip na dose 25 mg/kg nos dias 1 e 5, revelando resultados comparaveis aos de
S180.

A andlise dos parametros hematoldgicos, hematdcrito, contagem global e especifica de
leucdcitos, envolvendo a comparagdo com 0s animais controle, mostrou gque ndo houve
alteracdo significativa nos animais tratados com as substancias M1-D e MI-J na dose total
de 30 mg/kg via ip (Tabela 6). Os resultados mostraram que M1-D e M1-J ndo sdo toxicos
nas doses ensaiadas, estando os valores hematolégicos encontrados para neutréfilos e
linfécitos para a substancia MI-D dentro dos valores normais relatados na literatura
(Williams, 1976; Ferreira et al, 1994).

Os resultados obtidos nas doses e esguemas de tratamento utilizados mostraram que
MI-A (X=H) n&o apresentou atividade antitumoral. No entanto, a substituicdo de H por
NO, (MI-D) e OH (MI-J), que sdo substituintes mais hidrofilicos, resultou em aumento da
atividade antitumoral. Com base nestes resultados pode-se sugerir que as cargas existentes
no mesoidbnico se tomam mais deslocalizadas devido a presenca de substituintes mais
polares (Echevarria & Miller, 1989) aumentando a atividade pelas interacdes eletrostéticas
com biomoléculas como DNA e proteinas. A substituicdo do grupo OH no derivado
mesoiénico (M1-J) por OMe (MI-C), um grupo mais lipofilico, produziu diminuicdo no
efeito sobre o tumor de Ehrlich e S180, corroborando com a proposta de que um grupo
mais hidrofilico contribuiu para a atividade antitumoral nos derivados 1,3,4-tiadiazolios-2-
aminida. Os resultados da atividade antitumoral in vivo desses compostos ja foram

publicados (Grynberg et al., 1997).
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Tabela S. Efeito do tratamento com derivados mesoidnicos no crescimento in vivo
de tumores asciticos S180 e Carcinoma de Ehrlich.

Tumor® Derivados X Esquema” Dose total %T/C*©
(dias) (mg/kg)
S180 MI-A H leéb 20 103
30 100
MI-C OCH; leb 20 100
30 115
MI-D NO, leb 10 208
30 160
MI-J OH 1,2e6 30 155
46 170
60 170
le5 30 130
Carcinomade  MI-A H leb6 30 100
Ehrlich
MI-C OCH; le6 30 100
MI-D NO, le$s 25 176
MI-J OH le5 25 135

* Células tumorais ( 5 x 10°) foram implantadas via ip em camundongos singénicos C3H
¢ C57 Bl/10no dia zero.

®As drogas foram administradas em 0,06 mL de 80 % de DMSO em salina, via ip, nos
animais tratados ou s6 a mistura solvente nos animais controles.

¢ % T/C > 125 indica atividade significativa.
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Tabela 6. Valores hematoldgicos dos animais sem tumor tratados com MI-D, MI-J,

salina e solvente.

Valores hematolégicos Salina DMSO MI-D  MIJ
Hematoécrito (%) 505(22,1) 49,7(x12) 51,5(x0,5) 50,0(+1,4)
Leucécitos (X10°/mm®)  10(+58) 8(+19) 9(x0)  9,5(£5,0)
Basofilos (%) 0 0 0 0
Neutrdfilos (%) 140 (£4,1) 115(£7,5) 303(x£52) 17,5(x12,0)
Linfocitos (%) 785 (x5,1) 750(£16,1) 61,0(x4,1) 76,0 (£9,0)
Monécitos (%) 6,0(£3,0) 121(£0,8) 73(x44) 5,0(x20)
Eosinéfilos (%) 1,5(£09) 14(+08) 141,00 10 1,0)
Metamielocitos (%) 0 0 0 0
Mielécitos (%) 0 0 0 0

Os valores hematoldgicos sdo a média (+ DP) da andlise do sangue de 3 camundongos
injetados com salina, mistura solvente ou com as drogas MI-D e MI-J no esguema de

tratamento com 2 doses (total de 25 mg/kg) para cada grupo.

4.2.1.1.Anélise de fator de necrose de tumor (TNF-a)

O sobrenadante de ascite de animais portadores do tumor de Ehrlich tratados com MI-

D nos dias 1 e 5, na dose de 25 mg/kg, apresentou atividade significativa no TNF-a. usando

comparacdo o controle de camundongos portadores de tumor tratados s6 com o solvente

(Figura 68). O efeito produzido por 30 ng/mL de TNF recombinante de camundongo que

matou 85% das células WEHI foi utilizado como controle. Estes resultados sugerem que,

parte da atividade antitumoral do MI-D pode ser atribuida a acdo moduladora da resposta

biol6gica.
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Figura 68. Inibi¢io do crescimento de cclulas WEHI 164 por sobrenadante de tumor de
animais portadores de carcinoma de Ehrlich ip tratados com MI-D e solvente (controle) em
comparagdo com o padrio de TNF-q.
Padrdo de TNF-a 30 ng/mL *p<0,05

Macrofagos ativados podem secretar TNF que mata células tumorais (North & Havell,
1988; Abbas er al., 1994). Um dos mecanismos propde que o TNF pode causar necrose de
tumor por mobilizar a resposta do hospedeiro agindo sobre tumores vascularizados. Alguns
fatores angiogénicos potenciam a resposta do TNF (Abbas et al., 1994). Recentemente,
Zhai et al., 1999, demonstraram que uma nova citocina da familia do TNF, secretada em
células de tumor de colon, inibe in vivo o crescimento do tumor solido em camundongos ¢ é
um inibidor de angiogénese. Além disso, o TNF ativa macrofagos podendo liberar 6xido
nitrico por ativagdo de éxido nitrico sintase. O 6xido nitrico € citotoxico para células
tumorais (Klostergaard et al., 199 1).

Em nosso trabalho, verificamos a liberagéio de 6xido nitrico no sobrenadante de ascite

tumoral nos animais tratados com MI-D (resultados ndo mostrados). Em trabalho anterior,
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usando-se derivados 1,3,4-triazdlio-tiolato, observou-se a necrose dos tumores carcinoma
de Ehrlich e S180, ap0s tratamento intratumoral (Echevarria et al., 1987).
Os resultados obtidos com os derivados mesoibnicos, entre eles o MI1-D, estimulam a

procura de novos alvos para investigar a agdo desses compostos.

4.2.2. Terpendides CTN e DCTN

4.2.2.1. Atividade antitumor al

A atividade antitumora dos diterpenos CTN e DCTN em comparagdo com o 5-FU em
animais portadores de tumor de Ehrlich e de S180, foi analisada em diferentes esquemas de
tratamento (Tabela 7) Verificou-se que somente o derivado DCTN apresentou atividade
antitumoral significativa na dose de 84 mg/kg para o S180 (T/C% 137) e de 120 mg/kg para
0 tumor de Ehrlich (T/C % 128). O 5-FU utilizado como controle positivo apresentou
atividade antitumoral significativa de T/C 140% para o S180, semelhante ao derivado
DCTN na mesma faixa de concentracéo, ou seja 0,292 uM para o 5-FU e 0,257 uM para o

DCTN (Tabela 7).
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Tabela 7. Efeito do tratamento com CTN, DCTN e 5-FU no crescimento in vivo de tumor
ascitico S180 e Carcinoma de Ehrlich.

