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RESUMO

Compostos encontrados na natureza, mostram uma enorme gama de diversidade
em termos de estrutura e atividades farmacoldgicas. Apesar dos avangos na
sintese quimica, as plantas se mostram cada vez mais eficientes na busca de
novos tratamentos contra o cancer. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar seis
fitoterapicos pertencentes a classe de lignoides (dimethoxymagnolol, grandisina e
iangambina) e riparinas (1, Il e lll) , com e sem suplementacao de glutationa (GSH
- 1mM) em trés linhagens de células leucémicas K562, U937 e HL60. A viabilidade
celular foi avaliada por ensaio de redugdo de MTT em células leucemicas tratadas
com os fitoquimicos (com ou sem suplementacdo de GSH). Nas células U937
foram encontrados valores de 1Csp de 100 uM, 30 uM e 500 uM em células
tratadas com dimethoximagnolol, grandisina e iangambina, respectivamente, e 60,
25 e 15 uM (riparina I, 1l e lll, respectivamente). Nas células K562, o tratamento
com riparinas foi 0 mais eficaz dos compostos estudados , uma vez que foram

determinados valores de 1Cso de 125, 27 e 15 uM ( riparina I, 1l e I,
respectivamente). Diferentes valores foram encontrados em células HL60 tratadas
com riparinas (140, 100 e 75 uM para riparina |, Il e lll, respectivamente). A

suplementacao com GSH amenizou apenas os efeitos toxicos apds tratamento
das células U937 com riparina Il, uma vez que nao foram observados resultados
diferentes em outras linhagens celulares tratadas com os compostos estudados
com a suplementacdo de GSH. A citotoxicidade desses fitoquimicos também foi
avaliada em linhagem de células de fibroblasto de pulmao permanente (V79), que
sdo células de cultura utilizadas para os estudos de citotoxicidade. Todos os
fitoquimicos investigados, com excec¢éo da iangambina, foram menos toxicos para
células V79 do que para as células leucémicas. Estes resultados se mostram
positivos, uma vez que a atividade farmacoldgica foi maior nas células leucémicas
do que nas células V79. Todos os compostos estudados neste trabalho
apresentaram efeitos anti-tumorais, no entanto, o0 mecanismo de agéo da riparina
Il é diferente em células U937 ja que a suplementacdo com GSH foi eficaz contra
os efeitos toxicos. Provavelmente, a riparina Il provocou a morte celular por
estresse oxidativo.

Palavras — chave: fitoquimicos, células leucémicas, citotoxicidade.
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ABSTRACT

Compounds found in nature, show an enormous range of diversity in terms of
structure and pharmacologic activities. Plants play a surprisingly important source
of new treatments for cancer, despite advances in chemical synthesis. Thus the
aim of this study was to evaluate six phytomedicine belonging to the class of
lignoid (dimethoxymagnolol, grandisin and yangambin) and riparins (I, Il and IlI)
with and without glutathione supplementation (GSH — 1mM) in three leukemic
lines, K562, U937 and HL60. The cell viability was evaluated by MTT reduction
assay in leukemic cells treated with the phytochemicals (with or without GSH
supplementation). In the U937 cell ICs values found were 100 uM, 30 uM and 500
MM in the cells treated with dimethoximagnolol, grandisin and yangambin,
respectively and 60, 25 and 15 pyM (riparin I, Il and Ill, respectively). In K562 cells
the treatment with riparins were the most effective class of compounds studied
since it was determined ICso values of 125, 27 and 15uM (riparin I, 1l and I,
respectively). Different values were determined in the HL60 cells treated with
riparins (140, 100 and 75 uM for riparin I, 1l and Ill, respectively). GSH ameliorated
only the toxic effects evaluated in U937 cell treated with riparin Il, since it was not
observed different results in the others cell lines treated with the studied
compounds plus GSH. The cytotoxicity of phytochemicals was also assessed in a
permanent lung fibroblast cell line (V79) culture that are cells commonly used for
cytotoxicity studies. All the phytochemicals investigated, with the yangambin
exception, were less cytotoxic to V79 cells than to leukemic cells. These results
indicate a positive pharmacologic application since the leukemic activity was major
than to the toxic effects evaluated in the V79 cells. All the compounds investigated
in this work has antitumoral effects, however the action mechanism of riparin Il is
different on U937 cell since GSH supplementation protected the toxic effects.
Probably, riparin Il triggered cell death by stress oxidative pathway.

Key Words: phytochemicals, leukemic cell, cytotoxicity
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INTRODUCAO

O céancer é a principal causa de morte no mundo, sendo esta uma das
razbes para a busca de novos agentes anticancerigenos, principalmente de origem
natural, que tornou-se uma abordagem de pesquisa importante (Wen Tan et al., 2011).
As investigacbes in vitro sobre a leucemia mieldide (LMA) utilizando linhagens de
células cultivadas contribuiram para a caracterizacao deste tipo de leucemia,
aumentando os conhecimentos sobre a diferenciacédo e morte celular por apoptose e,
principalmente, para a compreensao dos efeitos da quimioterapia (Bruserud e
Wendelboe, 2001). As linhagens de células humanas derivadas de leucemias
mieldides tém sido largamente utilizadas como modelos para estudar o controle
molecular da proliferacéo e diferenciagdo de células hematopoiéticas. Desta forma, a
realizacao de triagens in vitro, a fim de descobrir agentes citotoxicos contra células
tumorais (linhagens ou culturas primarias) continua a ser um dos principais objetivos
da pesquisa anticancer.

Embora a quimioterapia seja um dos métodos mais estudados em
terapias anti -cancer, a sua eficacia e seguranga continuam a ser questionadas devido
a toxicidade e outros efeitos secundarios da quimioterapia serem tado graves. Além
disso, o aparecimento de células cancerigenas com resisténcia a multiplas drogas

torna a busca por novas terapias um desafio ainda maior.
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LEUCEMIA

A leucemia é uma neoplasia maligna, caracterizada pela producao
excessiva de células na medula dssea e o envio dessas células imaturas para o
sangue periférico. Essas células cancerosas podem acometer toda a medula 0ssea,
chegando ao ponto de faléncia medular, o que ocasionaria quadros variaveis de
sangramento, infecgéo e anemia. As leucemias sao divididas em agudas e crbnicas. O
grupo das leucemias agudas é dividido em mieloblastica e linfocitica, tendo sua
diferenciacao feita na célula de origem de cada grupo. De forma geral as leucemias
agudas apresentam uma evolucdo mais rapida em relacdo a crénica (Zago et al.,
2001). Sao mais frequentes no sexo masculino, sendo maior 0 numero de casos nos
de ragca branca. A idade de acometimento difere enormemente entre dois grupos,
sendo a leucemia linfocitica aguda (LLA) muito comum até os 10 anos de idade e a
leucemia mieldide aguda (LMA) muito comum na média de 65 anos de idade (Zago et

al., 2001).

CULTURA CELULAR

Em 1911, o grupo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NIH), manteve pela primeira vez células em multiplicagao in vitro, apenas com
o intuito de se detectar virus. Entretanto, a partir dos anos quarenta, as culturas

passaram a ter papel importante no diagnéstico das viroses. Atualmente a utilizagao
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da cultura celular como ferramenta para proliferacao viral e, consequentemente
producao de vacinas encontra se bem consolidada (Fresnhey, 2005; Harris, 2012).

A técnica foi amplamente reconhecida quando Enders, Weller e
Robbins (1948) demonstraram que os virus da pdlio tipo Il podiam replicar-se em
cultura de tecidos de origem nao nervosa de embrides humanos, determinando um
defeito patogénico, de facil percepgdao nas culturas infectadas, o qual podia ser
bloqueado pelo uso do soro imune especifico (Fresnhey, 2005).

