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1. Resumo

O céancer é uma doenca com elevados indices de mortalidade em todo
mundo, e um dos maiores obstaculos no seu tratamento € a inespecificidade das
drogas. A maioria dos quimioterapicos disponiveis, atualmente, é toxica tanto para
célula cancerosa como para a célula ndo cancerosa. Para contornar esse problema,
varios pesquisadores se esforcam na busca de novos compostos com atividade
citotdxica seletiva contra células malignas, com o objetivo de melhorar a terapia ja
existente. Esse trabalho trata-se de uma revisdo integrativa sobre a atividade
citotoxica dos alcalbides extraidos e isolados de espécies da familia Amaryllidaceae
contra células de cancer. Essa familia de plantas possui um grupo de alcaldides
isoquinolinicos derivados de um precursor universal: a norbeladina. Tais compostos
bioativos foram relatados em diversos estudos por possuirem uma notavel atividade
citotoxica contra linhagens celulares de cancer. A seletividade desses alcaloides
também esta sendo extensivamente discutida em trabalhos que comparam a sua
citotoxicidade contra células tumorais versus células ndo tumorais, e os resultados
sdo promissores. Para analisar detalhadamente o efeito citotéxico dos alcal6ides de
Amaryllidaceae, possiveis mecanismos de acdo estdo sendo sugeridos e seu
farmacoforo essencial aos poucos esta sendo elucidado. Pancratistatina,
narciclasina e licorina sao exemplos de alcaléides que apresentaram atividade
promissora contra células de cancer tanto in vitro como in vivo. A especificidade
desses compostos e a capacidade de inibir a proliferacdo e a migracéo das células
malignas sdo algumas de suas caracteristicas. A capacidade de inducdo a morte
celular por apoptose foi demonstrada em diversos estudos e parece ser o0 alvo da
maioria desses compostos. Outros mecanismos de acdo estdo sendo discutidos,
uma vez que foi demonstrado que as linhagens celulares de cancer resistentes ao
mecanismo de apoptose também exibiram inibicdo de sua proliferacdo na presenca

desses alcaldides.

Palavras-chave: Alcaldides de Amaryllidaceae, citotoxicidade, cancer.



2. Abstract

Cancer is a disease with high mortality rates worldwide, and one of the biggest
obstacles in their treatment is the non-specificity of drugs. Most chemotherapeutic
drugs currently available are toxic both to cancerous cell and to noncancerous
cell. To circumvent this problem, many researchers strive to the search for new
compounds with selective cytotoxic activity against malignant cells, aiming to improve
the existing therapy. This work is an integrative review about the cytotoxic activity of
alkaloids extracted and isolated from species of Amaryllidaceae against cancer
cells. This family of plants has a group of isoquinoline alkaloids derived from a
precursor universal: norbelladine. These bioactive compounds have been reported in
several studies to have a remarkable cytotoxic activity against cancer cell lines. The
selectivity of these alkaloids is also being extensively discussed in studies comparing
the its cytotoxicity against tumor cells versus non-tumor cells, and the results are
promising. For a detailed analysis of the cytotoxic effects of Amaryllidaceae alkaloids,
possible mechanisms of action are being suggested and its essential pharmacophore
gradually being elucidated. Pancratistatin, narciclasin and lycorine are examples of
alkaloids that showed promising activity against cancer cells both in vitro and in vivo.
The specificity of these compounds and their ability to inhibit proliferation and
migration of malignant cells are some of their characteristics. The ability to induce cell
death by apoptosis was demonstrated in several studies and seems to be the target
of most of these compounds. Other mechanisms of action are being discussed, since
it was shown that cancer cell lines resistant to the mechanism of apoptosis also
exhibited inhibition of proliferation in the presence of these alkaloids.

Keywords: Amaryllidaceae alkaloids, cytotoxicity, cancer.



3. Introducéao

Plantas e produtos naturais vém desempenhando um papel importante no
tratamento de varias doencas. Eles sdo uma valiosa fonte de compostos com
diversas estruturas quimicas e atividades biolégicas fornecendo importantes
prototipos para o desenvolvimento de novos medicamentos (Zupko et al., 2009;
Jitsuno et al., 2009). Um exemplo da importancia dos produtos naturais na
terapéutica é representado pelos alcaldides extraidos da Catharanthus roseus. Esta
planta nativa do Madagascar e pertencente a familia Apocynaceae é fonte de mais
de 75 alcalbides, dentre os quais a vincristina e vimblastina, utilizadas para tratar a
leucemia infantil e a doenca de Hodgkin com grande sucesso. Principios ativos que
sdo comumente empregados na medicina como &acido acetilsalicilico, efedrina,
ergometrina, tubocurarina, digoxina, reserpina, atropina, galantamina, entre outros,

também tém sua origem natural (Gurib-Fakim, 2006).

Dentre essas plantas com valor medicinal se destacam as da familia
Amaryllidaceae, que sédo ervas perenes e crescem a partir de bulbos. Elas possuem
mais de 60 géneros cujas 800 espécies sdo encontradas em varios paises
(Kornienko e Evidente, 2008). Ainda, sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional em diversas partes do mundo e os seus efeitos farmacoldgicos estéo
freqientemente associados aos alcaldides que elas sintetizam (Kornienko e
Evidente, 2009; Zupko et al., 2009). Estes compostos apresentam uma diversidade
de estruturas quimicas basicas e atividades biol6gicas significativas (Jitsuno et al.,
20009).

Figura 1. Hippeastrum vittatum (exemplo de uma espécie de Amaryllidaceae)l

! Retirado do site: http://www.telosrarebulbs.com/SAmerican2.html (maio de 2011).
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As propriedades terapéuticas dessas plantas jA é conhecida desde o século
IV aC, quando HipdOcrates usava o 0Oleo de narciso, Narciso poeticus L., para o
tratamento de tumores uterinos (Gabrielsen et al., 1992). O estudo dos alcalbides
de Amaryllidaceae comecou em 1877 com o isolamento da licorina de plantas da
espécie Narcissus. O interesse em torno deste grupo de compostos naturais tem
aumentado ao longo do tempo, principalmente, devido as suas eficacias antitumoral

e antiviral (Kornienko e Evidente, 2008).

Recentemente, um importante avanco foi conseguido com o alcaldide
galantamina (Razadine®), extraido de algumas espécies de Amaryllidaceae, que
chegou ao mercado como um produto farmacéutico para o tratamento da doenca de
Alzheimer. O mecanismo de acdo desse alcaldide contempla a inibicdo competitiva e

reversivel da enzima acetilcolinesterase (Harvey, 2008).

Entre o potencial farmacolégico ja relatado para alguns compostos dessa
familia estdo as atividades antiviral (Szlavik et al., 2004 ; Hofmann et al., 2004),
antifangica (Del Giudice et al.,2005), antiinflamatéria (Mikami et al.,1999),
antimicrobiana (Castilhos et al., 2007), antimalarica (Campbell et al., 1998),
anticolinesterasica (Lopez et al., 2002; McNulty et al., 2010), antiparasitaria (Giordani
et al., 2011), além de efeitos inibitérios na sintese de RNA e/ou sintese de proteinas
(Jimenez et al., 1976) e na biossintese de acido ascoérbico (Arrigoni et al. 1975).
Além disso, destaca-se a atividade antitumoral de alguns compostos dessas plantas,
0 que sugere Amaryllidaceae como uma fonte promissora de novas estruturas para

a futura geracéo de drogas (Kornienko e Evidence; 2008; Ingrassia et al., 2008).



4. Objetivos

O objetivo principal do presente trabalho é fazer uma reviséo bibliografica das
estruturas de alcaldides de Amaryllidaceae que possuem uma notavel atividade
citotoxica e/ou antiproliferativa contra células normais e tumorais. Visto que a
hipétese de citotoxidade desses alcaldides ainda estd em desenvolvimento, por
causa de sua seletividade que ainda esta em discussao e seu mecanismo de agao
que ndo esta totalmente elucidado, faremos um levantamento de provaveis

farmacoforos essenciais ja relatados para a atividade antitumoral desses compostos.
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5. Materiais e métodos

Para a elaboracédo dessa revisdo bibliografica foram realizadas buscas nos
bancos de dados: Scopus, Science Direct, PUBMED (Medline), ISI WEB of
Knowledge e Lilacs, nos meses de marco a maio de 2011, com as seguintes

palavras-chaves:

Amaryllidaceae
Alkaloids
Cytotoxicity
Apoptosis

o~ N oE

Cancer
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6. Revisao Bibliogréfica

6.1 Aspectos biolégicos

6.1.1 Ciclo celular e Regulacdo do crescimento

O ciclo celular é um evento que prepara e realiza a divisdo celular. E continuo
e se divide em duas fases principais: a interfase, que € o periodo entre uma mitose e
outra e é dividida nos periodos G1, S e G2, e a mitose, (Figura 2) que é o0 processo
pelo qual as células eucaritticas dividem seus cromossomos entre duas ceélulas
filhas (Lewin, 2001).

(@ ) GO0

Divisao

Interfase

Figura 2. Ciclo de replicacao celular.