Drogas Tumor® Tratamento’ Dose total %T/C °
(dias) (mg/kg) (mmol/kg)

5-FU S180 le2 38 0,292.10° 140
DCTN** $180 le2 84 0,257 137
le6 33,3 0,102 91
CTN S180 le2 80 0,244 121
DCTN Ehrlich  12e3 120 0,368.10° 128
CTN Ehrlich  12e3 120 0,365, 107 110
5-FU Ehrlich 123¢6 80 0,615.10° 144

2 Células tumorais (5 x 10°) foram implantadas via ip em camundongos singénicos DBA/2
no dia zero.

b As drogas foram administradas em DMSO/saling, via ip, nos animais tratados ou s6 a
mistura solvente nos animais controles. © % T/C > 125 indica atividade significativa.

422.2. Andlise de fator de neerose de tumor TNF-a

Realizou-se 0 ensaio da atividade de TNF-a no sobrenadante de ascite de animais
portadores de tumor de Ehrlich tratados com os diterpenos DCTN e CTN. Os animais
tratados com o diterpeno DCTN na dose de 120 mg/kg apresentaram atividade significativa
para TNF-o. em comparagcdo com o controle do sobrenadante de camundongos portadores

de tumor tratados s6 com o solvente (Figura 69).
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Figura 69. Inibi¢do do crescimento de células WEHI 164 por sobrenadante de tumor de
animais portadores de carcinoma de Ehrlich ip tratados com os diterpenos CTN e DCTN e
solvente (controle) em comparagdo com o padréio de TNF-a.

Padrédo de TNF-a 30 ng/mL *p<0,05

O aumento da sobrevida de animais portadores de tumor de Ehrlich e de S180 tratados
com DCTN pode ser devido a morte celular pelo aumento de TNF-a, secretado na area do
tumor. Os macrofagos aparecem como a fonte primidria de TNF e estdo presentes em
tumores murinos em grande nimero (Havell ez al., 1988; North & Havell, 1988; 11lasday ef
al., 1990). Outros diterpenos, como o taxol, aumentam a produgdo de TNF (Mullins et al.,
1997). Diversos fatores podem estar envolvidos na resposta biologica de diterpenos,
inclusive os estruturais. O diterpeno DCTN apresenta um sistema carbonilico a,f
insaturado capaz de funcionar como centro de atividade eletrofilica para reagir com sitios
nucleofilicos de outras biomoléculas (Wattenberg, 1995), podendo responder pela atividade
antitumoral significativa. Assim, a auséncia deste centro reativo no diterpeno CTN, pode

ser usada para justificar o seu comportamento diferente, j4 que ndo apresentou esta
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atividade. Em trabalho recente (Costa et al., 1999), verificou-se que o diterpeno DCTN tem
efeito anti-estrogénico em ratos. Os anti-estrogénios sdo importantes no tratamento de
canceres de mama humanos dependentes de estrogénio (DeVita et al., 1997). A atividade
anti-estrogénica e o aumento de TNF-o. podem estar envolvidos na atividade antitumoral do
diterpeno DCTN contra carcinoma de Ehrlich, que € um tumor derivado de carcinoma de
mama esponténeo de camundongo (Song et al., 1993). Este trabalho, envolvendo os

diterpenos CTN e DCTN foi aceito recentemente para publicacdo (Grynberg et al, in

press).

4.2.3. Flavonoides: 7" -O-metilagatisflavona e Quercetina
4.2.3.1 Atividade antitumoral

A atividade antitumoral dos flavondides 7"-O-metilagatisflavona e quercetina foi
avaliada em animais portadores de tumor S180 ip, apds tratamento dos animais nos dias 1 e
2, usando-se 0 5-FU para comparacdo no mesmo esquema de tratamento. Verificou-se a
7"-O-metilagatisflavona injetada nos dias 1,2 7 e 8 ap6s a inoculagdo ip de S180 na dose
total de 38 mg/kg ndo apresentou atividade antitumoral. Quando injetou-se maior
guantidade de 7"-O-metilagatisflavona 140 mg/kg no mesmo esquema de tratamento,
verificou-se que a droga foi tdxica para os animais. Os flavonoides apresentaram atividade
antitumoral significativa na dose de 80 mg/kg injetados nos dias 1 e 2 para a agatisflavona
(T/IC % 140) e de 120 mg/kg para a quercetina (T/C % 128). O 5-FU utilizado como
controle positivo na dose total de 75mg/kg apresentou atividade antitumoral significativa

(T/IC % 140). Os produtos naturais amentoflavona e rutina nos esguemas ensaiados com
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doses totais de 30 mg/kg ndo revelaram atividade contra o tumor S180. Os resultados
obtidos para a atividade antitumoral in vivo dos flavondides esta resumida na Tabela 8.
Esses resultados estdo de acordo com observagbes anteriores, indicando que a
quercetina apresenta atividade antitumoral em alguns tumores como o de Ehrlich (Suolina
et al., 1975; Kandaswami et al., 1992) e carcinoma da cabega (Castillo et al., 1989). Outros
flavondides, como o derivado sintético flavonil(5—a)acético, e o acido 5,6-
dimetilxantenona-4-acético, estdo sendo ensaiados em clinica devido a atividade em
tumores sdlidos (Bibby et al, 1991; Thomsen et al., 1991). Essa atividade antitumoral €

atribuida, & inducdo de TNF e ao aumento da liberacdo de nitrito nos tumores (Thomsen et

al, 1991).

Tabela 8. Efeito do tratamento com 7"-O-metilagatisflavona, quercetina e 5 -FU no
crescimento in vivo de tumor ascitico S180.

Drogas Tumor® Tratamento Dose total’ %T/C ¢
(dias) (mg/kg)
5-FU S180 le2 38 140
77-0-metil S180 1,2,7,¢e8 38 100
agatisflavona
le2 80 140
Quercetina le2 120 128

2 Células tumorais (5 x 10°) foram implantadas via ip em camundongos singénicos DBA/2
no dia zero.

® As drogas foram administradas em 0,06 mL de DMSO 80% em salina, via ip, nos
animais tratados ou s6 a mistura solvente nos animais controles.

€ 9% T/C > 125 indica atividade significativa.
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4.3. Interacdo de drogas com o DNA do timo e de fago

No estégio atual, o tratamento do cancer encontra-se ainda cheio de paradoxos, como
consequéncia das drogas ocorrendo inclusive o aparecimento da prépria doenca em
circunstancias apropriadas. O alvo principal de muitas drogas anti-cancer € a inativagdo da
replicacdo do DNA, processo necessario para a divisdo celular. Essas drogas, portanto, sao
na maioria das vezes inibidoras da sintese de acidos nucléicos e podem interagir com o
DNA, distorcendo sua estrutura e, consequentemente inviabilizando sua funcéo.

Devido a possibilidade da acdo das drogas ser através da interagdo com o DNA,
estudamos o comportamento desta biomolécula sob a acdo de alguns derivados
mesoibnicos e flavondides usando inclusive a espectrofotometria no UV, fluorescéncia e

eletroforese em gel de agarose para avaliar a especificidade de acdo destes produtos

sintéticos e naturais.