A utilizacdo da cultura de células desenvolveu-se e, atualmente,
os sistemas celulares sdo amplamente usados, pois:

e O problema de contaminagéo foi reduzido com o uso
da cabine de fluxo laminar;

e Constituem um sistema econdémico em relagdo ao
uso de animais;

e Sao relativamente faceis de serem mantidas;

e Requerem pouco espaco fisico;

e Permitiram novos avancos aos estudos da biologia
molecular em relacdo ao esclarecimento de mecanismos da infeccéo
viral e/ou bacteriana.

O conhecimento da utilizacdo de culturas de células para
avaliagdes toxicoldgicas encontra-se estabelecido dentro da comunidade académica,
porém apesar de apelos de ordem econOmica, ética e da possibilidade de novas

legislagdes regulamentando o uso de animais em experimentos, ndo houve ainda a
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transferéncia desta tecnologia gerada a partir de projetos de pesquisa desenvolvidos
na academia para o meio produtivo.

Os ensaios em culturas de células sé@o realizados como avaliagbes
iniciais da toxicidade, com a finalidade de extrapolar os resultados obtidos in vitro para
provaveis efeitos in vivo.

LINHAGENS CELULARES

O uso de cultura de células é de grande valia na investigagéo das
caracteristicas toxicolégicas no que tange aos estudos farmacoldgicos e ambientais,
propiciando uma ferramenta fundamental na avaliagdo dos parametros bioldgicos e/ou
terapéuticos versus os efeitos toxicolégicos (Rosenkranz et al., 1992; Melo et al.,
2004; Chandler et al., 2011).

V79

Das varias linhagens celulares, destacam-se as células V79,
provenientes de fibroblastos de pulmdo de Hamster Chinés, um tipo celular
amplamente empregado na avaliagdo da citotoxicidade e mutagenicidade (Katzer et
al., 2002; Pfuhler et al., 2002; Cavalcanti et al., 2008; Ghosh et al., 2008). Esta
linhagem celular possui elevada velocidade de proliferacéo e eficiéncia de clonagem,
caridtipo estavel e manutencdo de suas propriedades iniciais apds criopreservacao
(Wang et al., 2009). Em decorréncia dessas propriedades, as células V79 tém sido
utilizadas para a avaliagao da toxicidade de novas formula¢gdes cosmeéticas, matérias
primas, pesticidas, farmacos e residuos toxicos em geral (Rodriguez et al., 1999; Melo

et al., 2000; Gimenez et al., 2005; Melo et al., 2006). Os resultados determinados
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nesta linhagem celular asseguram a avaliagdo da toxicidade do composto sem
metabolizacdo pela via do sistema citocromo P450. Embora existam algumas
limitacdes na determinacdo da toxicidade em células V79, a avaliacdo dos resultados
desses testes é muito reprodutivel (Fresnhey, 2005), sendo possivel, estabelecer
relacbes entre a citotoxicidade e a toxicidade aguda oral em animais experimentais,
podendo-se determinar os valores de DLg, (dose letal) através da cultura celular (Halle
et al., 1992; Rodriguez et al., 1999).

LINHAGENS LEUCEMICAS

HL60

A linhagem celular HL60 foi isolada de paciente com leucemia
promielocitica aguda (LPA), o subtipo M3 da leucemia mieloide aguda (Collins, 1987),
caracterizado pelo envio de promielécitos para o sangue periférico. Estas células
proliferam continuamente em culturas em suspensdo, consistindo morfoldgica e
histoquimicamente, predominantemente em promieldcitos, dos quais cerca de 4-15%
apresentam caracteristicas morfolégicas de células mieldides mais maduras:
mieldcitos, metamieldcitos e leucdcitos polimorfonucleares (PMN) (Breitman, 1990).

U937

A linhagem de células da leucemia monocitica U937 foi estabelecida a
partir de células malignas obtidas do sangue periférico de um paciente, por efuséo
pleural, com linfoma histiocitico difuso (McCollum et al.,, 2005). Estas células
mieloleucémicas foram derivadas de um linfoma de non-Hodgkin por Sundstrom &
Nilsson, (1976). Estudos desde o final da década de 70 tém mostrado que essas

células apresentam um bloqueio na diferenciacdo de progenitores monociticos e
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podem ser induzidas a diferenciagdo terminal monocitica por misturas de
sobrenadantes de cultura de linfécitos humanos, forbol ésteres, vitamina D3, interferon
gama, fator de necrose tumoral (TNF) e acido retindico. Portanto, constituem um
modelo para estudos in vitro de inducéo de diferenciagdo mondcito/macrofago.

K562

A linhagem celular K562 foi isolada a partir de paciente com leucemia
eritréide aguda, subtipo M6 da leucemia mieloide aguda, caracterizado pela presenca
de eritroblastos no sangue periférico (Lozzio & Lozzio, 1975a). A populagao celular
tem sido caracterizada como altamente nao diferenciada em série granulocitica
(Lozzio & Lozzio, 1975b). Estudos das propriedades de superficie de membrana
concluiram que as células K562 constituiam uma linhagem de eritroleucemia humana
(Anderson et al., 1979). Os blastos K562 sao multipotenciais, células hematopoiéticas
malignas que diferenciam-se espontaneamente na presenca de progenitores de séries

eritrociticas, granulociticas e monociticas (Lozzio et al., 1981).

AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE in vitro

O termo citotoxicidade designa a medida do potencial de um agente
causar injuria celular. Os testes de citotoxicidade in vitro sao uteis para a definicao da
citotoxicidade basal, assim como no estabelecimento do intervalo de concentragéo no
qual o agente téxico atua. Detalhes importantes sobre os parametros citotdxicos
envolvidos, como genotoxicidade, indugcdo de mutagdes ou morte celular programada

sao determinados nestes tipos de testes. Com o estabelecimento da dose onde 50%
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das células sdo afetadas (ICsp) € possivel comparar quantitativamente a resposta de
um mesmo composto em diferentes sistemas, ou de varios compostos em um unico
sistema (Eisenbrand et al., 2002; Melo et al., 2004). Além disso, a avaliacao da
citotoxicidade é de grande importancia para a area médica e farmacoldgica, devido a
sua resposta sobre mecanismos de acao das substancias (Kirland et al., 2007).

Embora o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), norma ISO 10993 exija que o ensaio de citotoxicidade in vitro
seja o primeiro teste realizado para a avaliagdo da biocompatibilidade de uma nova
substancia antes de seu uso, normalmente os paises desenvolvidos sdo os Unicos a
realiza-lo, salvo algumas excecdes como o Brasil (Rogero et al., 2003).

Os testes in vitro apresentam grande vantagem em relag@o aos testes
in vivo devido ao custo reduzido, controle das variaveis do experimento e rapidez na
obtencdo dos resultados. Devido a essas caracteristicas, os ensaios in vitro
direcionam os testes in vivo, mostrando, por exemplo, qual organela mais afetada e
que, consequentemente merece maior atengcdo e também direcionando quase que
precisamente os valores de DLsg, mostrando cada vez mais sua grande
reprodutibilidade (Rodriguez et al., 1999).

Os biomarcadores celulares dos testes de citotoxicidade sao
baseados, principalmente, na perda da permeabilidade seletiva celular, na reducao da
funcédo mitocondrial, nas mudan¢as na morfologia e replicagédo celular (Aoyama et al.,
2000).