A célula que nado esta replicando apresenta-se na fase GO; quando esse
estagio passa para a fase G1, ha a preparacao da célula para a multiplicacdo, com a
producdo de constituintes celulares essenciais, além da preparacdo para a sintese
de DNA, que ocorrera na fase S. Nas fases G1 e S existem diversos mecanismos
reguladores que irdo afetar a multiplicacdo celular. Os fatores de crescimento ativam
a multiplicacao celular, enquanto que os controles de retroalimentagcéo séao inibidores
da multiplicacdo celular. Estes controles sdo, por exemplo, genes supressores
tumorais, que detém a replicacéo celular quando ha dano no DNA, para que ele seja
reparado. Outro evento importante € a apoptose (morte celular programada), que
provoca a morte da célula sem consequéncias fisiolégicas; por outro lado,células
resistentes a esse mecanismo podem ocasionar a formacdo de tumores (Zhou e

Elledge, 2000). Na fase G2 ocorre a sintese de componentes para a mitose,
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enquanto na fase M ocorre a producéo do fuso mitdtico. Apds a divisdo do material
nuclear ha a separacgdo da célula mae, formando as duas células filhas, finalizando o
ciclo de replicacdo celular com o retorno a fase GO. A célula tumoral ou
transformada néo finaliza o ciclo de replicacao celular, isto €, ndo retorna a fase GO,
assim passa da fase M para nova fase G1, isso quer dizer que ha excesso
multiplicacéo celular -hiperplasia. Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem
sua acdo sobre as células que se encontram no ciclo celular, outros tem a
capacidade de exterminar as células tumorais independentemente de estarem
atravessando o ciclo ou de estarem em repouso no compartimento GO (Murad e
Katz, 1996).

6.1.2 Desenvolvimento do Cancer

As hiperplasias podem ser benignas ou malignas. Um tumor benigno € bem
diferenciado, cresce lentamente, mostra um crescimento expansivo com O
encapsulamento e ndo tém metéastase. Em contraste, um tumor maligno (neoplasia)
€ muitas vezes pouco diferenciado, cresce rapidamente, com muitas mitoses, mostra
crescimento invasivo, sem capsula e freqientemente metastatiza (Jang et al., 2011).
Este é responsavel por milhBes de mortes a cada ano em todo o mundo segundo
dados da WHO (World Health Organization).

O desenvolvimento e formacdo de uma neoplasia é consequéncia de uma
série de alteracBes essenciais na fisiologia da célula provocadas por fatores
intrinsecos ou extrinsecos. Entre os intrinsecos destaca-se a suficiéncia em relacédo
aos fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de crescimento, evaséo a
morte celular programada por apoptose, potencial ilimitado de replicacao,
angiogénese aumentada, invasédo tecidual e disseminacédo a distancia (metastase).
Como fatores extrinsecos citam-se 0s carcind6genos quimicos e fisicos, agentes

infecciosos e o estilo de vida do individuo (Hanahan e Weinberg, 2000).
As alteragbes que geram as neoplasias podem ocorrer em genes especiais
denominados proto-oncogenes, que a principio sdo inativos em ceélulas normais.

Quando ativados, por mutacgéo, os proto-oncogenes transformam-se em oncogenes.
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Outra alteracao possivel € uma mutagdo nos supressores do tumor permitindo assim
uma proliferacdo. Essas células alteradas passam entdo a se comportar de forma
anormal, multiplicando-se de maneira descontrolada. Com a constante multiplicacdo
celular, ha a necessidade de que novos vasos sangiineos sejam formados para que
haja a nutricdo destas células, em um processo denominado angiogénese. A
manutencdo e o acumulo de massa dessas células formam os tumores malignos e
elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e de
migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de
um vaso sanguineo ou linfatico e, através destes, disseminarem-se, chegando a
orgaos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases (Chabner
e Longo, 1996).

Céancer é um termo empregado para designar mais de uma centena de
doencas heterogéneas, que diferem no tempo de seu desenvolvimento e nas suas
propriedades biolégicas (Perez-Losada et al., 2011). Um mesmo grupo de individuos
expostos a0 mesmo agente cancerigeno pode ou nao desenvolver um tumor, e
mesmo entre aqueles que sdo sensiveis, 0os tumores podem ndo aparecer ao
mesmo tempo (Carmichael et al., 2003), assim como individuos mesmo sem a
exposicdo a agentes cancerigenos podem desenvolver uma neoplasia ou estar
exposto e ndo desenvolver. Portanto, o cancer é considerado uma doenca genética,

mas nao é necessariamente hereditaria.

Os tumores também variam enormemente tanto na sua evolugdo como no
seu comportamento, por exemplo, o local de crescimento, a resposta ao tratamento
e a recaida ou dorméncia tumoral (Aguirre-Ghiso, 2007). O risco de tumor é a
consequéncia da interacdo entre 0s constituintes genéticos e as exposicdes
ambientais. A combinacgéo entre a base genética e os fatores ambientais varia entre
os individuos e podem explicar a suscetibilidade a tumores com comportamentos

diferentes (Perez-Losada et al., 2011).

Existem trés tipos principais de tratamento para 0 cancer. cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. O objetivo primario da quimioterapia é destruir as
células neopléasicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma nao-especifica, lesando tanto células malignas
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quanto normais (Murad e Katz, 1996). A quimioterapia € uma estratégia essencial
para o tratamento de disseminacdo de canceres. No entanto, sua eficacia € limitada
pela resisténcia as drogas tanto intrinsecas ou adquiridos pela célula. Com o
objetivo de contornar a resisténcia a quimioterapia convencional com compostos
anticancer, novos alvos celulares sdo necessérios. Esta constatacdo estimula a
busca de novos protétipos, especialmente, aqueles de origem natural (Jokhadze et
al., 2007).

Dentre alguns produtos naturais citotoxicos, usados clinicamente no
tratamento de neoplasias, tém-se os alcaldides vimblastina e vincristina, extraidos
de Catharanthus roseus, que agem pela inibicdo do fuso mitético impedindo a
polimerizacdo da tubulina. Ainda o paclitaxel (Taxol®) derivado do Taxus brevifolia e
Taxus baccata, que age também pela inibicdo do fuso mitético impedindo a

despolimerizacdo dos microtibulos em tubulina (Oliveira, 2002).

6.1.3 Apoptose

Em organismos multicelulares, a homeostase é mantida através de um
equilibrio entre a proliferacdo e morte celular. A morte celular fisiolégica ocorre,
principalmente, através de uma forma de suicidio celular chamada de apoptose

(Thompson, 1995) que elimina células desnecessarias e indesejaveis.

O mecanismo que leva uma célula a apoptose resulta de um equilibrio entre a
inducéo de apoptose e os fatores de inibicdo da apoptose. O gene Bax é um fator de
inducdo a apoptose (Park et al., 2005), e Bcl-2, um fator de inibicdo de apoptose
(Cory et al., 2003), ambos estdo envolvidos no processo. A familia das caspases,
especialmente as caspases 3, 8 e 9, participa da cascata proteolitica (Figura 3A). A
acdo dessas proteases é um ponto central na resposta apoptotica. Quando uma
célula recebe estimulos pro-apoptéticos, ou falta de estimulos anti-apoptéticos, as
caspases efetoras sdo ativadas (Fischer et al., 2003). O citocromo c esta localizado
no espaco intramembrana da mitocondria, e em resposta a alguns agentes indutores
de apoptose, ele é liberado para o citosol (Kluch et al., 1997) sendo um ponto chave

no desencadeamento dos eventos celulares. Durante a apoptose, a células sofrem
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uma cascata de eventos que finalmente resultam nas caracteristicas morfolégicas,
como a condensacédo do nucleo e fragmentacdo do DNA, com a formacéo de corpos
apoptoticos (Figura 3B) (Nagata et al., 2003).
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Figura 3 A) Representacdo da apoptose como via de morte celular; B) llustracdo de uma célula HL-

60 que sofreu mecanismo de apoptose (Adaptado de Apraiz et al., 2011).

A inibicdo da proliferacéo e inducdo de apoptose sdo reguladas por uma rede
de vias de sinalizacdo e fatores de transcricdo, que sdo possiveis alvos para a
terapia antitumor (Figura 3A) (Thompson, 1995). Algumas drogas anticancer podem

causar a morte celular interferindo nos processos do ciclo celular (Dirsch et al., 2002)
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e outras causam morte celular por induzir apoptose (McNulty et al.,2009), uma vez
que desempenha um papel importante no equilibrio entre a replicagcdo e morte
celular.

A inducdo da apoptose € um dos principais alvos dos produtos naturais
citotoxicos, e esta evidenciada em varios estudos realizados. Entre as substancias
que possuem perfil citotdxico e capazes de induzir a apoptose encontram-se 0S
alcaldides da familia Amaryllidaceae. Essas substancias foram relatadas, até entéo,

por diversos estudos como potentes mediadores da morte celular programada.