4.3.1. Absorcdo no UV e fluorescéncia

Os derivados mesoidnicos e os flavondides em solugdo apropriada comportam-se
como mondmeros, como pode ser deduzido pela andlise dos espectros de RMN 'H (Santos,
1992; Velandia, 1997; Moreira et al., 1999). Os espectros de absor¢do das substancias
submetidas a investigacdo foram comparados com os das drogas padrbes intercalante, o

brometo de etidio e ndo intercalante, a campotecina (Bloomfield et al., 1974; Liu, 1989).
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43.1.1. Derivados mesoidnicos

Dos derivados mesoidnicos MI-A, MI-C, MI-D e MI-J analisados por titulacdo
espectrofotométrica no UV, somente o MI-D apresentou propriedades de interacdo com o
DNA do timo. Sabe-se que a diminui¢do da absor¢do por interacdo de substéncias com o
DNA é dependente da seqiiéncia de bases no DNA e essa absorcdo € significativamente
menor para s sequéncias ricas em GC. O DNA do rimo apresenta 42% de seguéncia GC
(Nandi & Maiti, 1985). A Figura 70 mostra os espectros de absor¢do na regido entre A 200
a 500 nm de solucdo de 17,3 uM de MI-D em tampdo TPE e apds a adicdo de
concentraces crescentes de DNA do timo.

A andlise comparativa dos espectros de absorcdo envolvem um efeito hipocrémico na
regiao de 406 nm, regido de absorcdo caracteristica do anel heterociclico do MI-D, nas
concentragdes 17,3, 51,9, 121 e 141,9 uM de DNA. Este resultado indica interagdo do M1 -
D com o DNA. Para caracterizar esta interagdo, calculamos a constante de ligacdo K.
Obteve-se pelo grafico de Scatchard (Material e Métodos, item 3.2.11) a constante de
associagdo K = 5,8 X 10* M™* (Scatchard, 1949).

O espectro de absor¢do no UV do brometo de etidio (Figura 71) apresentou efeito

hipocrémico e hipsocrdomico da banda em A 288 nm. Na maior concentracdo de DNA, 117
uM, o brometo de etidio apresentou uma banda larga na regido entre 260 e 280 nm. O valor

de K = 3 x 10° M™ para 0 brometo de etidio foi calculado pelo gréafico de Scatchard.
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Figura 70. Espectros de absor¢do no UV da substincia MI-D em tampdo TPE ¢ na
presenga de concentragdes crescentes de DNA do timo. Ao lado, o espectro aumentado na
regido de absor¢do maxima de MI-D.

Relagio MI-D:DNA 1:1, 1:3, 1:5, 1:7 e 1:8,2 correspondendo respectivamente a 17,3, 51,9,
121 ¢ 141,9 uM de DNA do timo.
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Figura 71. Espectro de absorgio no UV do brometo de etidio em tampdo TPE (1) e na
presenga de concentragdes crescentes de DNA do timo, 13, 39, 91 (3-5)e 117 uM (2).
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Em trabalho recente, verificamos por espectrofotometria no UV que, a acridina laranja,
agente intercalante do DNA, apresentou efeito hipocrdmico e batocrémico com K = 3,4 x
10®* M (Da Silva et al, 1999).

A titulacdo espectrofotométrica no UV da campotecina em concentragdes crescentes

de DNA, apresentou efeito hipercrbmico na regido caracteristica do anel heterociclico

(Figura 72).
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Figura 72. Espectros de absor¢do no UV da campotecina em tamp3o TPE e na
presenga de concentragdes crescentes de DNA do timo. Ao lado, o espectro aumentado na
regido de absor¢do maxima da campotecina.

Relagdo campotecina:DNA 1:1, 1:3, 1:5 e 1:7, correspondendo respectivamente a 17,3,
51,9, 86,5 ¢ 121 uM de DNA do timo.
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O efeito de interagcdo dos derivados mesoidnicos com o DNA foi avaliado por anélise
do espectro de emissdo de fluorescéncia da droga envolvendo também a presenca de
concentragBes crescentes de DNA. O MI-J apresentou espectro com caracteristicas de
interacdo com o DNA ap0s excitacdo em A 424 nm e emissdo méxima em A 500-550 nm.
No entanto, as caracteristicas observadas revelaram o aumento de fluorescéncia na presenca
de concentracbes crescentes de DNA (Figura 73), como observado para outras drogas
intercalantes (Bloomfield et al, 1974).

O derivado MI-D apresentou espectro de fluorescéncia com caracteristicas de
interacdo com o DNA ap0s excitacdo em A 406 nm e a emissdo maxima em A 470 nm
(Figura 74). A emissdo caracteristica do anel heterociclico, apresentou efeito hipocrémico e
batocromico, na presenca de concentragbes crescentes de DNA. Nas concentragbes de 13 e
39 uM de DNA observou-se supressdo de mais de 50% da fluorescéncia na ligagdo ao
DNA, Figura 74, verificando-se deslocamento para a regido do vermelho. No entanto, na
concentragdo de 117 uM de DNA observou-se um aumento da fluorescéncia,
provavelmente devido a um efeito saturante da droga com excesso de DNA (Barton et al,
1986; Urano et al, 1991).

A andlise da titulagdo por fluorescéncia do MI-D através do gréfico de Scatchard,
permitiu deduzir a constante de ligagio K = 5,8 x 10> M™%, Usando a medida de eficiéncia da
supressdo da fluorescéncia do MI-D em presenca de concentragfes crescentes de DNA

através da equagdo de Stern-Volmer (Material e Métodos, item 3.2.12), obteve-se o valor

de Ksv = 6,56 x 10°M™.,
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Figura 73. Espectro de fluorescéncia do MI-J em tamp3o TPE e na presenca de
concentragdes crescentes de DNA do timo.

Relagdo MI-J:DNA 1:1, 1:3, 1:5 e 1.7, correspondendo respectivamente a 13, 39, 65 e
91 uM de DNA do timo.
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Figura 74. Espectro de fluorescéncia do MI-D em tampdo TPE e na presenga de

concentragdes crescentes de DNA do timo e excitagdo a 406 nm.
Relagdo MI-D:DNA 1:1, 1:3, 1:7 e 1:9, correspondendo respectivamente a 13, 39, 91 ¢

117 uM de DNA do timo.
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No entanto, o efeito no espectro de fluorescéncia apds excitagdo em A 286 nme a
emissdo méxima em A, 590 nm do brometo de etidio (droga intercalante) como controle
positivo (Figura 75), revelou um aumento da fluorescéncia na presenca de concentragdes
crescentes de DNA, 13, 39 e 65 uM, o que estd de acordo com os resultados de LePecq &
Paoletti, 1967. A campotecina, outra droga analisada ndo apresentou alteragdo no espectro
de fluorescéncia na presenca de concentragBes crescentes de DNA apds excitagdo em A 368
nm de acordo com o comportamento de drogas ndo intercalantes (Bloomfield et al., 1974,
Nandi et al., 1990).

Em geral, o espectro de emissdo de moléculas que interagem com o DNA apresenta
valores de intensidade de fluorescéncia menores na regido de emissdo méxima, como 0S
obtidos para as acridinas e hidrocarbonetos policiclicos (Bloomfield et al., 1974), podendo
ainda apresentar-se como uma banda larga (Kumar & Asuncion, 1993). No entanto, para o
brometo de etidio, a ligagdo ao DNA aumenta a fluorescéncia (LePecq & Paoletti, 1967,

Bloomfield et al., 1974). N&o se sabe ainda a base deste fato.
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Figura 75, Espectro de fluorescéncia do brometo de etidio em tampdo TPE e na presenga

de concentragdes crescentes de DNA do timo e excitagdo a 286 nm.
Relagdo brometo de etidio:DNA 1:1, 1:3, 1:5 correspondendo respectivamente a 13, 39

¢ 65 uM de DNA do timo.
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4.3.1.2. Flavondides

A titulagdo  espectrofotométrica dos flavondides amentoflavona, 7"-O-
metilagatisflavona e quercetina no UV, ndo apresentou evidéncias de interagdo quando
usando-se concentracBes crescentes de DNA em relagdo com o controle s6 de droga.