Um dos exemplos de teste de permeabilidade celular é o que avalia a

incorporacao do corante Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de
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fenanzina). Esse teste consiste na habilidade de células viaveis incorporarem e
ligarem o corante. Sua caracteristica ligeiramente catibnica permite ao corante
penetrar na membrana celular por difusdo passiva nao-idnica, concentrando-se nos
lisossomas, onde se fixa através de ligacbes eletrostaticas a grupos aniénicos
(Repetto et al., 1993). A avaliagdo da viabilidade é feita espectroscopicamente, sendo
diretamente proporcional a absorbancia, ou seja, quanto maior a coloragéo, maior sera
a absorbancia e maior a quantidade de células viaveis (Melo et al., 2006; Rudzota et
al., 2009)

O teste da reducao do MTT [brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5-
difenil tetrazolium] avalia a viabilidade mitocondrial, uma vez que é reduzido pelas
mitocOndrias viaveis. Essa redugao resultara em um precipitado insoluvel em agua, o
formazan. A avaliacdo da viabilidade, assim como do vermelho neutro, é feita
espetroscopicamente e também é diretamente proporcional a absorbancia, podendo o
formazan formado ser diluido em alcool absoluto (Ahmadian et al., 2009).

O teste que permite uma determinacgéo direta do numero de células é
a quantificacdo de acidos nucléicos, visto que a concentracdo de DNA e RNA nas
células é proporcional ao numero de células (Aoyama et al., 2000).

A exclusao do Azul de Tripan é um teste microscopico, que observa as
modificagcdes morfolégicas das células e também permite a diferenciacdo de células
vidveis na hora da contagem celular, devido ao fato do corante penetrar em células

que apresentam lise na membrana celular (Loveland et al., 1992; Renzi et al., 1993).
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FITOQUIMICOS

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tao
antigo quanto a civilizagcdo humana e, por um longo tempo, produtos minerais, plantas
e animais foram as principais fontes de medicamentos (Musthaba et al., 2009) A
revolugdo industrial e o desenvolvimento da quimica organica proporcionaram 0 UsO
intenso de produtos sintéticos para fins terapéuticos, devido a estes serem obtidos por
sintese orgénica e modificagdes estruturais em moléculas conhecidas aumentando a
poténcia e a eficacia (Rates et al.; 2007). As plantas sdo fontes importantes na
obtencdo de produtos naturais com atividades bioldgicas, muitos dos quais se
constituem modelo para a sintese de um vasto numero de farmacos. Estes
compostos, encontrados na natureza, demonstram uma gama enorme de diversidade
em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

Observa-se um interesse crescente em terapias alternativas e
produtos naturais, especialmente vegetais com finalidades terapéuticas. Este
interesse é devido: a insuficiéncia de farmacos sintéticos para varias doencgas, efeitos
colaterais dos mesmos, ao elevado custo do tratamento, a dificuldade da industria em
obter novos agentes terapéuticos, ao elevado custo de pesquisa e a produgdo de
novas moléculas biologicamente ativas, entre outros motivos. Assim, aliados a estes
fatores, encontra-se o dito popular de que o “natural ndo faz mal” aumentando a busca
por procurar plantas medicinais e suas propriedades de cura (Nogueira et al., 2005).

O reino vegetal tem sido entdo uma das mais ricas fontes de

substancias organicas, contribuindo de forma significativa para o fornecimento de
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metabdlitos secundario, dos quais muito tém sido utilizados como medicamento,
cosméticos, alimentos, agroquimicos, etc (Nogueira et al., 2005). Desta forma, a
fitoterapia atingiu um notavel crescimento, assim como, também, o estudo dos
metabdlitos produzidos pelas plantas, os quais desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento da quimica sintética.

Os fitoquimicos sdo substancias biologicamente ativas presentes
em plantas que |Ihes conferem cor, sabor, odor e protegcdo contra patégenos. Nos
ultimos anos, pesquisadores descobriram que estes compostos quimicos também
protegem nosso organismo contra doencas. Estudos tém revelado de forma
consistente que a ingestdo de frutas e verduras de forma frequente contribui para
reduzir o risco de doencas cardiacas, doengcas degenerativas (ex: perda da viséao) e
da maioria dos tipos de céncer. Consequentemente, centenas de constituintes de
plantas tém sido estudos de forma minuciosa, para avaliar 0 seu potencial na
prevencéao do cancer e de outras doengas degenerativas (Ohara et al., 2006).

Diversos fitoquimicos atuam como poderosos agentes
antioxidantes, protegendo as células e o6rgdaos da acdo destrutiva das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies reativas de oxigénio sao produzidas no
organismo por diversos fatores tais como: consumo de cigarro, exposicao a raios X,
poluentes do ar, luz solar e, ainda, como subprodutos de nosso metabolismo. As
EROs sao capazes de oxidar moléculas em nosso organismo causando a destruicao e
envelhecimento de nossas células. No decorrer da idade, estas espécies reativas

estdo envolvidas em uma série de problemas que vao desde a catarata até o cancer.
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Atualmente, sabe-se que as substancias antioxidantes atuam neutralizando estas
espécies, diminuindo a sua agao destrutiva (Ohara et al., 2006).

O processo de formacao de EROs no organismo ndo pode ser
completamente evitado, pois é ativado de forma frequente através das funcdes
normais do nosso metabolismo tais como a respiracdo. As EROs sdao também
formadas pela oxidagao dos lipideos, por fatores externos incluindo exercicios fisicos
excessivos, estresse emocional, exposicdo ao sol e a ingestdo de aditivos
alimentares, principalmente, conservantes. A acao destas espécies no organismo é
cumulativa e em cadeia, ou seja, um radical livre atua sobre uma determinada
molécula, roubando-lhe um elétron; tal molécula se torna reativa e ira atacar outra e
assim sucessivamente, formando uma reagcdo em cadeia que pode se repetir milhdes
de vezes em um unico dia. Essa criagdo continua de radicais livres pode causar sérios
danos em proteinas e membranas celulares, comprometendo as defesas naturais do
organismo, o proprio DNA e tornar o organismo susceptivel a problemas
cardiovasculares, cancer e numerosas outras disfun¢cdes (Ohara, 2006; Ulrich-
Merzenich et al., 2009; Landrisana et al., 2009).

A atividade destrutiva dos radicais livres se deve principalmente
ao fato desses compostos possuirem um ou mais elétrons desemparelhados,
tornando—os instaveis e, consequentemente, muito reativos. Os “alvos” preferidos de
ataque destes radicais sdo células ou tecidos saudaveis do nosso organismo.
Diversas doencas ou respostas biologicas desfavoraveis estao ligadas a presenca de

radicais livres ou a outras espécies oxigenadas reativas (Gough, 2009).
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Os fitoquimicos aparentemente interferem no estagio inicial do cancer,
alguns deles atuam inibindo enzimas que ativam os genes envolvidos no cancer ou
prevenindo a formacao de substéncias carcinogénicas. Outros fitoquimicos bloqueiam
a acao de compostos carcinogénicos que destroem células, tecidos e érgaos, ou ainda
ajudam o organismo a produzir enzimas que destroem as substancias carcinogénicas.
Alguns bloqueiam a disseminag¢ao do cancer no organismo interferindo na reproducéao
das células expostas as substancias cancerigenas (Siqueira et al., 1998).

Dentre as diversas classes de fitoquimicos encontram-se o0s
flavondides, alcaldides, terpenos, sapogeninas esteroidais, ligndides e riparinas.
Usualmente, estas classes de fitoquimicos sdo potentes antioxidantes, devido a
presenca de duplas conjugadas em suas moléculas, permitindo a estabilizacdo de
espécies reativas de oxigénio. Por possuirem largo espectro de atividades biolégicas e
farmacoldgicas, tém recebido ampla atencdo dos pesquisadores (Bisht et al.,
2009).Tém sido utilizados no tratamento de varios tipos de doencgas, tais como
diabetes mellitus, alergias e Ulceras pépticas, podem ser sintéticos ou naturais (Patil et
al., 2009). Estudos toxicologicos tém demonstrado que os antioxidantes sintéticos
podem provocar efeitos indesejaveis em animal, indicando a necessidade de
pesquisas sobre a utilizagdo de antioxidantes naturais. Por outro lado, inumeros
antioxidantes naturais tém sido consumidos sem o devido conhecimento de suas
propriedades benéficas, bem como de eventuais efeitos colaterais (Marcano et al.,
2007). Na area cosmeética os flavonodides sao usados na formulacao de cremes

antiidade e filtro solar.
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CLASSE DOS LIGNOIDES

Sao compostos naturais que apresentam como o esqueleto molecular
o grupo fenilpropanico e podem ser extraido de plantas provenientes da flora da
regiao norte e nordeste do Brasil. Os ligndides possuem atividade aleloquimica fato
que contribuiu para a investigacdo das possiveis aplicagbes farmacéuticas. Além
disso, possuem distribuicao universal nas espécies lenhosas e uma variedade imensa
de metabdlitos, devido as diversas reag¢des entre seus precursores (Cabral et al.,
2007). Esta classe de substancias tem atraido o interesse pelos efeitos bioldgicos em
diferentes organismos, em niveis moleculares, fisioldgicos, enzimaticos e
farmacoldgicos (Cabral et al., 2007).

