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Abstract: The history of anticancer chemotherapy is closely related to that of natural products, as over 60% of
currently used drugs in cancer therapy are natural products or inspired by a natural compound. Despite the
introduction of new drugs in the therapeutic arsenal of anticancer medicines, many tumors do not properly
respond to treatment. Natural resources comprise the most promising possibilities of finding new and efficient
molecules with impact in the therapy of resistant diseases. The National Experimental Oncology Laboratory
began a research program aiming at the evaluation of new natural or synthetic anticancer molecules through an
experimental approach involving in vitro and in vivo models. In the period between 2000 and 2007, 5166
samples were screened, and three molecules, piplartine, biflorine and pisosterol, were selected for further
studies.
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Resumo

A histéria dos medicamentos anticancer esta intimamente relacionada aos produtos naturais, sendo que mais
de 60% dos medicamentos utilizados tem em alguma instancia sua origem relacionada a uma fonte natural.
Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico do cancer, varios tumores ainda ndo dispGem
de tratamento adequado. As fontes naturais ainda estdo disponiveis em abundancia e oferecem as melhores
possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico. O Laboratdrio Nacional de Oncologia
Experimental estabeleceu um programa com o objetivo de avaliar o potencial anticancer de compostos obtidos
da Caatinga, Mata Atlantica, Amazonia, Cerrado e Ecossistemas Marinhos, além de compostos obtidos através
de sintese. Esses estudos baseiam-se na determinacdo da atividade antitumoral in vitro e in vivo. Das 5166
amostras avaliadas no periodo de 2000 a 2007, foram selecionadas a piplartina, a biflorina e o pisosterol para a
continuidade dos estudos como antitumorais.
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1. Introdugao

Os tumores malignos sdo responsaveis por um
numero expressivo e crescente de pacientes em todo
o mundo, e representam a segunda causa de morte
da populagdo mundial.' No Brasil, estima-se em 500
mil o numero de novos casos em 2009, e uma
mortalidade que devera atingir mais de 250 mil
portadores de cancer.?

A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral,
na associagao da ressecgao cirurgica dos tumores ao
tratamento radioterdpico, e a quimioterapia. Na
década de setenta estas formas classicas de
abordagem sofreram alteracbes significativas com a
introducdao do conceito de tratamento adjuvante. O
emprego intensivo dos protocolos pds-cirdrgicos,
incluindo a associacdo de quimioterdpicos com
diferentes mecanismos de acdo a radioterapia e, mais
recentemente, a associagdo destes aos anticorpos
monoclonais, vem melhorando o0s resultados do
tratamento de alguns tipos de canceres. Infelizmente,

muitos tumores ainda apresentam respostas
modestas aos protocolos clinicos, limitando a
48

indicacdo e a eficacia do tratamento adjuvante tanto
para os tumores primdrios quanto para as
metastases.> Portanto, torna-se imperativo a
necessidade de encontrar, desenvolver, e introduzir
no arsenal médico, modalidades terapéuticas mais
eficientes que possam oferecer ao nimero crescente
de pacientes com doengas malignas disseminadas,
oportunidades reais de controle locorregional e a
distancia das células neoplasicas.

O século XX apresentou um avanc¢o extraordindrio
na pesquisa de produtos naturais, especialmente de
plantas e microorganismos, no campo da oncologia
propiciando a descoberta de diversas substancias
utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. A
maioria (60%) dos farmacos anticancer introduzida na
terapéutica nas ultimas décadas tem sua origem nos
produtos naturais.”® Dentre estes se destacam a
vimblastina (1, Velban®) e a vincristina (2, Oncovin®) e
os analogos vindesina (3, Eldisine®) e vinorelbina (4,
Navelbine®); o paclitaxel (5, Taxol®) e o andlogo
docetaxel (6, Taxotere®); a podofilotoxina (7) e os
analogos, etoposideo (8, Etopophos®) e teniposideo
(9, Vumon®); e a camptotecina (10) e os andlogos,
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topotecano (11, Hycamtin®) e irinotecano (12,
Camptosar®) (Figura 1). Estes medicamentos
movimentam anualmente um mercado de cerca de 60
bilhdes de ddlares.’