Na andlise da titulacdo por fluorescéncia dos flavonoides, apenas a amentoflavona
apresentou espectro caracteristico de interacdo com o DNA do timo. A amentoflavona (13
uM) quando excitada em A, 332 nm e na presenga de concentragBes de 13, 39, 65, 91 e 117
uM de DNA, revelou espectro com supressdo da fluorescéncia na ligagdo com o DNA na
emissdo mé&xima em A 720 nm. Porém, somente na concentracdo de 39 uM de DNA
observou-se um aumento da emissdo da fluorescéncia (Figura 76). A andlise dos resultados
obtidos para a amentoflavona por emissdo de fluorescéncia na presenca de concentragoes
crescentes de DNA ndo permitiu o célculo da constante de ligacdo. A andlise do espectro

de fluorescéncia sugere que a biflavona interage com o DNA.
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Figura 76. Espectro de fluorescéncia da amentoflavona em tampdio TPE e na presenga de
concentragdes crescentes de DNA do timo e excitagdo a 332 nm.

Relagdo amentoflavona:DNA 1:1, 1:3, 1:5, 1:7 e 1:9 correspondendo respectivamente a 13,
39,65, 91 e 117 uM de DNA do timo.
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4.3.2. Eletroforese em gel de agarose com DNA do fago super-helicoidal

A andlise por eletroforese em gel de agarose de 0,2 ug do DNA de fago super-
helicoidal ¢X174 na presenga de derivados mesoidnicos MI-A, MI-D ¢ MI-J, em trés
concentragoes, 100, 10 e 1 ug/mL correspondendo a 310, 31 ¢ 3,1 uM (MI-A); 220, 22 ¢
2,2 uM (MI-D) e 245, 24,5 e 2,45 uM (MI-J) em comparagdo com 25 uM de brometo de
etidium mostrou que nenhum dos derivados afetou o processo de migragdo do DNA (Figura
77). O complexo brometo de etidio-DNA apresenta o DNA alterado para forma
desenrolada devido a intercalagio, a forma desenrolada do DNA migra mais lentamente na

eletroforese do que a forma compacta de fago superhelicoidal nativo (Waring, 1970).

HE S B O e L B

Figura 77. Eletroforese em gel de agarose de DNA de fago super-helicoidal ¢X174 na
presenga de derivados mesoidnicos e de brometo de etidio.

1. DNA de fago; 2. DNA + MI-A 310 uM; 3. DNA + MI-A 31 uM; 4. DNA + MI-A 3,1
uM ;5. DNA + MI- D 220 uM 6. DNA+ MI- D 22 uM; 7. DNA+ MI- D 2,2 uM 8. DNA
+ MI-J 245 uM. 9. DNA + MI-J 24,5 uM; 10. DNA + MI-J 2,45 uM; 11. BE 25 uyM.

O ftratamento do DNA do fago com trés concentragdes dos flavonodides 77-O-
metilagatisflavona, 100, 10 ¢ 1 ug/mL (187, 18,7 e 1,87 uM respectivamente) e
amentoflavona (186, 18,6 ¢ 1,86 uM, respectivamente), também no apresentou diferencga

na migragdo eletroforética (Figura 78), o mesmo ocorrendo com a biflavona denominada
R9S.
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Figura 78. Eletroforese em gel de agarose de DNA de fago ¢X174 super-helicoidal na
presenga de flavonodides e de brometo de etidio.

1. DNA de fago; 2. DNA + 77-O-metil agatisflavona 187 uM; 3. DNA + 7”-O-metil
agatisflavona 18,7 pM; 4. DNA + 77-O-metil agatisflavona 1,87 uM; 5. DNA +
amentoflavona 186 uM; 6. DNA+ amentoflavona 18,6 uM; 7. DNA+ amentoflavona 1,86
uM; 8. DNA + R98 145 uM. 9. DNA + R98 14,5 uM; 10. DNA + R98 1,45 uM;

11. BE 25 uM.

A habilidade de uma substincia para se ligar a biomoléculas de varias maneiras pode
ser requerida para expressar atividade antitumoral significativa. A atividade biologica
revelada pelo derivado MI-D, substincia contendo um sistema planar aromatico
heterociclico, pode ser justificada pela habilidade de interagir com os pares de bases
empilhadas na hélice dupla provavelmente através de interagdes eletrostaticas (Cheng e/ al,
1993; Echevarnia er al, 1995). Possivelmente, a presenga do grupo nitro no sistema
heterociclico contribui para a deslocalizagéo eletronica através de seus efeitos indutivo ¢ de
ressondncia, influenciando na polarizagio da molécula do DNA (Korokolvas &
Burckhalter, 1988; Cheng et al.,1993).

A biflavona amentoflavona contendo duas unidades flavonoidicas com anéis
aromaticos policiclicos, também interage com o DNA, verificado pela emissio da
fluorescéncia, que ¢ um método mais sensivel que a absorgéo no UV.

Os resultados obtidos indicam que os derivados mesoidnicos MI-D e MI-J ¢ a
biflavona amentoflavona apresentam caracteristicas de substincias que interagem com o

DNA.
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4. 4. Apoptose

4.4.1. Derivados mesoidnicos

O método bioquimico cldssico para demonstrar a apoptose ¢ a presenca de fragmentos
de cerca de 180 pares de bases de comprimento que indica a clivagem do DNA nas regides
entre os nucleossomos (Wyllie ef al., 1980; Ramachandra & Studzinski, 1995). Para estudar
a fragmentagdo do DNA em células de Ehrlich tratadas por derivados mesoidnicos MI-D,
MI-J ¢ o BMI-D em concentragdes na faixa de 11-62 uM foi realizada a analise por
cletroforese em gel de agarose do DNA extraido das células de Ehrlich em cultura de 4 € 24
horas. A banda de DNA permaneceu proximo do topo do gel, tanto das células tratadas com
o solvente DMSO 0,3 % (Figura 79, linha 1) como o das tratadas por 24 horas com §
ug/mL (11 pM) de ME-D e (12,5 uM) de BMI-D (Figura 79, linha 2 € 3). A linha L da

Figura 79, apresenta vérias bandas que servem como marcadores de tamanho do DNA.