Dentro dessa classe de fitoquimicos encontramos o0
Dimethoxymagnolol, Grandisina e langambina que foram submetidos a avaliagcdo da

citotoxicidade para o presente trabalho.

DIMETHOXYMAGNOLOL
O dimethoxymagnolol (Figura 1) foi sintetizado a partir do
magnolol pelo Laboratério de Tecnologia Farmacéutica de Produtos Naturais,
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O magnolol apresenta efeito protetor conta
a inducao de estresse oxidativo por perdxido de hidrogénio em células epiteliais
humanas. (Yao et al., 2009). Além disso, 0 magnolol apresenta efeito antiinflamatdrio
e analgésico. Apesar destes efeitos terapéuticos comprovados o magnolol em alta

concentracdo induz a hepatotoxicidade in vitro em condi¢cdes de deprivacdo de soro
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fetal bovino . O efeito hepatotoxico € mediado pela indu¢gao de morte celular por

apoptose (Lin et al., 2009).

OH OH

MeO I I

OMe

Figura 1: Estrutura do Dimethoxymagnolol

GRANDISINA
A Virola surinamensis, da familia das Myristicaceae, é conhecida
popularmente por ucuuba branca ou ucuuba de igap6. Sdo comumente encontradas
nas matas alagaveis da Regiao amazénica (RODRIGUES et al., 1980). A espécie
boténica Virola surinamensis possue fitoconstituintes como as neolignanas virolina,
surinamensina, veraguensina e grandisina. A grandisina € uma neolignana cuja
estrutura molecular encontra-se representada na figura 2.
Ela é um composto natural, extraido também da Licaria aurea, um
grupo de espécies arbdreas do género Nectandra Rol. ex Rottb. (Lauraceae) com
ramos e folhas de coloracéo ferruginosa (canela-ferrugem, canela-amarela) (Pedralli

et al., 1996).
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Este ligndide esta presente em diversas espécies de vegetais da
flora do norte e do nordeste brasileiro usado na medicina popular no tratamento de
desordens hepaticas, cdlicas, inflamag¢do, reumatismo e dispepsias. Ja foram
demonstradas experimentalmente, diferentes propriedades bioldgicas deste composto,
tais como: atividade antiviral, sendo que alguns mecanismos de acado sao
semelhantes ao aciclovir e ganciclovir; acao anti-reumatica e, agdo anti- psoritica (Di
Stansi, 2003).

Em estudos ja realizados, foi comprovado o potencial genotdxico da
grandisina em doses elevadas. Por outro lado, nas menores doses observou-se que
ela preveniu a fragmentagdo cromossOmica, induzida pela ciclofosfamida,
apresentando um potencial quimioprotetor dose-dependente. Estes resultados abrem
novas perspectivas de aplicagdes terapéuticas da grandisina (Oliveira Junior et al.,

2007).

Figura 2: Estrutura da Grandisina

IANGAMBINA
Ocotea duckei é uma espécie nativa do nordeste brasileiro,

conhecida popularmente como "Louro-de-cheiro”. E rica em alcaléides, lignanas e
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Oleos essenciais (Figura 3). Um dos constituintes mais importantes obtidos de Ocotea
duckei é a langambina, que tém demonstrado varias atividades farmacolégicas como:
antagonista do receptor do fator de agregacéo plaquetaria (PAF) responsavel pelo
controle de prevencao de hemorragias (WILIAMSON et al., 2003) possuindo também
efeito protetor contra colapso cardiovascular que é a designacéo geral conotando a
perda de fluxo sanguineo efetivo devido a disfuncdo aguda do coragdo e /ou da
circulagao periférica (Monte et al., 2008)). Inibe as manifestagdes clinicas das reacdes
inflamatdérias anormais, perante substancias (alérgenos) que habitualmente nao
deveriam produzi-la. A langambina também tem efeito analgésico que alivia dores
causadas por diversos motivos (Monte et al., 2008) demonstraram a atividade
leishmanicida superior ao glucantime, farmaco de referencia usado no tratamento da
leishmaniose.

A langambina também induz a morte celular por apoptose em células
tumorais coloretais através da modulagao da proteina anti-apoptotica blc (Hausott et

al., 2003).

OCH,
OCH;

OCH,
HsC

HyCO

Figura 3: Estrutura da langambina
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CLASSE DAS RIPARINAS

A Aniba riparia é uma espécie de planta conhecida popularmente
como “louro”, tendo como centro da sua diversidade a Amazénia e Guianas, podendo
estender-se para os Andes, as montanhas do norte da Venezuela e, leste e sul do
Brasil. Foram isolados alcaldides do extrato de louro, do tipo alcamidas, que foram
chamadas de riparinas. Estas se dividem em varios grupos, sendo 0s grupos que
serdo utilizados nesse trabalho: riparina | (éter metilico de N-benzoil tiramina), riparina
Il (éter metilico de N-2-hidroxibenzoil tiramina) e riparina Il (éter metilico de N-2,
6dihidroxi-benzoil tiramina).

As riparinas |, Il e lll (figuras 6, 7 e 8), apresentam efeitos
ansioliticos desprovidos dos efeitos sedativo e/ou relaxante muscular, apresentam
efeito terapéutico similares aos apresentados pelos benzodiazepinicos classicos,

porém com menos efeitos colaterais (Sousa et al., 2005).

Riparina |

A riparina | é um composto natural extraido da Aniba riparina
Lauraceae planta nativa da mata amazénica na qual pode ser extraida do fruto e do
célice (Barbosa-Filho et al., 1987). Possui acédo antibidtica, tendo sido isolada pela
primeira vez no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da
Paraiba.

Entre outras a¢des estudadas foi demonstrada que a riparina | € capaz

de induzir efeito espasmolitico principalmente, devido a inibicdo de influxo de ions

célcio para o meio intracelular e da inibicdo da liberacao dos estoques intracelulares



34

de calcio, ndo envolvendo a participacao da geracao de AMPc (BARBOSA-FILHO et
al., 1987). Apresenta um efeito hipotensor e bradicardico transitorio, devido a uma
acao que parece envolver, principalmente, um componente de origem parassimpatica

a nivel cardiaco (Souza et al., 2005).

Nenn s

Figura 6: Estrutura da Riparina | ((0-Methyl)-N-Benzoyltyramine)

Riparina ll

Extraida da Aniba riparina Lauraceae, tem como principal acao
farmacoldgica o relaxamento muscular. Essas moléculas produzem relaxamento no
musculo liso que sao encontrados nos 6rgaos internos do corpo humano e uma de
suas funcgdes é controlar o didmetro das veias. Sabe-se que as substéncias que
relaxam o musculo liso, reduzem a pressao sanguinea o que pressupde que elas
podem ser uteis no tratamento da hipertensao e arteriosclerose (Barbosa-Filho et al.,

1987).