As fontes naturais ainda estdo disponiveis em
abundancia e oferecem as melhores possibilidades de
encontrar substancias de interesse terapéutico. De
fato, mais de uma centena de compostos derivados
de produtos naturais estd em fase de testes clinicos,
principalmente para tratamento do cancer e de
doengas infecciosas.® Além disso, um total de 13
farmacos derivados de produtos naturais foram
aprovados para utilizag3o clinica entre 2005 e 2007.”

Apesar da introducdo de novos farmacos no
arsenal terapéutico contra o cancer, varios tumores
sélidos ainda nao dispéem de tratamento adequado.
O carcinoma de pulmdo de ndo-pequenas células que
se encontra entre os mais frequentes em todo o
mundo, apresenta respostas modestas a todos os
esquemas quimioterdpicos disponiveis. Como a

monoterapia apresenta apenas resposta parcial em
a 20%

15% dos casos e com as associagoes

R1 = CH3, R2 = COZCH3, R3 = OCH2CH3, R4 =OH (1)
R1 = COH; R2 = COzCH3, R3 = OCH20H3; R4 =OH (2)
R1 = CH3; R2 = CONHz, R3 = OH, R4 =OH (3)

R1 . CH3; R2 = CO2CH3; R3 . OCH2CH3; R4 =H (4)

AN
R™Y0
HO Q
OH™0
R =CH; (8) >0 o~
o\

R= @cm ©)

C
R1=H;R2= |

/

Vq
terapéuticas ndo wultrapassa de 40% a 50%, é
necessaria a busca de novas alternativas
medicamentosas para melhorar a eficdcia do
tratamento de doencas neoplasicas avancadas. Por
outro lado, a morbidade associada aos
guimioterdapicos ainda é um obstaculo significativo. A
descoberta de farmacos antineopldsicos de facil
administracdo e com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais é uma das principais metas buscadas pelos
pesquisadores da area.

A  maioria dos quimioterdpicos usados na
terapéutica foi selecionada por sua capacidade de

controlar a proliferacdo  celular.®  Entretanto,
recentemente, foram identificados farmacos com
atividade especifica contra alguns mecanismos

metabdlicos da célula tumoral. Também vém sendo
pesquisados, com sucesso, farmacos que inibem a
neovascularizagdo  tumoral, que induzem a

rediferenciacdo celular ou que levem a célula tumoral
a apoptose. Desta forma, as moléculas pesquisadas
precisam ser testadas também nesses novos alvos
terapéuticos.
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Figura 1. FArmacos derivados de plantas usados na terapia do cancer
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2. Estado da Arte

O Cancer compreende um conjunto de doencas
gue se caracterizam pela presenca de células em
crescimento continuo, com propriedades de invasao e
destruicdo do tecido adjacente, bem como, de
crescimento em outros sitios diferentes do tumor
primario  (metastizacdo).” Essas  propriedades
geralmente s3o ocasionadas por um acumulo de
mutacGes nos oncogenes, NOs genes supressores e
nos genes reparadores de DNA, o que caracteriza o
cancer como doencga genética.’® De um modo geral,
os oncogenes promovem a proliferacdo celular
ordenada enquanto os genes supressores mantém
essa proliferacdo sob controle restringindo o
crescimento celular. Os genes reparadores de danos
do DNA estdo constantemente refazendo as
moléculas que sofrem mutacdo. O mau
funcionamento dos mecanismos de regulacdo do ciclo
celular permite a passagem das células mutadas pelo
ciclo, acumulando mutacdes que contribuem para o
surgimento das caracteristicas do tumor maligno.'**?
O cancer afeta, portanto, a populacdo de um modo
geral, incluindo pessoas de ambos os sexos e de todas
as idades.