L1 2 13

Figura 79. Eletroforese em gel de agarose do DNA extraido de células de Ehrlich tratadas
com MI-D ¢ BMI-D por 24 horas. L: Padrdo de massa molecular de 1 kb do DNA /ladder,
1: Células controle tratadas com o solvente; 2: Células tratadas com MI-D a 11 uM;

3: Células tratadas com BMI-D a 12,5 pM.
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Para avaliar a influéncia do aumento da concentracdo das drogas e do tempo de
exposicdo sobre o DNA das células de Ehrlich, usou-se o tratamento das células de Ehrlich
por 4 e 24 horas com 25 ug/mL de MI-D (55 uM), BMI-D (62,5 uM) e M1-J (61,2 uM) e
etoposida a 40 pg/mL (68 uM), como um inibidor da DNA topoisomerase Il. Observou-se
por eletroforese que o DNA das células controles (tratadas por 24 horas com salina e
DMSO 0,3 %), apresentou banda de massa molecular elevado proxima do topo do gel
(Figura 80, linhas 1 e 2) semelhante aos das tratadas com MI1-D por 4 e 24 horas (Figura
80, linhas 3 e 4). O DNA das células tratadas por BMI-D por 4 horas ndo apresentou
alteracdo da migracdo do DNA em relacdo ao DNA do controle, mas ocorreu fragrnentacdo
do DNA das células tratadas por 24 horas (Figura 80, linha 5 e 6). Por outro lado, foi
observada fragmentacdo do DNA nas células tratadas com M1-J, iniciando-se em 4 horas e
evidenciada no gel apds 24 horas de tratamento, verificando-se 0 aumento de fragmentos de
DNA (Figura 80, linhas 7 e 8). A etoposida, ndo induziu fragmentacdo do DNA da células
tumorais tratadas na concentracdo de 68 uM em 4 e 24 horas de tratamento (Figura 80,
linhas 9 e 10). A linha L da Figura 80, apresenta vérias bandas que servem como

marcadores de tamanho do DNA.
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Figura 80. Eletroforese em gel de agarose do DNA extraido de células de Ehrlich tratadas
com MI-D, BMI-D, MI-J e etoposida por 4 € 24 horas. L: Padrio de massa molecular do
DNA AHind 111, 1: Células controle tratadas com salina; 2: Células controle tratadas com
o solvente; 3: Células tratadas com MI-D a 55 uM por 4 horas; 4: Células tratadas com
MI-D a 55 uM por 24 horas; 5: Células tratadas com BMI-D a 62,5 uM por 4 horas; 6:
Células tratadas com BMI-D (62,5 uM) por 24 horas; 7: Células tratadas com MI-J a 61,2
puM por 4 horas; 8: Células tratadas com MI-J a 61,2 uM por 24 horas; 9: Células tratadas

com etoposida a 68 uM por 4 horas;10: Células tratadas com etoposida a 68 uM por 24
horas

Os resultados obtidos mostraram que ndo ocorreu indugéo na formagio de fragmentos
oligonucleossomicos do DNA em escada caracteristico da apoptose, no DNA nas células
tratadas com o derivado MI-D mesmo com a dose mais elevada (55 uM). Por outro lado a

resposta para a indugiio do DNA Jadder revelou-se dependente do tempo e da dose para os

derivados BMI-D e MI-J.
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Embora o critério da verificagdo da fragmentacdo internucleossdbmica do DNA seja
classico para demonstrar a apoptose, este processo pode ndo ser observado quando ocorrem
vérios estimulos como a presenca de drogas citotdxicas. Recentemente, verificaram-se que
algumas drogas induzem nas células fragmentos maiores de DNA, entre 50 a 150 kb
observados por eletroforese, como ocorre com a etoposida em células linfoblastoides
MOLT-4 e com a idarrubicina, uma antraciclina usada no tratamento de leucemias e no
cancer de mama (Sielman et al., 1998). A presenca de fragmentos maiores de DNA pode
ser analisada também por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). Sendo a técnica
por PFGE mais sensivel para estabelecer a morte celular, poderia ser detectada a apoptose,
nas células de carcinoma de Ehrlich, apés o tratamento com os derivados mesoionicos e
com a etoposida. Recentemente, foi evidenciada a presenca de fragmentos de DNA de
elevada massa molecular em morte celular por necrose apOs tratamento com campotecina

(Sané & Bertrand, 1999).

4.4.2. Flavondides

Trabalhos descritos na literatura mostraram que flavondides naturais tém efeito
inibidor do crescimento de varios tipos de células cancerosas, como o carcinoma de Ehrlich
e a linhagem de células humanas de cancer do trato gastrointestinal (Suolina et al., 1975;
Yanagyhara et al., 1993). As isoflavonas genisteina (Figura 36), a biochanina A e a flavona

polimetoxilada tangeretina (Figura 81), podem induzir apoptose nas células de leucemia humana

HL-60 (Hirano et al., 1995).
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Figura 81. Estruturas da biochanina A e da tangeretina.

Neste trabalho, verificamos que os biflavondides 7"-O-metilagatisflavona,
amentoflavona, amentoflavona acetilada e o flavonol quercetina inibem o crescimento de

células de Ehrlich, em 48 horas de cultura (Grynberg et al, 1998).

OH

7"-O-metilagatisflavona amentoflavona

Para verificar se a citotoxicidade desses flavondides pode ser atribuida a inducdo de
apoptose, investigamos por eletroforese em gel de agarose 0 DNA das células de Ehrlich
tratadas com 7"-O-metilagatisflavona, amentoflavona, amentoflavona acetilada, quercetina
e genisteina por 4, 24 e 48 horas de crescimento. Os resultados indicaram que ocorreram

fragmentacdo oligonucleossomica do DNA, sendo o processo reacional dependente do
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tempo e da dose (Figuras 82). Com 4 horas de tratamento ndo foi observado fragmentacéo
do DNA. Ap6s 24 e 48 horas de tratamento com amentoflavona, a 15 pug/mL (28 uM),
amentoflavona acetilada, a 15 pg/mL (19 uM), a quercetina, a 15 pg/mL (29,6 uM) (Figura
823, linhas 4 a 9) foi observado fragmentagdo do DNA comparadas com as linhas 1 e 2 de
células controle expostas ao solvente DMSO a 0,3% por 24 e 48 horas. Além disso, ndo se
observou degradacdo de DNA nas células tratadas com etoposida a [0 ug/mL (17 uM) por
24 horas (Figura 82a, linha 3). Encontra-se relatado que, endonucleases dependentes de
calcio estimulam a apoptose, enquanto que ions zinco inibem a atividade enzimatica e
blogueiam a apoptose (Hirano et al., 1995). Em nossas experiéncias, células de Ehrlich
tratadas por 48 horas com amentoflavona, amentoflavona acetilada e quercetina na presenca
de 25 uM Zn*, em comparacio com células controle tratadas com Zn** a 25 uM n#o
apresentaram fragmentacdo do DNA, como revela a Figura 82b (linhas 2, 3 e 4), indicando
que possivelmente endonucleases dependentes de Ca®* estdo envolvidas na apoptose das
células tratadas com os flavondides amentoflavona e quercetina (Kaufmann, 1989; Hirano
et al, 1995; Yoshida et al, 1998). Além do mais, verificamos que as células de Ehrlich
tratadas com as biflavonas, 7"-O-metilagatisflavona e amentoflavona, apresentaram
alteracdes morfol 6gicas caracteristicas da apoptose como a condensagdo da cromatina.

N&o houve alteracdo no DNA de células de Ehrlich tratados com 17 uM de etoposida
por 20 horas (Figura 82a, linha 3). A acdo da etoposida varia com o tipo de célula em
estudo, sendo que algumas vezes produz o aparecimento de DNA em escada em células
linfoblastéides CEM e de leucemia HL-60 (Kaufmann, 1989), em outras, como as células

MOLT-4, ndo ocorre ateracdo do DNA (Sielman et al., 1998).
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(a) (b)

Figura 82. Eletroforese em gel de agarose de DNA extraido de células de Ehrlich apos 24
e 48 horas de tratamento com amentoflavona, amentoflavona acetilada, quercetina e
etoposida, na auséncia (a) e na presenga de ZnSQO4 (b).