N
MeO/O/\/ O OH

Figura 7: Estrutura da Riparina Il ((0-Methyl)-N-(2-Hydroxybenzoyl)-tyramine)
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Riparina Il
A Riparina Ill também extraida da Aniba Riparina, além de ser um
potente relaxante muscular do musculo esquelético liso, apresenta também atividades

ansioliticas e antidepressivas (Souza et al., 2005).

HO.

N
MeO/O/\/ O OH

Figura 8: Estrutura da Riparina Il ((0-Methyl)-N-(2,6-Dihydroxybenzoyl)-tyramine)

Tendo em vista as propriedades farmacologicas destes fitoquimicos é
interessante verificar a relacéo efeito biolégico versus toxicidade, utilizando linhagens

leucémicas e células V79, respectivamente.



OBJETIVO

Testar compostos de diferentes finalidades para avaliar
citotoxicidade previamente em células V79 para uma determinacao posterior da

citotoxicidade em células leucémicas.

36
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Abstract

Compounds found in nature, show an enormous range of diversity in terms of structure and
pharmacologic activities. Plants play a surprisingly important source of new treatments for
cancer, despite advances in chemical synthesis. Thus the aim of this study was to evaluate six
phytomedicine belonging to the class of lignoid (dimethoxymagnolol, grandisin and
yangambin) and riparins (I, I and III) with and without glutathione supplementation (GSH —
ImM) in three leukemic lines, K562, U937 and HL60. The cell viability was evaluated by MTT
reduction assay in leukemic cells treated with the phytochemicals (with or without GSH
supplementation). In the U937 cell ICsy values found were 100 uM, 30 uM and 500 uM in the
cells treated with dimethoximagnolol, grandisin and yangambin, respectively and 60, 25 and 15
UM (riparin I, II and III, respectively). In K562 cells the treatment with riparins were the most
effective class of compounds studied since it was determined ICsy values of 125, 27 and 15uM
(riparin I, II and III, respectively). Different values were determined in the HL60 cells treated
with riparins (140, 100 and 75 pM for riparin I, II and III, respectively). GSH ameliorated only
the toxic effects evaluated in U937 cell treated with riparin II, since it was not observed
different results in the others cell lines treated with the studied compounds plus GSH. The
cytotoxicity of phytochemicals was also assessed in a permanent lung fibroblast cell line (V79)
culture that are cells commonly used for cytotoxicity studies. All the phytochemicals
investigated, with the yangambin exception, were less cytotoxic to V79 cells than to leukemic
cells. These results indicate a positive pharmacologic application since the leukemic activity
was major than to the toxic effects evaluated in the V79 cells. All the compounds investigated
in this work has antitumoral effects, however the action mechanism of riparin II is different on
U937 cell since GSH supplementation protected the toxic effects. Probably, riparin II triggered

cell death by stress oxidative pathway.

Key Words: phytochemicals, leukemic cell, MTT reduction



39

Introduction

Cancer is a principal cause of death worldwide, being the main reason for the search for
new anticancer agents, mainly from natural origin, which has become an important research
approach [1]. Investigations of in vitro cultured acute myelogenous leukemia (AML) cell lines
have contributed for the characterization of cells, differentiation and cell death by apoptosis,
and mainly for the understanding of chemotherapy effects [2]. Human cell lines derived from
myeloid leukemias have been widely used as models to study the molecular control of
hematopoietic cell proliferation and differentiation. Therefore, performing in vitro screening, in
order to discover cytotoxic agents against cancer cell lines remains a major goal of anticancer
research.

While chemotherapy is one of the most extensively studied methods in anti-cancer
therapies, its efficacy and safety remain a primary concern as toxicity and other side effects of
chemotherapy are severe. Moreover, multi-drug resistant cancer is even a bigger challenge.
Medicinal herbs are main sources of new drugs. Newman et al. [3] reported that more than half
of the new chemicals approved between 1982 and 2002 were derived directly or indirectly from
natural products. Paclitaxel, camptothecin, vinca alkaloids and etoposide are anticancer
compounds originally extracted from plants [4], [5].

The family Lauraceae is a predominantly arboreal of around 60 genera and 1100 species,
its principal centers of distribution is Brazil and Southeast Asia. Several species have been used
as perfume, woodwork and spices; secondary metabolites have been of substantial
phytochemical and pharmacological interest. Ocotea duckei, popularly known as “Louro de
cheiro”, “Louro pimenta” and “Louro canela” [6] and, Aniba riparia popularly known as

“louro” are members of the Lauraceae family. Barbosa-Filho and collaborators [7], [8], isolated
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from the leaves of Ocotea duckei and Licaria alba yangambin and grandisin, respectively.
Grandisin has different biological properties, such as antiviral activity, some mechanisms of
action are similar to acyclovir and ganciclovir and, anti-rheumatic and anti-psoriasis actions [9].
Yangambin has been demonstrated has several pharmacological activities such as receptor
antagonist of platelet activating factor (PAF), analgesic and antileishmanial activities [10]. The
yangambin also induces cell death by apoptosis in colorectal tumor cells by modulating the anti-
apoptotic protein blc [11], inhibited the growth of Erhlich ascites tumoral in vivo prolonging
host survival mediated via apoptosis and antiangiogenic activity [12] and shows low
cytotoxicity to murine macrophages [13]. Aniba riparia is found in Amazonia and in the
Guianas, possessing in their extracts alkamides with antimicrobial activities [14]. Riparin I
(methyl ether of N-benzoyl tyramine), riparin II (methyl ether of N-2-hydroxy-benzoyl
tyramine) and riparian III (methyl ether of N-2, 6-dihydroxy-benzoyl tyramine) were isolated
from green fruits of Aniba riparia. Riparin I, II and III have anxiolytic devoid of sedative and /
or muscle relaxant therapeutic effect similar to the showed by classical benzodiazepines, but
with fewer side effects [15]. Pharmacokinetic studies are being conducted with riparin I, I and
III. Blood matrix effects for Wistar rats were determined [16].

Magnolol, a natural compound has been reported to have wide spectrum of biological
effects such as antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and antiproliferative effects in
several tumor cells as cited by Rasul and collaborators (2012)[17]. The magnolol had a
protective effect in human epithelial cells induced to oxidative stress by hydrogen peroxide
[18]. In addition, the magnolol has analgesic and anti-inflammatory effect. Despite these proven
therapeutic effects in high concentration magnolol induces hepatotoxicity in vitro under

conditions of serum deprivation. The hepatotoxic effect is mediated by the induction of cell
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death by apoptosis [19]. The dimethoxymagnolol investigated in this study was synthesized
from magnolol.

As a very valuable source for novel chemotherapeutic agents, natural plant compounds
exhibit effective antitumour activities with a wide range of mechanisms. In the present study,
we used human leukemia cell lines, including HL60, U937 and K562, to investigate the
anticancer effects of lignoids (dimethoxymagnolol, grandisin and yangambin) and riparins (I, 1

and III) in terms of growth inhibition.

Experimental
Chemicals and cell lines

Grandisin was obtained by a soxhlet extraction of fresh calyces (1 kg) of the Licaria
aurea. The residue (88.2 g) was again partitioned. The CHCI; extract (28 g) was submitted to
silica gel CC. Elution with C¢Hg and crystallization from Et,0O-MeOH gave grandisin 1 (12 g)
[20]. The chemical purity of grandisin was determined by high-performance liquid
chromatography.

The dried and ground leaves and stem bark (5 kg) of the Ocotea duckei were extracted
with 95% EtOH at room temperature for three days. The ethanolic extract (EtOH) was
concentrated under vacuum. The crude EtOH extract was stirred in a solution of 10% acetic
acid and filtered over celite, the precipitate was discarded and the filtrate was extracted with
CHCl;. After concentration under vacuum the CHCIj extract was called CFApH (Chloroform
Fraction Acid pH). The deffated acetic solution was made alkaline with NH4OH to pH 9 and

extracted with CHCls. The residue of this CHCI; extract was called CFBpH (Chloroform
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Fraction Basic pH). CFApH was dissolved in MeOH and left in a freezer for 24 hours, the
precipitate, after recrystalization in MeOH, yielded 3 g (0.06%) of yangambin 2 [8].