Nos ultimos anos, a quimioterapia tem conseguido
éxitos notdveis na cura de algumas formas de
canceres disseminados tais como a leucemia aguda
infantil, distintos tipos de linfomas e alguns tipos de
tumores sdlidos, em especial os derivados de células
germinais. Ao contrdrio, a melhora no tratamento
sistémico de tumores sdlidos mais freqientes em
adultos (pulmao, mama, célon e pancreas) ndo sofreu
grandes avancgos, resultando em altos indices de
mortalidade dentre os pacientes. H3, portanto, uma
clara e urgente necessidade de identificar, avaliar e
desenvolver novos e mais eficientes fdrmacos para o
tratamento desses canceres.™

O atual interesse na busca de novos agentes
antimitdticos, por exemplo, é conseqiiéncia de sua
importancia para o tratamento de diferentes formas
de tumores malignos. Alguns farmacos em uso
corrente na terapia do cancer foram descobertos de
forma racional, baseada no desenho da estrutura,
porém, a grande maioria foi descoberta por processos
empiricos. O inicio, na década de quarenta, de
programas de prospec¢do de fdrmacos com atividade
antineoplasica resultou na descoberta dos compostos
de mostarda nitrogenada. Hoje existem mais de uma
centena de farmacos ativos no tratamento do cancer,
muitos dos quais obtidos em programas de
bioprospeccdao. Uma propor¢ao importante dos
farmacos antitumorais atualmente utilizados em
clinica foi obtida a partir de produtos naturais. A
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utilizacdo por Farber em 1954 de um antibidtico
extraido do cultivo de uma espécie de Streptomyces, a
Actinomicina D, para tratar um paciente com tumor
de Wilms metastatico, introduziu no tratamento de
cancer o primeiro farmaco antineoplasico derivado de
um produto natural, despertando grande interesse no
meio cientifico nessa drea de pesquisa, o qual perdura
até hoje.

E importante ressaltar que muitas das suposicdes
guanto a eficacia dos produtos naturais utilizados pela
medicina tradicional ainda sdo vistas com certo
ceticismo.™ Ainda assim, alguns compostos naturais
foram identificados em funcdo do conhecimento
etnofarmacoldégico de algumas plantas. A tabela 1
resume as principais classes desses fitoquimicos e
seus derivados que atualmente sdo utilizados na
guimioterapia do cancer, seus alvos moleculares e
indicagbes terapéuticas.® > '

As estratégias para a descoberta de novos
farmacos tém mudado ao longo dos anos. Os
programas de prospeccao no Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos comecaram no inicio dos
anos 50 e consistiam em testes de novos compostos
em camundongos inoculados com leucemias L1210 e
P388. Esse modelo foi bastante questionado, uma vez
gue ndo era considerado representativo dos tumores
humanos, na sua maioria sélidos."”” Sendo assim, o
modelo foi reconsiderado e, atualmente, os
programas de prospecgao incluem uma etapa inicial
de testes in vitro em linhagens tumorais humanas
utilizando técnicas automatizadas (High Troughtput
Screening — HTS) o que tem resultado num elevado
nimero de moléculas promissoras.’®*

Figura 2. Estacdo automatizada (High Throughtput
Screening — HTS) utilizada nos ensaios de
citotoxicidade no Laboratdrio Nacional de Oncologia
Experimental.
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Tabela 1: Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas utilizados na terapia do cancer

Farmaco Fonte

Vimblastina (1), Catharanthus roseus
vincristina (2),
vindesina (3) e

vinorelbina (4)

Paclitaxel (5) e Taxus brevifolia

docetaxel (6)

Podofilotoxina (7) Podophyllum peltatum
Etoposideo (8) e
teniposideo (9)
Camptotecina (10) Camptotheca
accuminata

Topotecano (11) e
irinotecano (12)

Neste contexto onde milhares de moléculas
podem ser testadas num curto periodo de tempo, a
guimica combinatdria ganhou félego na indUstria e na
academia, porém a realidade mostrou sucesso
limitado no uso de bibliotecas de compostos
sintéticos obtidos através da quimica combinatéria
para o desenvolvimento de novos medicamentos. O
sorafenib, utilizado na terapia da leucemia mieldide
aguda, foi a Unica molécula obtida a partir desta
estratégia a atingir o mercado farmacéutico.*® O
acesso as fontes naturais, por outro lado, comprova
gue a criatividade da natureza é praticamente
insuperavel e a evolugdo tecnoldgica do HTS é um
poderoso aliado nesse processo de descoberta ndo sé
de novas moléculas, mas de alvos e estratégias
terapéuticas nunca antes pensadas.