17



6.2) Aspectos quimicos

6.2.1) Familia Amaryllidaceae

Plantas pertencentes a familia Amaryllidaceae sdo um grupo de espécies de
monocotiledéneas que possuem 85 géneros e 1100 espécies, distribuidas em
grande parte pelas regides tropicais e temperadas do mundo, e tém-se revelado
fontes abundantes de agentes terapéuticos (Zhong, 2008). Uma das caracteristicas
particulares dessa familia € a presenca de um grupo de alcaldides isoquinolinicos
guase exclusivos, alguns dos quais ndo possuem relatos de ocorréncia em outras
familias de plantas (Unver, 2007). Amaryllidaceae apresenta uma variacdo
ontogénica de seus alcaldides e 0s eventos como estresse, injurias mecéanicas ou
ataque de insetos causam uma quase completa hidrélise dos alcaldides conjugados
e também produz oxidacdo de metabdlitos (Ghosal et al., 1990), tornado-0os mais

disponiveis para exercer sua atividade.

Ja foram relatados varios estudos sobre a biossintese de alcaloides de
Amaryllidaceae, os quais apresentam diversidade quimica e podem ser divididos em
subgrupos diferentes (Eichhorn et al., 1998; Kornienko e Evidente, 2008). Esses
compostos sao sintetizados a partir de um precursor universal, a norbeladina, que é
originada pela juncdo dos aminoacidos tirosina e fenilalanina (Eichhorn et al., 1998).
A norbeladina sofre uma o-metilagdo gerando o intermediério o-metil-norbeladina.
Este intermediario sofre um acoplamento oxidativo e produz uma segunda ciclizacdo
na molécula, que pode ser orto-para (Anel 1), para-orto (Anel 2) ou para-para (Anel
3) (Geissman, 1969), conforme representado na Figura 4. Assim, cada tipo de Anel
(1, 2 ou 3) pode dar origem a até nove esqueletos (Figura 5): licorina, amarbelisina,
caranina, galantina, pseudolicorina, norpluvina e ungeremina do tipo
pirrolo[de]fenantrina; homolicorina; tipo licorenina, a nobilisitina B, a hipeastrina e
a clivonina que possuem o anel 2- benzopirano [3,4g] indol; haemantamina,
crinina, haemantidina, crinamina, bufanisina, bufanamina, ambelina do tipo 5,108~

etanofenantridina; licoricidina, narciclasina e pancratistanina do tipo isocarbostiril;
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tazetina, prototipo do tipo pretazetina e representante do anel 2-benzopirano[3,4-
clindol; montanina do tipo 5,11-metanomorfantridina; galantamina do tipo 6H-

benzofuro[3a,3,2-e,f]-2-benzazepina (Bastida et al., 2006; Goietsenoven et al.,
2010).

CH,O
HO :Cl\/NH
o-metil-norbeladina

orto-para \ para-orto

para-para
HO
CH,0O ‘
HOQ O
Anel 1 Anel 2 Anel 3
Licorina Crinina Galantamina
Homolicorina Haemantamina
Tazetina
Marciclasina
Maontanina

Figura 4 — Diferentes acoplamentos oxidativos do fenol no percussor dos alcaléides de
Amaryllidaceae (Adaptado de Bastida et al., 2006).
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Licorecidina Crinina
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HO
HO
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HO
Norbeladina

Homolicorina

z Tazetina
OH
Licorenina

Montanina

Figura 5 — Estruturas dos esqueletos representativos de cada série quimica (Adaptado de
Lamoral-Theys et al., 2010).
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6.3) Atividade citotoxica de alcaldides de Amaryllidaceae.

Através da andlise de diversos artigos cientificos, foram encontrados muitos
estudos que investigam a atividade citotoxica de alcaldéides de Amaryllidaceae,
principalmente as atividades citotoxica e antiproliferativa frente a células tumorais e
normais. Além disso, outros estudos tentam elucidar o mecanismo de a¢do dessas
estruturas relatadas bem como os requisitos farmacoféricos essenciais responsaveis

por essa atividade.

6.3.1) Alcaldides tipo Isocarbostiril

Um pequeno subgrupo de alcalbides, extraidos de espécies pertencentes a
familia Amaryllidaceae, ndo contém o atomo de nitrogénio basico e sdo chamados
de alcaldides Isocarbostiris. Os compostos mais conhecidos deste subgrupo sdo a
narciclasina (1), licoricidina (2) e pancratistatina (3) (Tabela 1). Todos estes
compostos tém demonstrado potente citotoxicidade contra linhagens de células

tumorais in vitro e in vivo.

Esse subgrupo de alcalbides € obtido através do acoplamento para-para com
a posterior eliminacdo de dois carbonos. O esqueleto representativo para essa
classe de compostos é a benzofenantridona hidroxilada (Anel 2) (Ingrassia et al.,
2008). Os alcaldides pertencentes a essa série sdo conhecidos por apresentar uma
potente atividade anticancer, e, ao contrario de muitos quimioterapicos, ndo sao

genotbxicos.

A pancratistatina é um dos principais compostos dessa série quimica, uma
vez que apresenta potente atividade contra células malignas. Entretanto € pouco
solivel em agua e possui baixo rendimento nos processos de extracdo a partir da
sua fonte natural e, ainda, existem dificuldades em sua sintese quimica (Shnyder et
al., 2008). A narciclasina, outro alcal6ide deste grupo, também exibe expressiva
atividade antitumoral. Um dos pontos positivos € que esse composto tem maior
abundéancia na natureza, porém € também insolivel em agua. Isso limita a

disponibilidade dos compostos dessa série quimica para estudos pré-clinicos e
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clinicos, e, para contornar esse problema, diversos esforcos estdo sendo feitos com
0 oObjetivo de encontrar um analogo com atividade semelhante, com boa

biodisponibilidade e mais hidrossoluvel.

As estruturas quimicas dessa série de compostos, bem como as linhagens
celulares que foram submetidas a testes com essas substancias estdo resumidas na
Tabela 1.

Tabela 1. Estruturas quimicas de alguns alcaldides do tipo Isocarbostiril.

Estruturas Linhagens celulares testadas Referéncias

MCF-7; PC3; U373; BxPC3; LoVo;

Ab549; Hs683; GL-19; A-375; A-431; Dumont et al., 2007,
HCT-15; K-562; MDA MB-231; A-549; Ingrassia et al., 2009;
PA-1; HT-1376; HTB-178; MES-SA,; Lefranc et al., 2009;

HepG2; DU-145; VeRo; Jurkat; Hela Matveenko et al., 2009;
Nao tem atividade contra fibroblastos  Kornienko e Evidente, 2009
normais (Ccd-25Lu e NHF)

Células de leucemia P388 Pettit et al., 1993

Células KB; Hela; P388-D1; SHSY-
5Y; MCF-7; PC3; DU145; LNCaP;
HT-29; HCT116; HL-60 ; HSC-2 Kojima et al., 1997;
McLachlan et al., 2005;

N&o tem atividade contra fibroblastos ~ Griffin et al., 2011; Jitsuno

normais (Ccd-25Lu e NHF) et al., 2009
Células KB, Hela e P388-D1; 3Y1 Kojima et al., 1997,
S (fibroblastos de embrides de rato) e Mutsunga et al., 2002
o células HL-60.

1-O-(3-hidroxibutiril)
pancratistatina (4)

22



Estruturas Linhagens celulares testadas Referéncias

Células KB, Hela e P388-D1;
3Y1 (fibroblastos de embrifes Kojima et al., 1997; Mutsunga
de rato) e células HL-60. et al., 2002

1-O-(3-O-B-D-
glicopiranosilbutiril)
pancratistatina (5)

A~ OCHs
Wz
0 /\;—2
¢ | & ) Griffin et al., 2007
0 Células de Jurkat

AMD4/AMD5 (6)

DLD-1 e Km2012 (n&o ativo in Shnyder et al.,2008
vitro), DLD-1 (ativo in vivo) ’

3,4-O-fosfato de sédio de
pancratistatina ciclico (7)

PC-3 e U373

Em Ccd-25Lu (fibrobrastos Ingrassia et al., 2009
OR o normais) néo foi ativo

(8)

A-375; A-431; HCT-15; K-562;
MDA MB-231; A-549 ; PA-1;

HT-1376; HTB-178; MES-SA; Matveenko et al., 2009
HepG2; DU-145; MCF-7 (Em

todas essas linhagens celulares

(1(-1)) narciclasina (9) esse composto foi pouco ativo)
OH
~OH A-375; A-431; HCT-15; K-562;
e - MDA MB-231; A-549 ; PA-1;
¢ O . HT-1376; HTB-178; MES-SA; Matveenko et al., 2009
o HepG2; DU-145; MCF-7 (Em
OH o todas essas linhagens celulares

S esse composto foi pouco ativo)
(-(-2) licoricidina (10)
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Estruturas

Linhagens celulares testadas

Referéncias

OAC
l WOAC
<O O “OAc
o NH

OH

A __NH

7-deoxipancratistatina (15)

OH
HOy__ -~ _sOH
e

Série de anédlogos do

Conduritol F (16)

A-375; A-431; HCT-15; K-562;
MDA MB-231; A-549 ; PA-1 ;
HT-1376; HTB-178; MES-SA;
HepG2; DU-145; MCF-7 (Em
todas essas linhagens celulares
esse composto foi pouco ativo)

A-375; A-431; HCT-15; K-562;
MDA MB-231; A-549 ; PA-1 ;
HT-1376; HTB-178; MES-SA;
HepG2; DU-145; MCF-7 (Em
todas essas linhagens celulares
esse composto foi pouco ativo)