Riparin I, II and III 3-5 were obtained by organic synthesis and donated by PhD José Maria
Barbosa Filho of the Paraiban Federal University of Brazil, in accordance with the methodology
described in the literature [21].

Eugenol was obtained by a Soxhlet extraction of cloves oil from Caryophyllus aromaticus.
Pure dimethoxymagnolol 6 was obtained by a single chemical reaction by treating eugenol with
potassium ferricyanide according to previously described procedures [22]. The chemical purity
of dimethoxymagnolol (more than 98%) was determined by high performance liquid

chromatography.

Leukemic cells: the leukemia cells (HL60, U937 and K562) were grown in suspension at 37 °C
in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 IU/ml of
penicillin and 100 pg/ml of streptomycin in a humidified atmosphere containing 5% CO; in air.
To assess viability, the cells were seeded (3 X 10°/ml) in 96-well plates and incubated with
different concentrations of phytochemicals for 72 h. The compounds were first dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and then diluted in supplemented medium. The final content of
DMSO in the test medium and controls was 0.1%. Cell viability was determined by reduction of
3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-biphenyl tetrazolium bromide (MTT). To assess the
protective effect of reduced glutathione (GSH), leukemic cells were seeded in the same
conditions in 96-well plates containing in the treatment medium the supplementation of 1 mM

GSH.
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V79 cells: the cytotoxicity of phytochemicals was assessed in a permanent lung fibroblast cell
line (V79) culture [23] that are commonly cells used for cytotoxicity studies. V79 fibroblasts
were grown as monolayers in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum, 100 IU of penicillin/ml and 100 pg/ml of streptomycin in a
humidified incubator with 5% CO, in air at 37 °C. The cells were plated at a density of 3 x10*
cells/ml in 96-well plates. Forty-eight hours after cell seeding, semiconfluent cultures were
exposed to different concentrations of the compounds in study (0 - 500 uM). The cells were
exposed for 24h to the test medium with or without the compounds studied (control). Each
concentration was tested in six replicates in each of three separate experiments. At the end of
the incubation, three independent endpoints for cytotoxicity, MTT reduction, DNA content and

neutral red uptake, were evaluated.

Neutral red uptake (NRU)

The NRU was measured by the method of Borefreund and Puerner [23]. Briefly, cells
were washed once with PBS after removal of the culture medium. After 4 h of incubation with
serum-free medium containing neutral red (50 pmol/L), the cells were washed in PBS, followed
by the addition of 0.1 ml of a solution of 1% acetic acid and ethanol (50%) to each well to fix
the cells and to remove the neutral red from the solution. The plates were shaken gently for 20
min on a plate shaker, and the absorbance of the solution was read at 540 nm (VersaMaxk,

Tunable Microplate Reader).

Methylthiazoletetrazolium (MTT) reduction

The MTT reduction assay was performed as described by Denizot and Lang [24]. Briefly,
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cells were washed once with PBS before adding 0.1 ml of serum-free medium containing 0.05%
of MTT salt to each well. After incubation for 5h, the culture medium was removed and 0.1 ml
of ethanol was added to each well to solubilize the formazan formed. The plates were shaken
gently for 10 min and the absorbance was measured at 570 nm (VersaMaxk, Tunable
Microplate Reader, Molecular Devices, Co., Sunnyvale, CA, USA).

DNA content

The assay for the estimation of DNA content present in the cell culture was performed as
described by Cingi et al. [25]. After the MTT assay, the culture medium was removed which
contains the MTT dye and the AgNPy;, solution. The cells were washed with PBS - Ca** (PBS
Ca®* in mM: 136.9 NaCl; 2,.8 KCI; 7.99 NaHPO,; 1.47 KH,POy; 1.24 CaCl,, 0.5 MgCl, - 6
H,0) fixed with aqueous trichloroacetic acid (TCA) 5%, washed 2 times with ethanol (all
solutions cold) and air dried. For cell lysis, was added NaOH 0,5 M (0.1mL/well) for 1 hour at
37°C and the solution absorbance of NaOH in the wells read using spectrophotometer at

260nm.

In vitro cell-growth inhibition assays
The cell viability experiments were performed at least three times with six replicates
each time. The ICsy values were calculated after expressing the results as percentage of the

controls and were determined graphically from the concentration-response curves.
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Results and Discussion

The V79 cells are fibroblasts derived from Chinese hamster lung and are widely used in
mutagenicity and cytotoxicity tests. The evaluation of the toxicity V79 allows establishing the
relationship between cytotoxicity and acute oral toxicity in experimental animals, it possible to
determine the values of the DLs (dose lethal 50) by this route [26], [27].

All the studied substances exhibited different concentration-dependent inhibitory effects on the
proliferation of leukemic cells. Dimethoxymagnolol was the most growth-inhibitory in U937
cells as shown in Table 1, since it was determined an ICsy value of 100 uM by MTT reduction
assay. Incubation of cells with dimethoxymagnolol supplemented with GSH did not change
significantly the cytotoxic effects (ICsy of 110 uM). Similar results were observed in HL60
cells, however the ICsy was around 250 uM. Table 2 shows the ICsy values determined in V79
cells with three different cell viability assays (neutral red uptake, MTT reduction and DNA
content). According to these results dimethoxymagnolol was more cytotoxic evaluated by MTT
assay (ICso = 114 uM) than to the others viability assays (ICsp of 238 uM in the NRU assay and
DNA content diminished in 40% in the cells treated with the major concentration used — 500
uM). In the K562 cells treated with dimethoxymagnolol the ICsy values were 250 uM (without
GSH) and 300 uM (plus 1 mM GSH). Ikai and collaborators (2006)[28] determined an ICsg of
27 uM in U937 cells treated with magnolol evaluated by trypan blue exclusion test. They
reported that magnolol induced apopotosis mediated via the intrinsic pathway with release of
apoptosis inducing factor (AIF) with a decreased membrane potential mitochondrial. A similar
inhibitory effect was found for grandisin using the MTT viability assay (ICso = 30 uM) in U937
cells (with or without GSH supplementation) according to Table 1. It was obtained ICs(, value of

60 uM in the HL60 cells treated with grandisin and GSH supplementation did not alter the
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cytotoxic effects. However grandisin showed a slow cytotoxic effect in the K562 cells (IC50 of
250 and 300 uM, without and with GSH, respectively). According to Table 2 ICsy values
determined in V79 cells treated with grandisin were around 200 uM in all the viability assays
carried out, indicating that the toxicity to leukemic cells is major than to fibroblasts cells,
excepting to K562 cells. These differences in the cells susceptibilities are interesting since the
grandisin showed a potential pharmacological effect.

Table 1shows that yangambin was slightly toxic in all leukemic cell lines investigated in this
study, since it was determined the ICsp only in the major concentration used (500 uM). In all
cell lines treated with yangambin, the GSH did not interfere with the cytotoxic effects.
Comparing to the results showed in table 2 (ICsy of 190, 350 and 119 uM evaluated by MTT,
NRU and DNA content, respectively) yangambin was more cytotoxic to fibroblast cells than to
leukemic cells.

As shown in Table 1 the riparin I was more cytotoxic to K562 and U937 cells than to HL60
cells (ICsp values of 125, ~60 and 140uM, respectively). Supplementation with GSH did not
change the cytotoxic effects. Table 2 shows that riparin I was more cytotoxic in V79 cells
evaluated by DNA content than to the others viability assays (182 uM versus 231 and 321 uM
determined by MTT and NRU assays, respectively). According to these results Riparin I is
more cytotoxic to leukemic cells than to fibroblasts.