De um lado, novas fontes passam a ser exploradas,
como actinomicetos marinhos, cianobactérias e
fungos endofiticos, muitas vezes gracas a evolugdo de
técnicas como, por exemplo, a metagendmica, o que
per si multiplica a diversidade de metabdlitos
isolados.® De outro lado, ou melhor, adicionalmente, a
guimica experimenta uma otimizacdo das técnicas
analiticas o que possibilita, segundo alguns autores, o
isolamento de compostos bioativos e a elucidagao
estrutural em periodos muitas vezes inferiores a um
més.”

Com a aprovagao, em 2007, dos medicamentos
Ixempra® (ixabepilona, 13), derivado da epotilona (14)
com acdo em microtubulos, Yondelis® (trabectedina,
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Alvo Molecular Indicagdo terapéutica

Leucemia linfoblastica
aguda; cancer de
testiculo; doenca de
Hodking

Cancer de mama

Cancer de Pulmao,
ovario e testiculo;
Leucemia Linfocitica
Aguda;

Topoisomerase Il

Topoisomerase | Cancer de colon

15), primeiro medicamento anticancer
verdadeiramente de origem marinha, alquilante de
DNA, e Torisel® (temsirolimus, 16), inibidor de
proteina quinase mTOR, os produtos naturais estdo
definitivamente de volta ao cendrio da pesquisa em
oncologia.'®

Existe um potencial extraordindrio para a
descoberta de novos farmacos anticancer de
ocorréncia natural em fun¢do da existéncia de um
grande numero de espécies disponiveis para
investigacdo. Até o momento, calcula-se que menos
de 2% das plantas superiores foram analisadas para
deteccao de constituintes com atividade
antineopldsica e mesmo assim, buscando apenas a
atividade citotdxica. Na realidade, uma grande
guantidade de moléculas com atividade
antineopldsica derivadas de organismos marinhos,
microorganismos e de plantas ainda pode ser
revelada.”* Além disso, o conhecimento de novos
alvos terapéuticos no cancer amplia a possibilidade da
descoberta de novas moléculas com potencial
anticancer. Neste cendrio,b o sucesso do
desenvolvimento de novas drogas depende
fundamentalmente de um esfor¢o multidisciplinar na
descoberta de novas moléculas naturais lideres e da
otimiza¢do molecular através da aplicagao de técnicas
de sintese, quimica combinatéria e bioquimica,
aliadas a estudos bioldgicos de alta qualidade.”
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(16)

Figura 3. Farmacos derivados de produtos naturais introduzidos em 2007 no mercado farmacéutico.

O Brasil tem uma area de 8,5 milhdes km” e possui
varias zonas climaticas que incluem o trépico umido
no Norte, o semidrido no Nordeste e areas
temperadas no Sul. As diferengas climaticas
contribuem para as diferengas ecolégicas formando
zonas biogeograficas distintas chamadas biomas. Dos
diversos biomas brasileiros (Floresta Amaz0nica,
Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga,
Manguezal, etc.), estima-se que existam cerca de 60
mil espécies vegetais.”® Segundo Kato,* o Brasil é o
pais com maior biodiversidade do mundo, contando
com 20% do numero total de espécies do planeta,
sendo que muitas dessas espécies sdo endémicas. A
composicdo total da biodiversidade brasileira ndo é
conhecida e talvez nunca venha a ser, tal a sua
magnitude e complexidade.

Assim, o gerenciamento e a promoc¢ao do
desenvolvimento  sustentdvel dessas  regides
constituem-se em tarefa extremamente dificil,
complexa e de enorme responsabilidade. A
biodiversidade brasileira representa para nossa
populagdo e, particularmente para os pesquisadores
brasileiros, uma regido de enorme importancia
cientifica, social, econdmica, cultural e ambiental. Em
verdade, as pesquisas cientificas e tecnoldgicas sdo
instrumentos essenciais para o desenvolvimento
sustentavel de um ecossistema tdo diversificado e
rico. A ocupacgdo da floresta brasileira, a utilizacdo
racional dos recursos naturais e o uso do solo so

52

podem acontecer, de forma satisfatdria, se
estratégias de desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico forem promovidas e especialmente
desenhadas para a compreensdo dos fendmenos
naturais e o papel do homem nesses sistemas.