A-375; A-431; HCT-15; K-562;
MDA MB-231; A-549 ; PA-1;
HT-1376; HTB-178; MES-SA,;
HepG2; DU-145; MCF-7 (Em

todas essas linhagens celulares

esse composto foi pouco ativo)

A-375; A-431; HCT-15; K-562;
MDA MB-231; A-549 ; PA-1;
HT-1376; HTB-178; MES-SA,
HepG2; DU-145; MCF-7 (Em

todas essas linhagens celulares
esse composto foi pouco ativo)

P388; NCI-H460; KM20L2
(pouco ativa nessas células)

Células de Jurkat (néo ativo)

Matveenko et al., 2009

Matveenko et al., 2009

Matveenko et al., 2009

Matveenko et al., 2009

Collins et al., 2010

Kireev et al., 2006
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Estruturas Linhagens celulares testadas Referéncias
OH
HOW_~~_,OH
.“\MJJDH
= OH Células de Jurkat (néo ativo) Kireev et al., 2006

Série de analogos do L-chiro-
Inositol (17)

QH

HO. -~ LOH
ST

b

Série de anédlogos do
Dihidrocondutirol F (18)

OH OH

OAc

OAc

C10b-R-dihidroxipancratistatina
(22)

Células de Jurkat (nao ativo)

P388; BXxPC-3; MCF-7; SF-268;
NCI-H460; Km20L2; Du-145;
Jurkat; SHSY5Y
N&o ativo contra fibroblastos
(NHFs) e células do sangue
mononucleares periféricas
(PMBC)

P388; BxPC-3; MCF-7; SF-268;
NCI-H460; Km20L2; Du-145;
Jurkat; SHSY5Y
N&o ativo contra fibroblastos
(NHFs) e células do sangue
mononucleares periféricas
(PMBC)

Hela, Vero e Jurkat

Hela, Vero e Jurkat

Kireev et al., 2006

Collins et al., 2010

Collins et al., 2010

Kornienko e Evidente, 2009

Kornienko e Evidente, 2009
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Estruturas Linhagens celulares testadas Referéncias

o]
< jQ\H/NH Hela, Vero e Jurkat Kornienko e Evidente, 2009
(o]
HO o
cis-dihidronarciclasina (23)
Hela, Vero e Jurkat Kornienko e Evidente, 2009

trans-dihidronarciclasina (24)

A atividade citotoxica in vitro da narciclasina (1), pancratistatina (3),
licoricidina (2), e outros compostos relacionados, foi analisada por Pettit e seus
colegas (1993) contra 60 linhas de células tumorais no NCI (National Cancer
Institute). As linhagens de células ndo pequenas do pulmao, célon, cérebro e rim
foram sensiveis frente a esses compostos, enquanto as de melanoma foram as mais
sensiveis. Nessa pesquisa foi demonstrado também que a atividade da
pancratistatina foi distinta das outras classes de drogas antitumorais conhecidas.
Isso foi comprovado em outro estudo que mostra que a pancratistatina induz a
apoptose em células SHSY-5Y (neuroblastoma humano) em concentracdo a partir
de 1 uM, mas ndo em células de fibroblastomas humanos normais (NHF), e apos
analises comparativas, foi demonstrado que o Etoposide (VP-16) e o Taxol foram
toxicos para essas células normais em concentra¢cdes micromolares, o que evidencia
a seletividade da pancratistatina (McLachlan et al., 2005). A toxicidade dessas
drogas quimioterapicas também foi evidenciada em outra pesquisa comparativa
realizada por Pandey e colaboradores (2005) contra fibroblastos humanos e células

endetoliais normais.

Recentemente foram avaliados os efeitos da pancratistatina em modelos de

cancer de préstata metastatico (DU145 e LNCaP). A apoptose foi evidenciada pela
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condensacdo nuclear e ativacdo de caspases. Tecidos da prostata humana foram
enxertados em ratos para testar a eficacia potencial terapéutica apos intra-
administrac@o de pancratistatina in vivo. Os resultados indicam que esse alcal6ide
reduziu a viabilidade celular e induziu a apoptose nessas duas linhagens de células
de maneira dose-dependente, mas n&o exibiu efeito significativo sobre fibroblastos
humanos normais (NHF). Foi descoberto ainda que o tratamento com esse
isocarbostiril causou a diminuicdo da capacidade de migracdo e aumento dos niveis
de autofagia em células de prostata metastaticas (Griffin et al., 2011). Em
complemento a esse estudo, Griffin e colaboradores (2011) testaram esse alcal6ide
in vivo contra linhagens celulares de carcinoma colorretal, HT-29 e HCT116, e em
células de fibroblastos de colon ndo tumoral, CCD-18Co. Os resultados foram
coerentes com 0s anteriores, apontando que a pancratistatina induz a apoptose em
células cancerosas e ndo induz em células normais e, ainda, reduz significamente o

crescimento tumoral.

Os analogos da pancratistatina (3), 1-O-(3-hidroxibutiril)pancratistatina (4) e 1-
0O-(3-O- B-D-glicopuranosilbutilil)pancratistatina (5) mostraram potente atividade
contra as células KB (carcinoma epidermdide humano), Hela (carcinoma epitelial
humano) e P388-D1 (neoplasma linféide de ratos). Todos foram ativos, porém o
composto 4 apresentou citotoxicidade trés vezes maior que a pancratistatina (Kojima
et al., 1997). Os analogos 4 e 5 também apresentaram, em outro estudo, atividade
citostatica contra fibroblastos de embri6es de ratos 3Y1 e células de leucemia HL-60
(Mutsuga et al., 2002)

Quinze analogos arométicos de condutirol F (16), L-chiro-inositol (17) e
Dihidrocondutirol F (18) foram avaliados quanto sua atividade citotoxica contra
células de leucemia humana Jurkat e foram inativos. Esses analogos possuem
quatro dos seis estereocentros da pancratistatina mantendo a estereoquimica

correta em C10a e C10b, porém sem o anel B-lactamico (Kireev et al., 2006).
Os compostos naturais relacionados a pancratistatina, que conservam o

esqueleto fenantridona e possuem 0 grupo metoxi que varia de orientacdo entre

AMD4a (6) e AMD5p (6), foram testados contra células de leucemia. Somente o
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AMD5( teve eficacia semelhante a pancratistatina nessas células, embora em uma

concentracdo dez vezes maior (Griffin et al., 2007).

Foram sintetizados analogos C1 da 7-deoxipancratistatina (15), e estes foram
avaliados por sua atividade biolégica contra varias linhagens de células cancerosas
P388 (leucemia de ratos), BxPC-3 (carcinoma pancreatico), MCF-7 (cancer de
mama), SF-268 (cancer do SNC), NCI-H460 (cancer de pulmé&o), Km20L2
(carcinoma colorretal, Du-145 (cancer de prostata), Jurkat (leucemia humana),
SHSY5Y (neuroblastoma humano), bem como seu efeito de induzir a apoptose. Os
derivados 19 e 20 se apresentaram promissores contra diversas linhagens de
células e também bons indutores de apoptose, embora com poténcias
antiproliferativas menores que a pancratistatina (3) e narciclasina (1). Mesmo
possuindo atividade menor que alguns alcaldides naturais isocarbostiris, 0s
compostos 19 e 20 possuem atividade antiproliferativa tdo boa ou melhor que a 7-
deoxipancratistatina. O mais importante, no entanto, € que o composto (20) possui
capacidade de induzir a apoptose em células cancerosas, mas nao induz em células
ndo cancerosas humanas, tais como fibroblastos (NHFs) e células do sangue

mononucleares periféricas (PMBC) (Collins et al., 2010).

Em um dos estudos de sintese de analogos da pancratistatina, Shnyder e
seus colaboradores (2008) sintetizaram o 3,4-O-fosfato de s6dio de pancratistatina
ciclico (7). Este andlogo exibiu baixa atividade citotoxica in vitro contra células de
carcinoma colorretal (DLD-1 e Km2012), provavelmente por ndo ter fosfatases
disponiveis, mas em estudos in vivo esse composto causou atrasos no crescimento

tumoral significativo na dose maxima tolerada contra células DLD-1.

A narciclasina induziu a apoptose em células de cancer de mama (MCF-7) e
carcinoma de préstata (PC-3) ativando as caspases em uma concentracao de 1 uM
mas nao exibiu citotoxicidade em fibroblastos normais em um estudo realizado por

Dumont e colaboradores (2007).

A atividade da narciclasina foi demonstrada em ensaios pré-clinicos pela
primeira vez em 2009, onde ela foi testada contra modelos de glioblastoma humano

(U373 e Hs683) enxertado em ratos. O estudo demonstrou que a narciclasina é
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capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, pois o tratamento com doses
atoxicas desse alcaldide aumentou a sobrevivéncia dos ratos, e, ainda 0s seus
efeitos antitumorais sdo da mesma magnitude da Temozolomida?® (Lefranc et al.,
2009).