(a): L; Padrao de massa molecular do DNA A/Hind 11I; 1 e 2: células controle expostas a
DMSO 0,3 % por 24 e 48 horas; 3: células tratadas com etoposida a 17 uM por 24 horas; 4
¢ 5: células tratadas com amentoflavona a 28 pM por 24 e 48 horas; 6 e 7: células tratadas
com amentoflavona-acetilada a 19 pM por 24 ¢ 48 horas; 8 e 9: células tratadas com
quercetina a 29,6 M por 24 e 48 horas.

(b): células tratadas com drogas por 48 horas na presenca de 25 pM Zn ¥ L: Padrdio de
massa molecular do DNA A/Hind 1I1; 1: células controle + Zn™"; 2; células tratadas com
amentoflavona a 28 pM + Zn®"; 3: Células tratadas com amentoflavona acetilada a 19 uM
+7Zn*": 4: células tratadas com quercetina a 30 pM + Zn®",

O tratamento das células de Ehrlich com a rutina, um flavonoide glicosilado, derivado
da quercetina, ndo apresentou evidéncias de apoptose e nem citotoxicidade, demonstrando

que a presenga de hidroxila livre no dtomo de C-3 do anel C, ¢ necessaria para a atividade,

como OCorre com a quercetina.
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As células de Ehrlich tratadas por 24 horas com a biflavona 7”-O-metilagatisflavona, a
15 pg/mL (28 puM), apresentou banda de massa molecular elevada proxima do topo do gel
(Figura 83, linhas 2), mas ocorreu fragmentagdo do DNA, bem evidente apés tratamento
por 48 horas (Figura 83, linha 3). As células tratadas por 48 horas com a isoflavona
genisteina (15 pg/mL =55,5 pM), usada como controle positivo apresentou fragmentagio
do DNA (Figura 83, linha 4), revelada pela comparagio com células tumorais tratadas por
48 horas com o solvente das drogas (DMSO a 0,3 %), que apresentou banda proxima do

topo do gel.

Figura 83. Eletroforese em gel de agarose de DNA extraido de células de Ehrlich apos 24-
48 horas de tratamento com 7”-O-metilagatisflavona ¢ genisteina. L: Padrio de massa
molecular do DNA A/Hind 1II; 1: células tratadas com DMSO 0,3 % por 48 horas; 2:
células tratadas com 77-O-metilagatisflavona a 28 uM por 24 horas ; 3: células tratadas
com 7”-O-metilagatisflavona a 28 uM por 48 horas; 4. células tratadas com genisteina a 55
puM por 48 horas.
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Ndo foi observada a quebra de DNA em timdcitos tratados por 20 horas com o0s
flavondides usados para estudo. Em contraste, observou-se a quebra do DNA em escada
com 17 uM de etoposida, usado como controle positivo, por tratamento de 20 horas.

Embora 0 mecanismo de agdo das enzimas caspases na apoptose esteja sendo muito
estudado nos ultimos anos (DeVita et al, 1997; Yu & Littel, 1998), o envolvimento de
endonucleases ainda ndo esta claro. Em trabalho recente (Yoshida et al., 1998), foi isolada
uma endonuclease dependente de Mg™, possivelmente ativada por caspases, com alta
atividade em células de leucemia em processo de apoptose. Com base nos resultados
obtidos em nosso trabalho, pode-se sugerir que as caspases estariam envolvidas no

mecanismo de apoptose induzida por flavonbides através da ativacdo de nucleases.

4.5. Amplificacdo do DNA por reacdo de polimerase em cadeia (PCR)
45.1. Derivados mesoidnicos e flavonoides

A técnica idealizada por Kary Mullis na década de 1980 para a reagcdo de polimerase
em cadeia (PCR) revolucionou a genética molecular (Watson et al., 1997), possibilitando,
inclusive, a producdo de copias de seqiiéncias especificas de DNA de célula em andlise. O
DNA total da célula contendo o possivel fragmento de cromossomo para 0 gene em estudo,
pode ser usado para a amplificagdo por PCR. A especificidade da reacdo € dada por dois
oligonucleotideos iniciadores (primers) complementares a sequéncia do DNA em andlise
que limitam o gene em cada cromossomo. A sequéncia do DNA em andlise serd

amplificada se os oligonucleotideos iniciadores, que estdo situados em direcdes opostas se
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posicionarem na seqiiéncia do gene. A amplificacdo do DNA em cultura de células pode ser
indicada pelo aumento de copias do fragmento génico em estudo.

Neste trabalho tentamos a amplificacdo da expressdo de um fragmento do gene p53
presente em células de Ehrlich (Lu et al., 1988) utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
para 0 DNA extraido de células tumorais tratadas com os flavontides e os derivados MI-D
e MI-J. Os oligonucleotideos sintéticos utilizados, sense e antisense, correspondem aos
exons 5 e 8 do gene p5b3, tendo a seguinte composi ao:

Oligonucleotideo sense (5- TCTGGGCTTCTTGCATTCTG-3),
Oligonucleotideo antisense (5- GTTGGGCAGTGCTCGCTTAG-3).

Os resultados obtidos por eletroforese indicaram a amplificacdo do fragmento do gene
com produto de aproximadamente 374 bp (Figura 84, linhas 2 a 5) de células de carcinoma
de Ehrlich tratadas por 48 horas com 15 pug/mL dos flavondides 7"-O-metilagatisflavona,
amentoflavona, amentoflavona acetilada e quercetina (28, 28, 19 e 29,6 uM,
respectivamente), que correspondem aos encontrados por Okuda et al., em 1994. O
biflavondide, denominado R98, também apresentou amplificagdo do DNA (Figura 84, linha
6). As células tumorais usadas como controles, tratadas com o solvente das drogas (DMSO
0,3 %) ndo apresentaram amplificagdo do DNA (Figura 84, linha 1). O derivado M1-D néo

apresentou evidéncias de amplificacdo do DNA.
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Figura 84. Eletroforese em gel de agarose de produtos obtidos da amplificagdo de
DNA por PCR de células de Ehrlich tratadas com flavonoides. L: Padrio de massa
molecular de 1 kb do DNA ladder; 1: células controle tratadas com DMSO 0,3 %; 2:
células tratadas com 77-O-metilagatisflavona; 3. DNA de células tratadas com
amentoflavona; 4: células tratadas com amentoflavona acetilada; 5: células tratadas com
quercetina; 6. células tratadas com biflavona R98. A seta indica o fragmento do gene alvo
amplificado.

Diversos estudos demonstraram que, uma mutag3o no gene p353 em tumores malignos
pode produzir a diminuigdo da sobrevida do paciente (Soong ef al., 1997). Assim, o p53
normal efetivamente previne a proliferagdo do DNA danificado pela ativagdo da via que
leva a apoptose. A célula cancerosa com p53 normal é mais sensivel a quimioterapia do que
a célula normal (DeVita et al., 1997).