A mega biodiversidade do Brasil por si justifica o
enorme potencial para a descoberta de
medicamentos baseados em produtos naturais. Além
disso, varios estudos realizados vém a comprovar esse
potencial no que diz respeito a atividade antitumoral.
Algumas revisdes recentes foram escritas a cerca do
potencial anticancer de produtos oriundos da nossa
biodiversidade.*3! Assim sendo, neste trabalho
apresentaremos o programa de bioprospeccdo de
novas substancias ou moléculas ou farmacos
anticdncer do Laboratério Nacional de Oncologia
Experimental (LOE) da Universidade Federal do Cear3,
ressaltando os resultados promissores obtidos.

3. O Programa de prospec¢ao de novos
farmacos anticancer do LOE-UFC

A Oncologia Experimental procura estudar os
mecanismos de desenvolvimento das neoplasias em
modelos experimentais, assim como encontrar as
possiveis formas de trata-las. O LOE vem, desde 1989,
realizando pesquisas de prospeccdo de novas
moléculas com potencial atividade antitumoral. Nesse
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sentido, estabeleceu uma extensa colaboracdo com
varios grupos de pesquisa em todo o Pais. E
importante salientar que as universidades e centros
de pesquisa sdo os Unicos provedores de moléculas e
bases medicamentosas para a industria farmacéutica
nacional.

Todo esse cenadrio levou a implantagdo de um
programa para bioprospeccao e a realizacdo de testes
para determinar o potencial anticincer de moléculas
extraidas de plantas, organismos marinhos e
microorganismos envolvendo diversas instituicdes de
ensino e pesquisa com vistas a criacdo da Rede
Nacional para Prospec¢do de Farmacos Anticancer.
Essas colaboracGes vém ocorrendo de maneira
interativa com o objetivo maior de realizar um estudo
multidisciplinar e interinstitucional que visa um
conhecimento mais amplo do potencial terapéutico
da nossa biodiversidade de maneira sustentavel.
Desta forma, além das informacbes sobre a quimica,
farmacologia, etnofarmacologia e quimiossistematica,
as colaborag¢des visam também o conhecimento da
toxinologia e quimica de animais marinhos e

microorganismos, além do fator multiplicador
relacionado a formacdo de recursos humanos
capacitados no ambito da iniciagdo cientifica,

mestrado e doutorado. Ressalte-se que o LOE esta
vinculado ao INCT (Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia) de Farmacos e Medicamentos (INCT-
INOFAR), coordenado pelo professor Eliezer .
Barreiro. E importante também mencionar que esta
em processo de conclusdo o Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da UFC (CPDM)
com vistas a realizacdo de pesquisa em toda a cadeia
produtiva do medicamento. Sendo assim, a
convergéncia de interesses do LOE, INCT e CPDM

[Va

aperfeicoardo esse processo no que diz respeito a
pesquisa e ao desenvolvimento de farmacos e
medicamentos antineopldsicos.

O programa baseia-se na avaliacdo da
citotoxicidade das amostras em células tumorais
humanas. Para esse fim, o LOE conta com um banco
de mais de 50 linhagens de células tumorais doadas
pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI-USA) através de um memorando de
transferéncia tecnoldgica, assinado em 2001 e
renovado em 2006. Na etapa inicial, as amostras das
mais diversas origens, naturais ou sintéticas, sdo
submetidas a um teste em concentracdo Unica (50
pg/mL para extratos, 20 pg/mL para fragdes e 5
pg/mL para substdncias puras) utilizando trés
linhagens de tumores sélidos, SF-295 (Sistema
Nervoso Central), MDA-MB-435 (Melanoma) e HCT-8
(Célon), através do método do MTT descrito por
Mosmann, em 1983.>* Neste momento, sdo
selecionadas as amostras que inibem seletivamente
ou indiscriminadamente a proliferagao celular.