According to Table 1 riparin II was more effective in K562 and U937 (ICsp = 27 uM and 25
uM, respectively) than in HL60 cells (ICso = 100 uM). Supplementation with GSH protected
the cytotoxic effects in U937 cells treated concomitant with riparin II, probably indicating that
the action mechanism is mediated via oxidative stress. ICs5y determined in V79 cells were 259,

222 and 96 uM evaluated by MTT, NRU and DNA content, respectively. These results
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demonstrating a great antileukemic activity and a reduced toxicity to a cell line used to estimate
in vivo toxicity.
Similar results were obtained in the leukemic cells treated with riparin III (ICso around 15 uM
in the K562 and U937 cells, with or without GSH). In the HL60 cells the ICsy values obtained
after treatment with riparin III were 75 and 80 uM (without and with GSH, respectively).
Comparing to the results showed in the Table II (ICsy of 128, 218 and > 500 uM evaluated by
MTT, NRU and DNA content, respectively), riparin III was less cytotoxic to V79 cells than to
leukemic cells.

Thus, the present study showed that riparin II has notable antileukemic effects in U937
cells by inducing cell death by oxidative stress and reduced toxicity to fibroblasts. These data
suggest that riparin II as a natural substance with growth inhibition effects on leukemia cells,

merit further studies to examine its mechanism of action as antitumoral agent.
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Fig. 1: .Structure of Grandisin (1), Yangambin (2), Riparin I (3), Riparin II (4), Riparin III (5)

and Dimethoxymagnolol (6).



Table 1. ICsj values (uM) obtained in leukemic cells after treatment with the

phytochemicals

HL60 K562 U937

PHYTOCHEMICALS
-GSH |+GSH |-GSH |+GSH |-GSH |+ GSH

Dimethoxymagnolol | 250 250 250 300 100 110
Grandisin 60 60 250 300 30 30
Yangambin 500 500 500 500 500 500
Riparin | 140 140 125 125 60 60
Riparin Il 100 100 27 30 25 *
Riparin Il 75 80 15 15 15 20

*Not reach the ICs( values in concentrations up to 500 pM.
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Table II. ICsy values (uM) obtained in V79 cells after treatment with the phytochemicals

PHYTOCHEMICALS | MTT (pM) NRU (pM) DNA (uM)
Dimethoxymagnolol | 114 238 *
Grandisin 174 239 226
Yangambin 190 350 119
Riparin | 231 321 182
Riparin Il 259 222 96
Riparin Il 128 218 *

*Not reach the ICs( values in concentrations up to 500 puM.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente um dos debates mais discutidos na comunidade cientifica
€ a utilizacdo de animais em experimentos laboratoriais. Apesar da reconhecida
importancia dos testes in vivo este tipo de abordagem experimental esta sendo
criticada pelo excessivo numero de animais utilizados. Apesar do bem estar do animal
e 0s objetivos cientificos precisarem estar em harmonia, ha discussées sobre os
regulamentos e diretrizes institucionais com o intuito de revisar este assunto. Uma das
solugdes para o uso de animais em laboratorio é a utilizagao de ensaios de toxicidade
in vitro, recomendados fortemente na academia na realizacdo de avaliagdes
preliminares, com o intuito de se prever, ao menos em parte, os valores de DLsg in
vivo.

A citotoxicidade de um composto pode ser verificada através de

diferentes métodos, os quais avaliam de modo geral:

- a integridade da membrana (exclusdo do corante azul de tripan e
incorporacao do vermelho neutro);

- sintese de macromoléculas e crescimento celular (conteudo de
acidos nucléicos e quantificagcao de proteinas);

- atividade de enzimas e funcionamento de organelas (reducé&o do
MTT e incorporagao do vermelho neutro);

De acordo com o exposto, analisamos a taxa de inibicdo de
crescimento celular através da quantificacdo de acidos nucléicos e, testes que avaliam
as fungdes mitocondriais e lisossomais através dos ensaios de redugcdo do MTT e

incorporagao do corante vermelho neutro, respectivamente.
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Com o intuito de se verificar a citotoxicidade de alguns fitoquimicos
(ligndides, e riparinas), foram realizadas culturas de células V79, U937, K562 e HL60.
As células V79, U937, K562 e HL60, apds processadas, foram tratadas com diferentes
concentragdes das substéncias em estudo como descrito na Metodologia. Apds o
tratamento as células foram analisadas em relagéo a viabilidade celular através dos
ensaios de determinacao dos indicadores de citotoxicidade.

Os resultados referentes aos testes de citotoxicidade dos fitoquimicos
frente as células V79, U937, K562 e HL60. serdo apresentados a seguir.

ANALISE ESTATISTICA

Cada experimento foi feito pelo menos trés vezes (seis repeticoes
cada) e os resultados foram expressos em porcentagem (média + / - SD) dos
controles. As comparagoes estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA e pés-teste
BONFERRONI, através do programa GraphPad® versdo 5. O teste t de Student
calculado pelo Origin® versao 8.0. Valor de probabilidade P <0,05 foi considerado

significativo.

CELULAS V79 - CITOTOXICIDADE DOS LIGNOIDES

A Tabela 1 apresenta os resultados de citotoxicidade dos ligndides
(Grandisina, yangambina e dimethoxymagnolol) em células V79. A Grandisina e o
dimethoxymagnolol apresentaram valores similares de ICsy determinados através do

teste de incorporacdo do vermelho neutro (em torno de 240 uM), entretanto valores
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diferentes foram encontrados nos testes de redugcdo do MTT (174 e 114 uM) e
conteudo de acidos nucleidos (226 UM e superior a 500 uM), respectivamente nas
células tratadas com grandisina e dimethoxymagnolol. A langambina apresentou
valores de ICso de 190, 350 e 119 uM, determinados pelos testes de redu¢ao do MTT,
incorporagao do vermelho neutro e conteudo de acidos nucléicos, respectivamente.

Resultados da literatura (Monte Neto et al, 2008) indicam que a
langambina apresenta reduzida citotoxicidade em macréfagos (valores de IC50 de
383.3 uM e 504,3 puM, obtidos nos testes de reducédo do MTT e exclusao do azul de
tripan, respectivamente). Monte e colaboradores também observaram, utilizando
modelos de desenvolvimento embrionario com ourico — do — mar, que a langambina
possui efeitos antimitético e teratogénico baixos, em concentrag¢des inferiores a 1,025
MM,

Estes resultados indicam que a langambina e os outros lignodides sao
substancias m potencial para serem utilizados na industria farmacéutica, tendo em
vista a reduzida citotoxicidade e os efeitos farmacoldgicos.

Os efeitos citotoxicos de produtos quimicos sao classificados como
citotoxicidade geral ou basal, citotoxicidade seletiva ou Orgao-especifica e a
citotoxicidade especifica de fungdes celulares (Melo et al., 2006). Nos fendbmenos
provenientes da citotoxicidade basal os valores de ICsq obtidos nos testes de
viabilidade celular, avaliando diferentes alvos celulares, geralmente sdo similares. De
acordo com estes critérios, os resultados obtidos com os ligndides devem ser

classificados como fendmenos de citotoxicidade basal.
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CELULAS V79 - CITOTOXICIDADE DAS RIPARINAS

Em relagdo ao conteudo de acidos nucleicos a riparina Il foi duas
vezes menos citotoxica do que a riparina | (ICso de 96 e 192 uM, respectivamente para
riparina | e Il). Por outro lado, a riparina Il foi mais citotoxica do que a riparina |
avaliada pela incorporacéo de vermelho neutro (222 e 321 pyM, respectivamente). A
riparina Il apresentou valores de I1Cso de 128 e 218 yM nos testes de redugédo do MTT
e incorporacao do vermelho neutro. Aparentemente o efeito citotdxico esta relacionado
com a lipofilicidade da substéncia, ou seja, a riparina Il apresentando duas hidroxilas
€ a menos citotoxica.