Com o intuito de melhorar atividade citotoxica in vivo da narciclasina, foram
obtidos varios analogos sintéticos desse alcaldide, mas néo se obteve sucesso, pois
os derivados séo instaveis, ou estaveis e sem atividade. Com isso, uma estratégia
de obter um pré-farmaco foi investigada. A narciclasina exibiu perfil antiproliferativo e
inibicdo de migracao das células in vitro com valores de ICsy entre 30-90 nM contra
as linhagens celulares PC-3 (carcinoma de préstata), U373 (glioblastoma) , BxPC-3
(carcinoma pancreatico), LoVo (cancer colorretal), A549 (carcinoma de nao
pequenas células do pulméo) e MCF-7 (cancer de mama), mas em testes in vivo ndo
aumentou significamente a sobrevida dos ratos que foram enxertados com duas
linhagens celulares de glioblastoma humano (Hs683 e GL-19). Em contrapartida, o
seu derivado hemisintético (8) aumentou significamente a sobrevivéncia em ambos
os modelos, com uma dose de 1 mg/Kg por dia, em via oral e 1V. Adicionalmente, foi
observado ainda que esse pro-farmaco aumenta a biodisponibilidade oral da

narciclasina em aproximadamente 52% (Ingrassia et al., 2009).

Em um estudo recente, as atividades da narciclasina e seu derivado sintético
trans-dihidronarciclasina (24) sobre o citocromo P-450 foram relatadas. Esse
derivado da narciclasina € um alcaldide natural, de ocorréncia pouco comum, e ele
foi sintetizado a partir da hidrogenacéo seletiva da narciclasina com um rendimento
de 50%. A narciclasina possui acdo de inibicdo sobre o CYP3A4® humano, mas seu
analogo demonstrou ndo possuir acdo sobre esse citocromo e nem sobre o0s
citocromos CYP19 e CYP141. Este estudo ilustra o fato da trans-dihidronarciclasina
ser uma molécula altamente privilegiada, de facil acesso e com atividade anticancer

potente e seletivo (McNulty et al., 2011).

2 Droga associada aos maiores beneficios terapéuticos no tratamento do glioblastoma humano em
Eapientes (Lefranc et al., 2009).

E uma isoenzima pertencente a subfamilia Cyp3A, que compreende 30% do complexo enzimatico
citocromo P450 hepético. O CyP3A4 é responsavel pela metabolizacdo de 60% das classes de
medicamentos (Nelson et al., 2004). A inibicdo de essa isoenzima pode levar ao acimulo de drogas,
podendo causar interagdes negativas e levar a toxicidade hepéatica.
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6.3.1.1) Relagéo estrutura-atividade

A relacdo estrutura-atividade também € relatada em varios estudos que
apontam possiveis farmacoéforos responsaveis pela atividade anticancer dos
alcaldides isocarbostiril. O farmacoforo citotéxico minimo ja relatado desses
compostos é conhecido por compor o sistema de anéis B/C trans-fundido contendo
as unidades 2,3,4 —triol no anel C. Os derivados 2,3-diol tém significativa atividade,
indicando que a hidroxila no C3 € um moderador. As fungdes fendlicas em C7 e as
hidroxilas em C1 néo sao essenciais (McNulty et al., 2001; Pettit et al., 2004; Pettit et
al., 2006). A importancia do anel B foi abordada por Chapleur e seus colaboradores
ainda em 1993, que mostraram que os analogos da licoricidina (2) com a abertura do
anel B (Chrétien et al., 1993) ou o grupo éster em vez do grupo amida (Ibn-Ahmed et
al., 2004), ambos foram destituidos de atividade. Além disso, Hudlicky e
colaboradores, em 2002, sintetizaram o epimero C10b do 7-desoxipancratistatina e
descobriu que era inativo. Isso pode indicar que a configuracdo na posi¢cdo C10b é
critica para a atividade (Rinner et al., 2002; Hudlicky et al., 2002). Outros estudos
apontam que o esqueleto fenantridona em alcaléides naturais de Amaryllidaceae
pode ser um elemento comum importante para a seletividade contra as células
cancerosas, e, ainda, a configuracado dos grupos metoxi podem ser 0s responsaveis
pela maior afinidade de ligacdo ao sitio de acdo (Kireev et al., 2006; Griffin et al.,
2007). O efeito citotoxico da narciclasina (1) foi semelhante ao seu derivado
hemisintetizado, o composto 8. Testes in vivo em ratos identificaram o composto (8)
como um possivel pro-farmaco, pois ele transforma-se em narciclasina sob
condicodes fisioldgicas (Ingrassia et al., 2009). Foi provado ainda que a forma
enantiomérica natural da narciclasina ((+) -1) foi ativa contra algumas linhagens
celulares de cancer, enquanto as formas ndo naturais enantioméricas de
narciclasina ((-) -1) (9) e da licoricidina ((-) -2) (10) e alguns congéneres (11-14),
foram pouco ativos. Estes compostos variam de natureza e grau de substituicdo dos
anéis A e C, na configuracdo de alguns substituintes e possuem a configuracdo néao
natural em C2 e C4a (Matveenko et al., 2009). A derivatizagdao em C1 mostrou ter
um efeito benéfico frente a atividade citotoxica, ainda mais se o substituinte & um
grupo lipofilico, pois a polaridade em C1 demonstrou ndo ser muito tolerada (Collins
et al., 2010).
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6.3.1.2) Mecanismo de acéo

Diversos mecanismos de acao foram sugeridos com a finalidade de explicar a
atividade citotoxica desses alcaléides ndo basicos. Vérios deles apontam que a
mitocondria das células cancerosas é afetada, e assim, induz essas células
malignas a apoptose (McLachlan et al., 2005), pela inibicdo da progressdo G0/G1
para a fase S no ciclo celular (Mutsuga et al., 2002) ou aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas células de cancer (McLachlan et al., 2005). Outro
mecanismo proposto foi 0 desencadeamento e a ativagdo das caspases iniciadoras
(caspase 8 e 10) nas linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama) e PC-3
(carcinoma de prostata). Essas caspases, quando ativadas, interagem com 0s
receptores Fas e DR4 ativando as caspases efetoras que possuem o dominio da
morte, como a caspase 3, induzindo a célula a apoptose (Dumont et al., 2007). Em
um estudo in vivo, utilizando, o 3,4-O-fosfato de sédio ciclico de pancratistatina (32),
analogo da pancratistatina, foi observada desligamento vascular e necrose tumoral
em células tumorais (Shnyder et al.,2008). Observou-se também que os alcalbides
narciclasina e pancratistatina possuem a atividade citostatica, em vez de citotoxica,
e inibem a proliferacdo e a migracdo de células cancerosas pela desorganizacdo do
citoesqueleto de actina. Em contrapartida ao que foi citado antes, esse estudo
sugere que a inducdo de apoptose pode ndo ser a principal via pelas quais os
alcaldides tipo Isocarbostirii de Amaryllidaceae exercem sua atividade in vitro. A
atividade desses alcalbides pode estar relacionada com o aumento na concentracao
de Actina F. Esta, por sua vez, pode paralisar o citoesqueleto de actina e, assim,
prejudicar tanto a célula em proliferacdo quanto a em migracdo (Ingrassia et al.
2009; Lefranc et al. 2009). Outro possivel mecanismo foi relatado tratando células de
glioblastoma multiforme com narciclasina. Esse alcaldide diminui 0os niveis mit6ticos
sem induzir a apoptose, pois ele modula a atividade da Rho*Rho quinase/LIM
guinase/cofilin aumentando a atividade da GTPase RhoA e induzindo, assim, a
formacao de fibras de estresse de actina de maneira RhoA-dependente (Lefranc et
al., 2009).

* A familia das GTPases Rho ¢é uma classe de proteinas que atua na regulacdo de varios
processos celulares essenciais. Um dos papéis funcionais mais relevantes das GTPases Rho esta
relacionado com a organizacdo do citoesqueleto, e das fibras de estresse necessarias para a
movimentacédo celular (Heasman e Ridley, 2008).
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6.3.2) Alcaldides tipo Licorina

A licorina é o alcaldide mais abundante encontrado em espécies de
Amaryllidaceae. Esse composto pertence ao grupo que comporta o Anel 1 e possui
0 esqueleto pirrolo[de]fenantridina. Esse alcaldide esta relacionado a diversas
atividades farmacoldgicas ja relatadas. Entre elas estdo a atividade antifingica
(Evidente et al., 2004), antinflamatéria (Citoglu et al., 1998), antimalarica (Campbell
et al., 1998), antiparasitaria (Giordani et al., 2011) e antiviral (Zou et al., 2009). Além
disso, a licorina tem demonstrado ter uma promissora atividade antitumoral, o que é

relatado em varios estudos.

Juntamente com a licorina, estéo diversas estruturas que possuem 0 mesmo
tipo de esqueleto quimico, entre elas estdo a amarbelisina, caranina, galantina,
pseudolicorina, norpluvina e ungeremina, entre outras. As diferencas nas atividades
anticancer nesta série quimica foram relatadas em diversas pesquisas que
comparam as atividades in vivo e in vitro de compostos pertencentes ao esqueleto
tipo licorina, com o objetivo de elucidar um farmacéforo ideal para a atividade
antitumoral. As estruturas quimicas dos compostos desse subgrupo e as linhagens

celulares utilizadas para os testes de citotoxicidade estdo resumidos na Tabela 2.