A partir deste momento, as amostras de extratos,
por envolverem misturas complexas sdao submetidas
ao processo de fracionamento e purificacdo, que
guando possivel é guiado pela atividade biolégica. De
posse, entdo, do composto purificado, procede-se
com a caracterizacdo da atividade citotdxica,
determinando a eficdcia do composto num painel
amplo de linhagens, sua seletividade e seu
mecanismo de agdo. Os ensaios em animais sao
realizados para comprovagdo da atividade in vivo
quando da disponibilidade de material suficiente, e
das evidéncias experimentais que justifiquem seu uso.
O fluxograma de desenvolvimento adotado no
programa estd esquematizado na Figura 4.

COLETA DO MATERIAL
BIOLOGICO
EXTRACAO

CITOTOXICIDADE EM
LINHAGENS TUMORAIS

_4

-

! S—

FRACIONAMENTO BIOGUIADO
IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

ATIVAS

4

SINTESE TOTAL
SEMI-SINTESE

— i

. . 4

MECANISMO DE ACAO
ALVO MOLECULAR
SELETIVIDADE

ESTUDOS IN VIVO:
MODELOS MURINOS
HOLLOW FIBER
MODELOS XENOGRAFICOS

Figura 4. Fluxograma de desenvolvimento do programa de prospecc¢ado de moléculas com potencial anticancer
no Laboratdrio Nacional de Oncologia Experimental (LOE-UFC)
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4. Moléculas Promissoras

No ambito dessas colaboragGes, o programa de
screening do LOE, no periodo de 2000 a 2007, ja
avaliou a citotoxicidade de 5166 amostras, das quais
358 foram consideradas interessantes quanto ao
potencial anticancer. A seguir sdo apresentados os
resultados ja obtidos com trés moléculas selecionadas
no programa de prospecc¢ao de moléculas anticancer
do LOE-UFC, a piplartina (17), a biflorina (18) e o
pisosterol (19).

A piplartina (Figura 5), também conhecida como
piperlongumina, é um alcaldide/amida encontrado
em espécies do género Piper, tais como P. longum L.
(pimenta longa), P. tuberculatum L. (pimenta d’agua),
P. asborescens Roxb. (Pimenta do fruto ganchoso), P.
callosum Ruiz & Pav., P. retrofctum Vahl. e P.
sylvaticum Roxb.** Nos estudos conduzidos pelo nosso
grupo em colaboragdo com o grupo do Prof. Edilberto
Rocha Silveira do Departamento de Quimica Organica
e Inorganica da UFC, a piplartina foi obtida das Raizes
de P. tuberculatum (Figura 5) num procedimento
simples que envolve apenas 2 etapas, com
rendimento de 10,4%.

tuberculatum L., mostrando no detalhe os frutos da
planta. Foto: Prof. Dr. Edilberto Rocha da Silveira
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Figura 5. Moléculas selecionadas no programa de
prospeccado de moléculas com potencial anticancer do
no Laboratdrio Nacional de Oncologia Experimental
(LOE-UFC)

Figura 7. Fotografia de um exemplar de Capraria
biflora L., mostrando no detalhe a flor da planta. Foto:
Prof. Dr. Edilberto Rocha da Silveira
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Esta substancia apresenta diversas atividades
bioldgicas, incluindo atividade citotéxica e
antitumoral. A piplartina apresentou potente
atividade citotdxica em todas as linhagens tumorais
testadas.>*® Por comparacdo da citotoxicidade de
moléculas com estruturas relacionadas com a
piplartina, foi identificado que a presenca da
carbonila a,B-insaturada do anel amidico é essencial
para a sua atividade citotéxica. Em células
mononucleares de sangue periférico de doadores
saudaveis expostas a piplartina, foi observada apenas
fraca atividade citotéxica. Com relagdo ao seu
mecanismo de a¢do, a piplartina induziu apoptose em
células leucémicas HL-60, com participacdo da via
intrinseca, de maneira dependente da concentragao,
como observado pelo padrdo de morfologia celular,
integridade da membrana citoplasmatica, alteracao
no potencial transmembranico da mitocondria e
aumento da fragmentacdo do DNA. Na analise do
ciclo celular, foi observado bloqueio na fase G, B¥ A
piplartina foi capaz de induzir dano ao DNA em células
V79, como observado pelo ensaio do cometa alcalino
e neutro.*