A avaliagio de linhagens celulares de tumores no Instituto Nacional do Céncer dos
Estados Unidos mostrou correlagdo entre a inibigdo do crescimento para 123 agentes
anticancerigenos contendo o gene p53 normal. As células contendo p53 mutante tendem a
ter menor inibigdo do crescimento (O’Connor ef al., 1997). Um outro trabalho verificou
que, o flavonol quercetina inibe o crescimento ¢ a expressdo da proteina p53 mutante, sem
afetar o nivel de mRNA do p353 mutante em linhagem de células de cincer de mama
humano (Avila et al., 1994). Verificou-se ainda que, 0 mRNA para o p53 aparece

aumentado na transi¢éo da fase G1/S em células de carcinoma de Ehrlich em camundongos

(Luetal., 1988).
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Os resultados de amplificacdo do DNA, obtidos com os flavonoides para o presumivel
fragmento do gene p53 (Okuda et al., 1994; Hagesawa et al., 1995), podem ser atribuidos a
participacdo do acesso de nucleases a cromatina como acontece com a bromodesoxiuridina.
Esta droga atua como um sensibilizador da radiacdo e aumenta a suscetibilidade para
fragmentacdo do DNA em muitas células, proporcionando a inducdo do gene p53 (Rieber
& Rieber, 1998). Os resultados deste trabalho ainda necessitam da andlise da seguéncia do
DNA amplificado por PCR, para confirmar que o gene p53 esta associado a resposta dos

flavondides utilizados neste trabal ho.
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4.6. DNA topoisomer ases

A topoisomerase | € expressa durante o ciclo celular e esta envolvida na transcricéo,
replicacdo e recombinacdo do DNA, mantendo a estabilidade do genoma (Wang, 1985 e
1996; Chen & Liu, 1994). Recentemente, verificou-se que a proteina p53 aumenta a
atividade da topoisomerase |, sugerindo o seu envolvimento no dano ao DNA mediado pela
p53 (Gobert et al., 1996).

A topoisomerase | aparece elevada em muitos canceres humanos, tornando-se o avo
de vérios agentes anti-cancer, como a campotecina, a morfolinodoxorrubicina e a
actinomicina D (Pommier et al., 1998, Wuerzberger et al., 1998). Outros agentes tém
mostrado atividade inibidora da enzima, as benzofenantridinas incluindo a série das
fagaroninas e benzoantracenos (e.g saintoipina), alcaldéides, como a coralina e as
indenoisoquinolinas (Pommier et al., 1998), os indolcarbazdis com atividade contra varios
tumores de camundongos sendo que o derivado semi-sintético, a ED-749, estad sendo
analisado em estégio clinico (Yoshinari et al., 1993; Strumberg et al., 1999; Moreau €t al.,
1999). Outros potentes inibidores da atividade da enzima sdo os flavonodides, como as
flavonas naturais, velutina (Zahir et al., 1996), quercetina, miricetina e fisetina, e as
sintéticas como 3',5'-dibromo-4'-hidroxi-3-metilflavonas (Boege et al., 1996).

Neste trabalho, estudamos flavondides, produtos naturais, e derivados mesoibnicos,

produtos sintéticos, como agentes model o para as reagcdes mediadas por topoi somerases.
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4.6.1. Derivados mesoionicos

Foram avaliados por eletroforese quatro derivados mesoidnicos (MI-A, MI-C, MI-D ¢
MI-J) na atividade de relaxamento da topoisomerase I sobre 0 DNA superhelicoidal de
plasmideo.

Os resultados na concentragdo de 100pg/mL mostraram que as substancias MI-C (237
uM), MI-D (220 uM) ¢ MI-J (245 uM) inibiram a atividade da topoisomerase I, [Figura
85, linhas 6, 8 ¢ 10, comparadas com a campotecina (100 uM), linha 11]. O derivado MI-A
ndo inibiu a atividade da topoisomerase I, Figura 85 (linhas 3 € 4). As linhas 1 ¢ 2 da Figura

85, correspondem ao DNA superhelicoidal € ao DNA na presenga da topoisomerase I,

respectivamente.

DNA

relaxado P

superhelicoidal

1234567 3% 30u

Figura 85. Eletroforese em gel de agarose mostrando a ag¢do dos derivados mesoidnicos
MI-A, MI-C, MI-D e MI-J no relaxamento do DNA de plasmideo por topoisomerase 1.

DNA de plasmideo pBR322 0,2 ug (1) foi incubado com 2 unidades de topoisomerase I na
auséncia (2) ou na presenga de drogas: MI-A 31 e 310 uM (3 e 4), MI-C 23,7 € 237 uM (5

€ 6), MI-D 22 ¢ 220 uM (7 ¢ 8), MI-J 24,5 € 245 uM (9 ¢ 10) e campotecina 100 uM (11).
As amostras de DNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose.
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Para obter informacgdes adicionais sobre o efeito do MI-D e MI-J no desenrolamento
do DNA superhelicoidal de plasmideo por topoisomerase |, adicionamos a proteinase K e
SDS a reacdo para desnaturar e separar 0 DNA da proteina. ApoOs este procedimento,
extraiu-se o DNA com cloroférmio-alcool isoamilico para andlise por eletroforese em
agarose contendo brometo de etidio. Esta droga induz efeitos de desenrolamento e o DNA
relaxado migra com mais rapidez do que o DNA superhelicoidal. O resultado foi
comparado com uma droga ndo intercalante, a etoposida como um inibidor de
topoisomerase |, e a campotecina como um inibidor de topoisomerase |, e o brometo de
etidio, como droga intercalante. Como verificado na Figura 86, os efeitos produzidos por
MI-D e MI-J no deslocamento do DNA em trés concentragdes, 100, 20 e 4 ug/mL,
aparecem como dependente da dose sendo mais intensa em maior concentracdo de 100
ug/mL MI-D (229 uM), linha 5 e MI1-J (245 uM), linha 8. O aumento observado na
mobilidade do DNA de plasmideo superhelicoidal com a maior concentracdo indica que as
substéncias M1-D e MI-J devem ser intercalantes, confirmando os resultados obtidos com
estes derivados utilizando o método de espectrofluorimetria. A etoposida em concentragdo
de 14,7 pg/mL (25 uM), ndo produziu inibicdo (Figura 86, linha 1) mas na presenca de
campotecina a 17,4 ug/mL (50 uM) ocorreu inibicdo da enzima, revelada pela banda de
DNA superhelicoidal com migracdo mais lenta (Figura 86, linha 11). Na presenca de
brometo de etidio a 10 ug/mL (25 uM) observou-se migracdo mais lenta do DNA, como

era esperado para uma droga intercalante (Figura 86, linha4).
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Figura 86. Eletroforese em gel de agarose mostrando a agdio dos derivados mesoidnicos
MI-D ¢ MI-J no desenrolamento do DNA de plasmideo por topoisomerase I, na presenga
de brometo de etidio.

DNA de plasmideo pBR322 0,2 g (2) foi incubado com 4 unidades de topoisomerase I na
auséncia (3) ou na presenga de drogas: etoposida 25 uM (1); brometo de etidio 25 UM (4);
MI-D 220,44 ¢ 8,8 uM (5,6 € 7); MI-J 245,49¢ 9,8 uM (8,9 ¢ 10); campotecina 100 uM
(11). As reagdes foram interrompidas por tratamento com SDS e tratamento com proteinase
K. O DNA foi extraido por mistura de cloroférmio-alcool isoamilico. As amostras de DNA
foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etidio.