A tabela 1 sumariza os resultados determinados nas células V79 com
as substéancias em estudo.

Tabela 1. Valores de IC5, obtidos nos tratamentos das células V79 com os

fitoquimicos (ligndides e riparinas).

FITOQUIMICOS MTT (uM) VN (pM) DNA (uM)
Grandisina 174 +/- 15 239 +/- 5 226 +/- 4
langambina 190 +/- 12 350 +/- 10 119 +/- 16
Dimethoxymagnolol 114 +/- 9 238 +/- 5 *
Riparina | 231 +/-6 321 +/- 10 182 +/- 6
Riparina ll 259 +/-7 222 +/- 15 96 + -9
Riparina lll 128 +/- 10 218 +/-12 *

* Nao foi encontrado valores de ICso em concentragdes até 500 uM.
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De acordo com estes resultados os valores de ICso determinados para
as diferentes classes de fitoquimicos em células V79 sao similares a outras
substancias de uso terapéutico, tais como o diazepam (ICso de 209 uM), propanolol
(ICso de 120 uM), indometacina (ICso de 179 uM) e fenilbutazona (ICso de 660 puM).
Entretanto, outros farmacos encontrados no mercado apresentam valores de 1Csg bem
menores, como exemplos o benznidazole (2 mM) e &acido acetil salicilico (9 mM)
(Rosenkranz et al, 1992). Esta correlacdo de citotoxicidade similar entre os

fitoquimicos e farmacos reforca a possivel utilizagao terapéutica destas substancias.

CELULAS LEUCEMICAS

Todas as substancias estudadas exibiram efeitos toxicos nas células
leucémicas, em diferentes concentragdes, inibindo a proliferacdo das células
leucémicas. O Dimethoxymagnolol foi 0 mais téxico nas células U937, como mostrado
na Tabela 4, uma vez que foi determinado um valor de ICso de 100 uM através ensaio
de redugcao de MTT. O tratamento das células com dimethoxymagnolol suplementado
com GSH nao alterou significativamente os efeitos citotoxicos ( ICso de 110 pM) .
Resultados semelhantes foram observados em células HL60, entretanto o valor de
ICs0 determinado se encontra por volta de 250 uM.

Nas células K562 (Tabela 3) tratadas com dimethoxymagnolol os
valores de ICso foram 250 uyM (sem GSH) e 300 uM (com 1 mM GSH) . lkai e

colaboradores ( 2006), determinaram o valor de ICsp por volta de 27 yM em células
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U937 tratadas com magnolol, avaliado pelo teste de exclusdo do azul de tripan. Neste
estudo, os autores relataram que o0 magnolol induziu apoptose mediado através da via
intrinseca - liberando o fator de indugéo de apoptose apos a diminuigdo do potencial
de membrana mitocondrial.

De acordo com a Tabela 4, um efeito inibitorio semelhante foi
encontrado para grandisina no ensaio de MTT (ICso = 30 uM) em células U937 (com e
sem a suplementacdo de GSH ). Obteve-se o valor de ICso de 60 uM nas células HL60
(Tabela 2) tratadas com grandisina, com e sem a suplementacdo de GSH. No entanto,
grandisina mostrou um efeito citotéxico menor nas células K562 (Tabela 3) (ICso de
250 e 300 uM , sem e com a suplementacdo de GSH , respectivamente).

As Tabelas mostram que iangambina foi ligeiramente téxica em todas
as linhagens leucémicas, uma vez que foi determinado o valor de I1Csp SO na maior
concentragcdo usada (500 uM). Em todas as linhagens de células tratadas com
iangambina, a glutationa reduzida nao interferiu com os efeitos citotéxicos.

De acordo com os resultados encontrados, a riparina | foi mais
citotdxica para as células K562 e U937 do que para células HL60 (valores de ICso de
125, ~ 60 e 140 uM , respectivamente). A suplementacdo com GSH nao alterou os
efeitos citotdxicos

De acordo com os resultados, a riparina Il foi mais eficaz nas células
K562 e U937 (ICso = 27 uM e 25 uM, respectivamente) do que em células HL60 (ICso =
100 uM ). A suplementacdo com GSH protegeu as células U937 (Tabela4) dos efeitos

da riparina Il, indicando um mecanismo de acdo mediada por estresse oxidativo.



Resultados semelhantes foram obtidos em células
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leucémicas

tratadas com riparina Ill (ICso em torno de 15 yM em células K562 e U937, com ou

sem a GSH). Nas células HL60 os valores de ICso obtidos apds o tratamento com

riparina Il foram de 75 e 80 uM (sem e com a GSH , respectivamente).

Tabela 2. Valores de IC5, obtidos nos tratamentos das células HL60 com os

fitoquimicos (lignodides e riparinas).

HL60
PHYTOCHEMICALS
- GSH + GSH Probabilidade

Dimethoxymagnolol 250+/-10 | 250+/-6 |P>0.05
Grandisina 60 +/- 9 60 +/- 5 p>0,05
langambina * * p>0,05
Riparina | 140+/-5 |1404/-2 |P>005
Riparina Il 100+-6  |100+-8 |P>00°
Riparina Ill 754/-15 |804-7 |P>0.05

*Nao foi encontrado valor de ICsp até a concentragéo de 500 pM.



Tabela 3. Valores de IC5, obtidos nos tratamentos das células K562 com os

fitoquimicos (ligndides e riparinas).

PHYTOCHEMICALS K562
- GSH + GSH Probabilidade

Dimethoxymagnolol 250 +/-5 300 +/-6 |P>005
Grandisina 250 +-6 | 3004-9 | P>009
langambina * * p> 0,05
Riparina | 1254/-7 | 1254/-10 |P>005
Riparina Il 27 +/- 2 304/-5 |P>005
Riparina Ill 15 +/- 5 154-6 |P>005

*Nao foi encontrado valor de ICs até a concentragao de 500 pM.
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Tabela 4. Valores de IC5, obtidos nos tratamentos das células U937 com os

fitoquimicos (ligndides e riparinas).

PHYTOCHEMICALS U937
- GSH + GSH Probabilidade

Dimethoxymagnolol 100+/- 3 110+/-5 p > 0,05
Grandisina 30 +/- 1 30 +/-6 p > 0,05
langambina * * p > 0,05
Riparina | 60 +/- 3 60 +/- 3 p > 0,05
Riparina ll 25 +/-5 * p > 0,0001
Riparina lll 15 +/- 2 20 +/- 4 p > 0,05

*Nao foi encontrado valor de ICsy até a concentracao de 500 pM.
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De acordo com esses resultados podemos discorrer que todos o0s

fitoquimicos, com excecdo da iangambina, foram mais citotoxicos nas células

leucémicas do que em fibroblastos (células V79). A riparina Il mostrou a ativagao de

um mecanismo de morte diferente dos outros fitoquimicos em células U937, visto que

nao foi possivel determinar o valor de ICsy nas células suplementadas com GSH (25

MM em células U937 tratadas com riparina Il sem GSH, e nao foi encontrado valor de

ICs0 com a suplementacéao até a concentracao de 500 uM).
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CONCLUSAO GERAL

Em geral, os fitoquimicos testados foram menos citotéxicos em células
V79 do que nas células leucémicas usadas no atual trabalho, excetuando-se a
iangambina.

De acordo com os valores de ICsg determinados em células V79 os
valores de DLsy deverdo se encontrar na faixa de 500 mg/Kg a doses superiores a
2000 mg/Kg.

Os efeitos antitumorais observados nas células U937 tratadas com
riparina Il nos indica que a morte celular se da por estresse oxidativo. Esses dados
sugerem a riparina Il pode ser utilizada como um inibidor do crescimento desordenado
das células leucémicas, entretanto ha necessidade de mais estudos para analisar o

mecanismo de acéo.
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