Dando continuidade aos estudos de
genotoxicidade, foram realizados experimentos em
modelos procaridticos e eucaridticos. Nao foi
observada atividade mutagénica, com ou sem
ativacdo metabdlica (S9), nas linhagens de Salmonelas
(modelo procariético) testadas.* Por outro lado, a
piplartina foi mutagénica e recombinogénica em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae (modelo
eucariético).*® Isto pode ser explicado pela diferenca
fisiolégica entre a enzima topoisomerase |l de
eucariotos e procariotos, refletindo uma possivel
interferéncia da piplartina sobre a atividade desta
enzima. No ensaio do micronucleo in vivo, a piplartina
induziu aumento da freqliéncia de micronucleo na
maior dose testada (100 mg/kg). Entretanto, ndo
alterou a proporgdo de eritrdcitos policromaticos/
normocromaticos.*

No ensaio de atividade antitumoral in vivo, a
piplartina mostrou eficacia em animais inoculados
com Sarcoma 180, e efeitos toxicos moderados e
potencialmente reversiveis.** Além disso, a
combinag¢do da piplartina com o 5-fluourouracil levou
a um aumento da inibicdo do crescimento tumoral in
vitro e in vivo.* As anélises hematoldgicas mostraram
leucopenia apds tratamento dos animais com o 5-
fluourouracil, a qual foi revertido pela combinagdo
com a piplartina.

A Capraria biflora L. (Figura 7) é uma planta da
familia Scrophulariaceae amplamente distribuida nas
Américas do Sul e do Norte, onde suas raizes tém
propriedade antibacteriana e suas folhas sdo
Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No.1| |47-58]
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utilizadas popularmente para tratamento de dor,
febre, resfriado, vOmito, diarréia, hemorroidas,
reumatismo e edema.”** A biflorina (Figura 5) é uma
o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-
pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona) prenilada de
origem natural que pode ser facilmente obtida das
raizes da C. biflora, sendo isolada pela primeira vez
em 1953 por Gongalves de Lima e colaboradores. Seus
dados de RMN de **C foram registrados pela primeira
vez por Fonseca e colaboradores.**®

Uma vez que as o-naftoquinonas constituem um
grupo promissor de drogas anticdncer, nossos
pesquisadores realizaram estudos da atividade
citotdxica da biflorina. Os resultados mostraram que a
biflorina possui potente atividade citotéxica em
células tumorais in vitro e in vivo e que ndo estdo
associadas a inducdo de dano oxidativo, uma vez que
mostrou  atividade  antioxidante.*”*®*  Estudos
preliminares sobre o mecanismo de acdo citotdxico da
biflorina realizadas pela nossa equipe, sugere que
esta molécula possui inUmeras atividades e que esta
depende da origem celular. Em células leucémicas HL-
60, a biflorina foi capaz de induzir diferenciagdo
celular, enquanto que em células de melanoma
B16F10 foi capaz de inibir a colonizacdo tumoral no
pulmdo, mostrando um potencial anti-metastatico,
além de um aumento significativo na sobrevida dos
animais. Além dessas atividades, a biflorina
apresenta-se como uma substancia eficaz e segura,
visto que ndo apresenta potencial mutagénico. Estes
estudos estdo sendo conduzidos pelo Grupo da Profa.
Telma Lemos do Departamento de Quimica Organica
e Inorganica da UFC.

O fungo Pisolithus tinctorius pertence a classe dos
Basidiomycetes, da familia das Sclerodermateceae, é
um fungo muito bem aproveitado na agricultura
sendo encontrado nas raizes e solo que circundam
muitas espécies de pinheiros e eucaliptos, formando
ectomicorrizas.” Estas tem a funcdo de proteger
pinheiros e/ou eucaliptos contra doencas causadas
por  microorganismos, e no processo de
reflorestamento, estimulando o crescimento da
planta, mesmo em solos de baixa fertilidade devido a
producio de fitohorménios.*