Para a verificagdo do complexo de quebra mediada por topoisomerase I na presenga de
derivados mesoidnicos sobre o DNA superhelicoidal pBR322, avaliamos a reag¢do na
auséncia e na presenca destes derivados nas concentragdes, 10 e 100 pg.mL, [MI-A [31 e
310 uM), MI-C (23,7 e 237 uM), MI-D (22 € 220 uM) e MI-J (24,5 ¢ 245 uM)], usando
controle positivo campotecina na concentragdo de 35 pg/mL (100 pM). Efetuamos a
separagdo do DNA quebrado por adigdio de proteinase K e SDS a reacdo, ¢ a analise por
eletroforese em gel foi realizada na presenga de brometo de etidio. A Figura 87 mostra uma
fotografia da eletroforese, que permite a comparagio das atividades das substancias MI-A,

MIC, MI-D, MI-J e a campotecina. Observou-se que, as substancias sintéticas MI-D e
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MI-J apresentaram a banda correspondente a0 DNA quebrado em maior quantidade na
menor concentragdo (Figura 87. linhas 7 € 9), na mesma intensidade que a campotecina
(Figura 87: linha 11). Foi observada uma banda pequena nos derivados MI-A e MI-C na
maior dose (Figura 87: linhas 4 € 6). Na linha 1 observa-se a banda de DNA superhelicoidal

e na linha 2 com migragdo mais rapida o DNA relaxado pela enzima.

123 45673 91014

4 DNA quebrado
DNA

superhelicoidal > 4 DNA relaxad
relaxado

Figura 87. Eletroforese em gel de agarose mostrando a agdo dos derivados mesoidnicos
MI-A, MI-C, MI-D ¢ MI-J na formagio do complexo de quebra, na presenga de DNA de
plasmideo por topoisomerase 1.

DNA de plasmideo pBR322 0,2 pg (1) foi incubado com 4 unidades de topoisomerase I na
auséncia (2) ou na presenca de drogas: MI-A 31 e 310 uM (3 e 4); MI-C 23,7 e 237 uM (5
e 6); MI-D 22 ¢ 220 uM (7 e 8); MI-J 24,5 ¢ 245 uM (9 e 10); campotecina 100 uM (11).
As reagdes foram interrompidas por tratamento com SDS e proteinase K. As amostras de
DNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etidio.

Os resultados obtidos da atividade intercalante com os derivados MI-D ¢ MI-J na
eletroforese em gel na presenga de brometo de etidio, revelaram-se semelhantes aos
fornecidos com o derivado glicosilado do indolcarbazol NB-506 (Figura 88) por Bailly er

al., 1999, que mostraram a agfo inibidora sobre a topoisomerase I ¢ a atividade intercalante



168

de DNA utilizando a técnica de desenrolamento do DNA de plasmideo. A atividade de
topoisomerase pode ser separada da acdo intercalante do DNA por alteracdo da estrutura do
NB-506. O regioisomero do NB-506 (Figura 88) contendo grupos hidroxilicos nos atomos
de carbono C-2 e C-10, posi¢des diferentes dos encontrados no NB-506 (1,11 hidroxilado),

tém atividade contraa topoisomerase | porém sem acao intercalanteno DNA.

OH
OH OH
OH OH

NB-506 Regioisdomero de NB-506

Figura 88. Estruturas dos derivados indolcarbaz6is NB-506 e do regioisbmero de NB-506.

4. 6.2. Flavonodides

Um grande nimero de flavonoides responde pela inibicdo de topoisomerases | e Il
(Boege et al., 1996; Zahir et al., 1996). Como inibidores de topoisomerase |, pode-se citar
os flavondis quercetina e canferol e a flavona velutina (Boege et al., 1996), que formam
também o intermedidrio covalente com a enzima e o DNA. A quercetina é também

intercalante do DNA no ensaio de desenrolamento do DNA (Yamashita et al., 1990a
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&1990b). Em nosso trabalho, foi avaliado o efeito dos flavondides 77-O-
metilagatisflavona, amentoflavona e rutina sobre o relaxamento da topoisomerase I, em
comparagdo com a campotecina. Os biflavondides amentoflavona e 77-O-
metilagatisflavona inibiram a atividade da topoisomerase I na concentragio de 186 pM
(Figura 89, linhas 4 e 6) como revela a comparagdo com a campotecina, que na
concentragZo de 50 uM inibiu a atividade da enzima (Figura 89, linha 7) € na de 200 uM
ndo inibiu a atividade da enzima (Figura 89, linha 1). A rutina nfio inibiu a atividade da
topoisomerase I na concentragdo de 163 uM (Figura 89, linha 5). Na concentragio de 18,6

uM nenhum flavondide estudado inibiu a atividade da topoisomerase I .

1 2 3 4 5 8 7

DNA
relaxado

superhelicoidal

Figura 89. Eletroforese em gel de agarose mostrando a agfio dos flavonoides 77-O-
metilagatisflavona, amentoflavona no relaxamento do DNA de plasmideo por
topoisomerase 1.

DNA de plasmideo pBR322 0,2 pg (linha 2) foi incubado com 2 unidades de topoisomerase
I na auséncia (linha 3) ou na presenga de: 7”-O-metilagatisflavona 186 uM (linha 4 ), rutina
163 uM (linha 5), amentoflavona 186 uM (linha 6), campotecina 50 uM (linha 7) e 200 pM
(linha 1). As amostras de DNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose.
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Atribuiu-se a eficacia dos agentes tumorais que atuam sobre as topoisomerases | e Il ao
aumento da expressdo da atividade dessas enzimas em alguns tumores como os de ovario e
mama (Cornarotti et al., 1996). Assim, tumores com altos niveis de topoisomerase |l seriam
mais sensiveis a acdo de venenos para essa enzima. Os genes que codificam as
topoisomerases humanas estdo perto de oncogenes associados ao cancer e sdo Co-
amplificadas em aguns tumores (Comarotti et al., 1996). Deste modo, 0 gene para topo Ilo
estd proximo ao gene erbB2 implicado no cancer de mama (Murphy et al., 1995) e o gene
para a topoisomerase | esta perto do sinal de transdugcdo src da familia da tirosina cinase
(Parsons & Parsons, 1997).

Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos que demonstraram a agéo
inibitéria de alguns flavondides em concentracbes mais elevadas na atividade da
topoisomerase | (Boege et al., 1996). A biflavona 7"-O-metilagatisflavona apresentou
atividade antitumoral significativa in vivo e in vitro em tumor de Ehrlich e S180,
provavelmente como resultado em parte pela agdo sobre a topoisomerase I.

Os flavondides podem ser utilizados para o desenvolvimento de novas drogas anti-
cancer, e preventivos estudando-se a relagdo estrutura-atividade para a selegdo de derivados

com acdo em topoisomerases (Cody et al., 1987).
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5. CONCLUSQOES

Neste trabalho concluimos que:

- Os derivados mesoionicos MI-D e MI-J, o diterpeno DCTN e a biflavona 7"-O-
metilagatisflavona apresentaram resposta antitumoral significativa contra o0s tumores
murinos Ehrlich e S180, in vitro e in vivo.

- As substancias MI-D e MI-J, inibiram a sintese de DNA, de proteinas e, ainda,
inibiram a atividade da topoisomerase | formando o complexo de quebra e intercalaram-
se a0 DNA.

- As substéncias M1-D e DCTN induziram atividade de TNF-a in vivo.

- Além disso, nas doses ensaiadas, os derivados mesoidnicos ndo parecem afetar o
sistema hematopoiético, sugerindo serem agentes quimioterdpicos promissores.

- As biflavonas 7"-O-metilagatisflavona e amentoflavona ativaram a via que leva a morte
celular e inibiram a atividade da DNA topoisomerase |.

- A andlise por PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para um fragmento do
gene p53, indicou a amplificacdo de um fragmento do gene em células de Ehrlich

tratadas com os flavondides, amentoflavona, 7"-O-metilagatisflavona e quercetina.
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