A licorina (25) possui atividade citotoxica contra linhagens celulares de
leucemia tipo HL-60 em concentracdes até 2,5 yM, onde a sobrevivéncia dessas
células diminuiu de forma dose-dependente.(Liu et al., 2004). A licorina (25) e a
pseudolicorina (26) apresentaram atividade citotdxicas, induzindo a apoptose em
concentracbes micromolares, contra células de leucemia Jurkat (McNulty et al.,
2009). Outros alcalbides dessa série extraidos da espécie Brunsvigia radulosa, a 1-
O-acetilnorpluvina (27) e sterbergina (28), foram testadas contra células de
melanoma BL-6 de camundongos. O composto 27 mostrou forte atividade citotéxica,

enquanto o composto 28 mostrou modesta atividade (Campbell et al., 2000).
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Tabela 2. Estruturas quimicas dos alcaléides pertencentes ao anel 1.

Estruturas Linhagens celulares testadas Referéncias
OH
HO,, HL-60; Jurkat, B16F10;
' OE21; SKMEL-28; U373
o) Hs683; A549; K562, U937; Liu et al., 2004; McNulty et al.,
% :@\/N 2009; Lamoral-Theys et al.,
o . . 2009; Liu et al., 2009;
Pouco ativa nas células
Licorina (25) normais (WI138, WS1 e NHDF)
OH
HO,,

OH

Sterbergina (28)

Cl
HO,,
o]
(T X
(o]

Cloridrina de licorina (29)

OH
HO,,
ST
0 N-

H CI

Cloridrato de licorina (30)

Células de leucemia Jurkat;

Melanoma BL-6 de
camundongos;

Melanoma BL-6 de
camundongos (modesta
atividade);

B16F10; OE21; U373; Hs683;
A549;

B16F10;
OE21; SKMEL-28; U373
Hs683; A549;

McNulty et al., 2009

Campbell et al., 2000

Campbell et al., 2000

Lamoral-Theys et al., 2009;

Lamoral-Theys et al., 2009;
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Estruturas

Linhagens celulares testadas

Referéncias

Q.

&CC
0 N
1,2-a-epoxilicorina (31)

o

o L)
<0r"1"

Ungeremina (32)

(D
0 N

Anidrolicorina (33)

0/

HO,,

Sebe

Amarbelisina (34)

B16F10;
OE21; SKMEL-28; U373
Hs683; A549;

Células U373;

Pouco ativa contra células
normais (WI38, WS1 e NHDF)

OE21;; U373
Hs683; A549;

Pouco ativa contra células
normais (WI138, WS1 e NHDF)

B16F10;
OE21; SKMEL-28; U373
Hs683; A549;

Lamoral-Theys et al., 2009;

Lamoral-Theys et al., 2009;

Lamoral-Theys et al., 2009;

Lamoral-Theys et al., 2009;

Vinte e dois compostos relacionados com a licorina foram investigados quanto
a sua atividade antitumoral in vitro (dose de até 10 uM) contra quatro linhas de
células de cancer resistentes a apoptose, A549 (carcinoma de células ndo pequenas
do pulmao), OE21 (células do esbéfago), SKMEL-28 (melanoma humano), U373
(glioblastoma de origem astrocitaria), e duas linhagens celulares de cancer sensiveis
a estimulos pro-apoptoticos: Hs683 (Oligodendroglioma anaplasico) e B16F10
(melanoma de ratos). Licorina e seis de seus congéneres exibiram atividade em
doses micromolares, mas nenhum foi mais ativo que a licorina. Além disso, a licorina
exibe sua atividade 15 vezes mais pronunciada em células de céncer em

comparacdo com ceélulas normais (WI38, WS1 e NHDF). Sua atividade é exercida
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por efeitos citostaticos, em vez de citotoxicos, apresentando atividade citostatica
independente de a célula ser resistente ou sensivel a apoptose e, ainda, € ativa
contra células cancerosas que crescem sob condi¢cdes de fixacdo independente
(Lamoral-Theys et al., 2009). Ela demonstrou ser capaz de proporcionar beneficios
terapéuticos significativos em modelos de melanoma agressivo do cérebro B16F10,
em doses que ndo sejam toxicas, através de testes in vitro em ratos (Lamoral-Theys
et al., 2009). Os seis congéneres da licorina que apresentaram atividade nesse
estudo foram a cloridrina de licorina (29) e 1,2-a-epoxilicorina (31), que
provavelmente sdo convertidos in vivo na licorina por substituicdo nucleofilica com a
agua; ungeremina (32) e anidrolicorina (33), que sdo ativas contra algumas das
linhagens de células cancerosas (vale destacar que eles sdo ativos contra as células
independentemente das mesmas serem sensiveis ou resistentes a apoptose);
cloridrato de licorina (30), pseudolicorina (26) e amarbelisina (34) que apresentaram
potencial de inibicdo de crescimento muito semelhante aos da licorina em todas as

linhagens celulares de cancer estudados.

A proteina Mcl-1 desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia das
células hematopoiéticas malignas. Partindo dessa observacéo, Liu e colaboradores
(2009) relataram que a licorina induz a apoptose em linhas celulares de leucemia
humana (K562, U937, HL-60) por agir nas mitocéndrias dessas células cancerosas,
diminuindo os niveis de Mcl-1. A diminuicdo dos niveis dessa proteina acontece
provavelmente através da inibicdo traducional do gene que a codifica, levando a
uma diminui¢cdo rapida da quantidade da proteina Mcl-1 em células de leucemia.
Também foi verificado que a licorina suprimiu eficazmente o crescimento de linhas
celulares Imatinibe®-resistentes K562/G01 (Liu et al., 2009).

® Mesilato de Imatinibe (Glivec®) € aprovado para tratar um cancer raro chamado de Leucemia
Miel6ide Crbénica, conforme a FDA (Food and Drug Administration).
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6.3.2.1) Relagéo estrutura-atividade

Ungeremina (32) e outros analogos sem o anel D da licorina ou com um
carbono a mais nesse anel, foram testados contra células de leucemia de ratos. A
partir desse estudo, foram realizadas analises na relagdo estrutura-atividade desses
compostos e constatou-se que a planaridade das moléculas é importante para a
atividade antineoplasica, para uma possivel interacdo com o DNA, bem como a
carga positiva sobre o nitrogénio, que ndo deve ser estericamente dificultada, e
ainda a presenca de fun¢des alcoxi em posi¢cdes adequadas sdo fundamentais (Zee-
Cheng et al., 1978). O 1,2-diol € um requisito farmacoforico importante, 0 mesmo
podemos observar na atividade demonstrada da pancratistatina, observando que a
natureza da regido do anel C é critica (McNulty et al., 2009), bem com a juncao do
anel C e D sao caracteristicas estruturais importantes para essa atividade biol6gica
(Lamoral-Theys et al., 2009). Em comparac¢do com a licorina, amarbelisina incorpora
uma estereoquimica alterada na juncdo C e D além de modificacdo no anel C, mas
preserva a natureza nucleofilica do C1/C2, o que provavelmente € responsavel pela
atividade. A abertura do anel em C3 resulta na retencdo total da atividade
antiproliferativa da pseudolicorina em algumas linhagens celulares de cancer.
Adicionalmente, foi observado. nesse mesmo estudo, que a acetilagdo da hidroxila-
C1 da licorina, formando o 1-O-acetillicorina, pode predizer que é um pré-farmaco, e
a inducdo fraca da apoptose em células Jurkat, por esse derivado pode ser
explicada pelo tratamento de 24 h, ja que pode ser insuficiente para a completa

remocao hidrolitica do éster acetato (Goietsenoven et al., 2010).

6.3.2.2) Mecanismo de acéo

Varios mecanismos de acéo tém sido demonstrados para explicar a atividade
antitumoral da licorina e seus congéneres. Um desses mecanismos sugere a
inibicdo da biossintese de proteinas (Jimenez et al., 1976), o que foi posteriormente
contestado por alguns experimentos que mostraram que nao possui efeito inibidor
(Vrijsen et al.,1986) e outros que demonstraram que esses alcaloides nao inibem a
formacao da ligacdo peptidica apesar de ligar-se ao ribossomo em certas condi¢des

(Kukhanova et al., 1983). Paralelamente, alguns relatos indicam que a licorina
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interfere na biossintese da vitamina C (Arrigoni et al., 1975) e outros demonstram
efeitos pré-apoptéticos induzidos por esse alcaloide (Liu et al., 2004, Li et al., 2007;
Liu et al.,, 2009; McNulty et al.,, 2009), e efeitos anti-apoptéticos contra a
calprotectina® derivada dos leucécitos polimorfonucleares, possivelmente por
inibicdo da traducéo dessa proteina (Yui et al., 1998). Outro mecanismo identificado
para a licorina foi a interrupcéo do ciclo celular (Li et al., 2007; Yui et al., 1998), esse
mecanismo também foi atribuido para a ungerimina. Este possui a capacidade de
inibir especificamente a topoisomerase |l (Barthelmes et al., 2001). Além disso,
licorina tem se demonstrado um regulador das proteinas pré-apoptoticas (caspases
8, 9 e 3) e ativacao associada ao receptor da morte Fas desencadeando, assim, o
mecanismo de apoptose (Griffin et al., 2007; McLachlan et al., 2005; Liu et al., 2009).
Esse mecanismo foi comprovado em outro experimento que provou que a licorina é
capaz de parar o ciclo celular na fase G2/M, onde foi observado um aumento de
células nessas fases, e induzir a apoptose, através da diminui¢do do nivel dos genes
Bcl-2 e aumento de Bax, causando assim a ativacao das caspases 8,9 e 3 (Liu et al.,
2004; 2006).Esse alcaldide diminui os niveis da proteina Mcl-1, que é uma proteina
fundamental na sobrevivéncia das células hematopoiéticas malignas,
desencadeando apoptose em algumas linhagens de células de leucemia humana,
provavelmente por inibir a traducdo dessa proteina (Liu et al., 2009). E finalmente, a
licorina provou também ser capaz de interagir com o DNA, ligando-se as bases

adenina e guanina (Karadeniz et al., 2003).