Ensaios microbiolégicos avaliando a atividade do
extrato bruto do P. tinctorius demonstraram atividade
microbicida.”® Dessa forma, inimeros compostos ja
foram isoladas do P. tinctorius sendo os triterpenos,
0s constituintes majorita'lrios.sz'54 Dentre esses, o
pisosterol (3B,22,23-tri-idroxi-22-acetoxi-24-metil-
lanosta-8,24(28)-dieno) (Figura 5) vem sendo
estudado pelo nosso grupo em colaboragdo com o
Prof. Manoel Andrade-Neto do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da UFC desde 2003. O
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procedimento de extracao e purificacdo do pisosterol
é simples, envolve apenas uma etapa de purificacdo
em cromatografia em silica gel do material extraido
com acetona, e possui um bom rendimento (5,7%).

Os primeiros estudos demonstraram que o
pisosterol possui atividade citotdxica em células
tumorais in vitro, sem, no entanto, alterar o
desenvolvimento embriondrio do ourico do mar ou
causar lise de eritrécitos de camundongos.> Estudos
com Sarcoma 180 demonstraram que o pisosterol
também inibe o crescimento tumoral in vivo.”®
Concomitantemente, foi observado que o pisosterol
é um potente indutor de diferenciacdo celular,
levando as células leucémicas HL-60 a diferenciagao
monocitica, sendo este um dos seus provaveis
mecanismos de acdo.”’

Varias moléculas sinalizadoras e suas vias de
ativacdo/inibicdo estdo correlacionadas com a
inducdo de diferenciacdo celular, dentre elas a
proteina quinase C (PKC), MAPK (mitogen-activated
protein kinase) tais como ERK 1/2,”® c-MYC,” entre
outros. Inimeras linhagens tumorais apresentam
amplificagdo do c-myc,®® principalmente na linhagem
leucémica HL-60.°"®* O oncogene c-myc esta
relacionado a uma série de eventos celulares, dentre
eles proliferacdo, diferenciacdo, invasdo, entre
outros.”® Desta forma, em 2007, demonstramos que o
pisosterol diminui de 99% para 10% a amplificacdo
génica no cromossomo 8 (8qg24) em regibes
homogeneamente coradas ou HSRs (homogeneously
staining regions) além de inibir a proliferacdo
celular.®

Todos esses dados sugerem que essas substancias
apresentam um potencial anticancer promissor,
sendo necessdria a conclusdo do seu estudo pré-
clinico para avaliagcdo da sua viabilidade e seguranga
para realizacdo dos ensaios clinicos de fase I. Nesse
momento, a colaboragdo com a Industria
farmacéutica é fundamental para viabilizacdo desses
estudos e para o sucesso no desenvolvimento de um
novo farmaco antineoplasico com origem na
biodiversidade brasileira.

5. Conclusoes

No Brasil, as pesquisas relacionadas as ciéncias
basicas que lidam com a identificacio e
caracterizagdo de biomoléculas com potencial
terapéutico, em especial a quimica e a farmacologia,
sdo prodigas em suprirem os periddicos cientificos
especializados com trabalhos de elevado nivel
cientifico. Entretanto, nenhuma dessas moléculas,
embora promissoras, passou ainda para a etapa
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clinica. Enquanto isso, o pais despende milhGes de
ddlares de suas divisas na importacdo de farmacos
antineopldsicos para suprir a industria farmacéutica
nacional. Além disso, os quimioterdpicos anticancer
consomem uma significante parcela dos recursos
destinados ao Sistema Unico de Saude (SUS).
Portanto, é crucial e estratégico para o pais que novas
moléculas com comprovado potencial uso terapéutico
no cancer vengam a inércia académica e alcancem o
mercado consumidor no mais breve periodo possivel.
O Laboratério Nacional de Oncologia Experimental
(LOE) reunindo as demais competéncias académicas
do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da UFC (CPDM) em estreita
colaboragao com INCT de Farmacos e Medicamentos
(INCT-INOFAR) pretende viabilizar novas opgoes
terapéuticas para o tratamento do cancer, atuando
nas diversas etapas da cadeia de desenvolvimento de
medicamentos, priorizando algumas moléculas
(piplartina, biflorina e pisosterol) selecionadas no seu
programa de bioprospeccao.
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