Além disso, alguns estudos apontam que a atividade da licorina € citostatica,
ao invés de citotdxica, e, ainda, essa atividade é independente da célula de cancer
ser resistente ou sensivel ao mecanismo de morte celular por apoptose. Partindo
dessa observacdo, ha relatos que esse alcaldide modifica a organizacdo do
citoesqueleto de actina em células do cancer tornando-a mais rigida, e ao fazé-lo
prejudica significamente a proliferacdo e migracdo da célula cancerosa (Lamoral-
Theys et al., 2009). Esse mecanismo ja tinha sido proposto para a narciclasina em

relatos anteriores.

® E uma proteina ligadora de célcio e zinco, produzida nos leucécitos polimorfonucleares, que tem a
capacidade de induzir a inibicdo do crescimento e morte celular por apoptose em diversas células
tumorais ou normais, como fibroblastos, podendo causar destruigédo tecidual em inflamacdes severas
(Mikami et al., 1999).

37



6.3.3) Alcaldides tipo crinina e haemantamina

Essa série quimica € pertencente ao Anel 2 e possui 0 esqueleto 5,108—
etanofenantridina. Além da crinina (35) e haemantamina (36) este dois subgrupos
comportam a haemantidina (37), crinamina (38), bufanisina (39), bufanamina (40),
vitatina (41), ambelina (42) (Figura 6), entre outros compostos que possuem esse
esqueleto. Estes alcaldides foram destacados por apresentarem uma gama de
fatores biologicos (Tram et al., 2002). Embora existam poucos relatos, a citotoxidade
contra células tumorais também ja foi descrita. A crinamina mostrou ser citotoxica
contra varias linhas de células tumorais (Likhitwitayawuid et al.,, 1993); a
haemantamina inibe a sintese de proteinas e tem acao antiproliferativa (Jimenez et
al.,, 1976; Hohmann et al., 2002). A ambellina (42) tem uma fraca atividade
antiproliferativa (ICso > 50 um) em células HelLa e Vero (Evidente et al., 2009) e em
linhas de células Molt4 e HepG2 (Weniger et al., 1995), mas possui forte atividade
inibitéria contra a leucemia linfocitica murina P-388 na concentracdo de 4,8 uM
(Pettit et al., 1984). A 11-O-Acetilambelina (45) demonstrou atividade citotdxica

contra células de melanoma BL6 de ratos (Campbell et al., 1998).

Ha relatos confirmando a capacidade de inducdo a apoptose dos alcaldides
tipo crinamina (38), haemantamina (36) (com 25uM, em 48 horas) e a vitatina (41)
(McNulty et al., 2007, 2009). Os compostos 38 e 36 induziram a apoptose em
hepatoma de figado de ratos (5123TC), mas ndo em uma linha de células nédo-
cancerosas humana, as células embrionérias de rim (HEK-293T). Essa poténcia
citotoxica e seletividade, embora tenha sido menor, é semelhante & encontrada na
pancratistatina em relatos anteriores. A morte celular por apoptose foi confirmada
pela inversdo da fosfatidilserina na porgcéo externa da membrana e pela ativagdo da
caspase 3 (McNulty et al., 2009). J4 a vitatina (41) demonstrou atividade citotoxica
moderada contra células de adenocarcinoma de célon HT29, carcinoma do pulmao
H460, e carcinoma renal RXF393 com concentra¢cées molares de 80,8 puM, 58,6 uM

e 109,1 uM, respectivamente (Silva et al., 2008).

Os alcaloides bioativos extraidos da espécie Crinum zeylanicum, crinina (35),
6-hidroxibufanidrina  (43) e 6-etoxibufanidrina  (44) mostraram  efeitos

antiproliferativos contra linhagens celulares de tumor, sendo que a crinina foi a mais
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ativa (ICso = 14,04 uM) contra células HL-60. Essa substancia induziu a apoptose de
maneira dose-dependente contra as linhagens celulares HL-60 e MDA-MB-231

(Berkov et al., 2011).

Crinina (35) Haemantamina (36) Haemantidina (37)
OCHj HD,J, -
0 0. =
< N < = | N
© 0
OCHj3
Crinamina (38) Bufanisina (39) Bufanamina (40)
OCHj3 wOCHS3
HO H
o
$ ' {
OCHj3 OCH; OH
Vitatina (41)
Ambelina (42) 6-hidroxibufanidrina (43)

DCHS OC2H5 OCH3

6- etoxibufanidrina (44) 11-O-Acetilambelina (45)

Figura 6. Estruturas quimicas dos alcaloides tipo Crinina e Haemantamina.

ApoOs serem isoladas de extratos metandlicos da espécie Habranthus
brachyandrus, a haemantamina (36) e haemantidina (37), juntamente com a

pancratistatina e outros compostos, foram submetidas ao screening citotoxico contra
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células HL-60 (leucemia promielocitica humana) e células HSC-2 (carcinoma de
células escamosas orais). Somente os isolados haemantamina, haemantidina e
pancratistatina mostraram potente atividade citotoxica contra essas duas linhagens
celulares quando comparados com o0s quimioterapicos Etoposideo e Cisplatina
(Tabela 3), e sdo considerados os principais contribuintes para a citotoxidade da

fracdo eluida com metanol (Jitsuno et al., 2009).

Tabela 3. Atividade citotoxica dos compostos Haemantamina, Haemantidina, Pancratistatina,
Etoposideo e Cisplatina contra células HL-60 e células HSC-2 (Adaptado de Jitsuno et al., 2009).

ICs0 (LM
Compostos (M)
Células HL-60  Células HSC-2
Haemantamina 2,0+0,05 33,2+ 3,19
Haemantidina 2,0+0,09 13,3+0,14
Pancratistatina 0,16 + 0,003 1,1+0,14
Etoposideo 0,34 £ 0,003 17,2 +1,48
Cisplatina 1,2+0,09 15,6 £ 0,04

6.3.3.1) Relagéo estrutura-atividade

A relacdo estrutura-atividade demonstrou a exigéncia, para ambos
compostos, de uma ponte alfa em C2 e uma hidroxila livre na posigcdo C11. O
substituinte a ou B-metdxi ou B-hidroxi em C3 sdo toleradas, mas a adicdo de um
substituinte C-3a reduziu a atividade citotéxica (McNulty et al., 2007; Jitsuno et al.,
2009). Além disso, foi descoberto como requisito farmacoférico para essa atividade a
exigéncia de ter uma ponte a-etano em C3 e substituintes pequenos, como H ou OH,
sdo tolerados em C11. A dupla ligacdo entre C1 e C2 ndo é requisito para a
atividade de inducéo da apoptose (McNulty et al., 2009), porém essa observacao &
contraditoria, pois em outro estudo verificou-se que a hidrogenacao da dupla ligacao
entre C1 e C2 diminui a atividade antiproliferativa dessa série quimica e as
substituices no C6, C8 e C11 afetam sua atividade (Berkov et al., 2011). Em outro
estudo, porém, verificou-se que um grupo hidroxila em C6 néo afetou atividade

antiproliferativa (Jitsuno et al., 2009).
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6.3.5) Alcaldides tipo pretazetina

A tazetina (46) e a pretazetina (47) (Figura 7) também sao importantes
alcaléides pertencentes ao Anel 2. Apesar de ndo haver muitos relatos sobre sua
poténcia citotoxica, verifica-se em alguns trabalhos que esses alcaldides possuem

significativa atividade antitumoral.

Tazetina (46)

Pretazetina (47)

Figura 7. Estrutura quimica dos alcalbides tazetina (46) e pretazetina (47).

Em um estudo a tazetina foi avaliada quanto sua atividade antiproliferativa e
ainda, a capacidade ou ndo de inibir a atividade da glicoproteina P’. Os resultados
demonstraram que a tazetina exibiu efeito citostatico sobre as células L5178 MDR,
mas nao foi observado nenhum efeito desse alcaldide sobre a Glicoproteina-P
(Hohmann et al., 2002). Porém, uma outra pesquisa mais recente, demonstrou que a
pretazetina inibiu a atividade da glicoproteina P e aumentou o efeito da
doxorrubicina contra células de linfoma resistente de ratos, e ainda ela foi potente
sobre as células cancerosas humanas e sobre as células de linfoma em ratos, sendo
seu efeito comparavel com o da cisplatina (Zupko et al., 2009). A pretazetina foi o
mais ativo, entre os 25 alcaldides testados, sobre as células linféides Molt4 e foi
inativo contra o hepatoma HepG2 (Tabela 4) porém, ela também demonstrou

atividade citot6xica contra células fibroblasticas normais LMTK.

! Sao proteinas transportadoras, também conhecidas como ABCB1, responsaveis pelo

desenvolvimento do mecanismo de resisténcia as drogas (Zupko et al., 2009).
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Tabela 4. Efeito citotéxico dos compostos tazetina, pretazetina e Sulfato de vincristina.

Linhagens celulares (EDsp pg/mL)

Alcaléides Molt 4 LMTK HepG2
Tazetina >50 3,2 >50
Pretazetina 0,3 0,7 >50
Sulfato de vincristina 0,04 0,01 0,01

6.3.6) Atividade citotoxica de extratos de plantas da familia Amaryllidaceae

Até agora foram abordados somente aspectos da atividade antitumoral de
alcaldide isolados, porém existem relatos de experimentos utilizando extratos de
espécies dessa familia de plantas que também é de fundamental importancia para o
screening citotdéxico, pois as substancias presentes nos extratos podem, em

conjunto, favorecer a atividade anticancer.

Alguns curandeiros tradicionais na Geoérgia podem tratar, com sucesso, 0
cancer com drogas a base de plantas. A partir dessa observacdo, Jokhadze e
colaboradores (2007) publicaram um trabalho onde avaliaram a atividade citotoxica
in vitro de nove extratos metandlicos das espécies dos géneros Galanthus e
Leucojum, que sdo usados na medicina tradicional da Gedrgia contra as linhagens
celulares de carcinoma cervical epitelial (Hela), carcinoma de célon (HCT-116) e
leucemia mieldide aguda (HL-60). Os extratos metandlicos de bulbos de Galanthus
woronowii, Galanthus krasnowii, Galanthus shaoricus, Galanthus alpinus e Leucojum
aestivum foram os mais citotoxicos para células HCT-116. Entretanto, os extratos
metandlicos de Galanthus platyphyllus foram mais ativos contra células Hela. As
células HL-60 foram sensiveis aos extratos Galanthus woronowii, Galanthus

shaoricus, Leucojum aestivum, e Galanthus platyphyllus (Jokhadze et al., 2007).

Os extratos diclorometano e n-butanol obtidos a partir de bulbos frescos de

Hippeastrum vittatum, bem como os alcal6ides isolados do extrato diclorometano,
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montanina e vitatina, foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa in vitro
contra cinco linhagens de células humanas: o adernocarcinoma de célon (HT29),
carcinoma de células ndo pequenas do pulméao (H460), carcinoma renal (RXF393),
cancer de mama (MCF7) e cancer epitelial de ovario (OVCARS3). Ambos 0s extratos
apresentaram atividade promissora contra todas as linhas de células. Entre os
compostos isolados, a montanina (48) apresentou maior atividade antiproliferativa.
Essa maior resposta poder estar relacionada a seu esqueleto quimico diferenciado
(Figura 8) (Silva et al., 2008).

Figura 8. Estrutura quimica do alcal6ide montanina (48).

Narcissus tazetta var. chinensis € uma planta herbacea pertencente a familia
Amaryllidaceae e possui substancias ativas isoladas ja conhecidas, entre elas estdo
a pseudolicorina, licorina e tazetina. Extratos dessa espécie foram testados contra
as linhas celulares de leucemia (HL-60, K562, KT1/A3, e A3R). Para fins de
comparacao, oS mesmos extratos foram avaliados quanto ao seu efeito citotdxico
em células normais NHBE e NIH3T3. Os resultados apontaram uma maior
citotoxidade dos extratos contra as linhagens celulares de leucemia em relacédo as
células normais. Além disso, a microscopia de fluorescéncia e os ensaios de
citometria de fluxo mostraram que 0s extratos dessa espécie induzem a apoptose
nas células HL-60. A fim de tentar compreender o mecanismo de acao desses
extratos, foi medido a atividade catalitica das caspases 3, 8 e 9 contra as células HL-
60 e a liberacdo do citocromo ¢ da mitocdndria para o citosol indicando a iniciacao
da apoptose. A atividade das caspases aumentou significamente e permaneceu
elevada por 24h. Dessa forma, pode-se afirmar que tanto a via mitocondrial, quanto
a via receptor de morte celular estdo, ambos, envolvidos nas vias de apoptose

induzida pelo extrato (Liu et al., 2006).

Para aprofundar a analise do possivel mecanismo de acado, ou seja, inducéo
de apoptose mediada pelo extrato, foi testada a expressao dos genes BCL-2 e Bax
em células HL-60 apoOs tratamento com diferentes concentracbes do extrato da

espécie Narcissus. A expressao de Bax aumentou acentuadamente de maneira
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dose-dependente, ja o nivel do BCL-2 diminuiu. Isso sugere que a inducdo de
apoptose é uma das vias pela qual os alcaléides dessa série quimica exercem a
atividade citotdxica (Liu et al., 2006).

44



7. Discussao

Sabe-se que um dos grandes desafios na luta contra o cancer é a adaptacao
especifica de células tumorais. A maioria dos quimioterapicos e a propria
radioterapia induzem a morte de células tumorais, induzindo danos no DNA. Por
serem genotoxicos, eles induzem também a morte de células normais, causando
assim efeitos colaterais graves por afetar de modo nédo seletivo as células (Pandey
et al., 2005). As células normais que sado afetadas pela toxicidade dessas drogas

(agentes extrinsecos) podem sofrer mutacdes e tornarem-se também cancerigenas.

O aumento da incidéncia de varios tipos de canceres associados com
prognaostico pobre e resisténcia a morte programada por apoptose, como os gliomas,
melanomas, canceres de esodfago, cancer de células ndo pequenas do pulméo, entre
outros, nao foi acompanhada por melhores opg¢des terapéuticas (Lamoral-Theys et
al., 2009). Em geral, os quimioterapicos existentes no mercado exercem sua
atividade citotoxica ou antiproliferativa através da inducdo de apoptose ou inibi¢cao
do ciclo celular. Portanto, a busca de novos agentes antiproliferativos que exibem
sua atividade por um mecanismo de acéo diferente é devidamente importante e

grandes esforcos estdo sendo feitos para encontra-los.

Como futuros protétipos de agentes antiproliferativos, figuram os alcalbides
isolados de plantas da familia Amaryllidaceae. Foram encontrados diversos relatos
sobre a atividade citotoxica desses compostos de vasta atividade biolégica. Os
alcaldides dessa familia exibem potente atividade contra células tumorais em
concentracbes micromolares e, 0 mais importante: a maioria deles € seletiva para
células cancerosas, nao exibindo acéo significativa contra as células normais em
gue foram testados. Outra caracteristica fundamental desses alcaldides € que eles
demonstraram agir nas células malignas através de mecanismos de acéo
diferenciados, alcancando assim ndo somente as células de céancer sensiveis a
apoptose, mas também as células resistentes a apoptose. Isso € uma alternativa

promissora para o tratamento de canceres com o progndstico pobre.
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Entre os alcalbides que exibiram importantes atividades citotoxicas contra
células cancerigenas, destacam-se a pancratistatina e narciclasina do tipo
isocarbostirii e a licorina. Os alcaldides pertencentes ao subgrupo crinina,

pretazetina e montanina também séo alvos de estudos, mas em escala menor.

A atividade citotoxica exibida por esses trés alcaldides principais,
pancratistatina, narciclasina e licorina, € semelhante, provavelmente devido a sua
semelhanca estrutural, embora alguns estudos apontem a licorina com melhor perfil
antiproliferativo, pois ela é menos toxica e, ainda, ndo inibe as isoenzimas do
complexo citocromo P450 (Lamoral-Theys et al., 2009). Uma outra vantagem da
licorina frente aos dois alcaldides ndo basicos € sua maior biodisponibilidade natural,
ja que ela € o composto majoritario de varias espécies da familia Amaryllidaceae e

possui um bom rendimento extrativo.

Como eles ndo sdo encontrados em abundancia na natureza, os alcaldides
pancratistatina e narciclasina sdo alvos de diversos estudos que objetivam encontrar
anélogos naturais e sintéticos com igual eficdcia antitumoral. Outra caracteristica
desses dois compostos € sua insolubilidade em agua, o que dificulta a realizacéo de
ensaios pré-clinicos e clinicos, motivando assim a busca de pro-farmacos dessas
duas substancias que possibilitem atingir uma potente atividade antiproliferativa in
vivo. Comparativamente, a licorina ndo apresenta esse problema, ja que é solavel

em agua e ja demonstrou ser eficaz em alguns estudos in vivo ja realizados.

Vérios estudos analisando a relacdo estrutura-atividade desses compostos
estdo sendo realizados, objetivando encontrar um farmacéforo ideal para a atividade
anticancer. Os estudos baseiam-se, principalmente, em comparar as estruturas
desses trés alcaléides mais estudados com seus congéneres (analogos naturais e
sintéticos) para verificar o aumento, diminuicdo ou perda da atividade, contra células
cancerosas, mediante cada modificacdo quimica realizada. Até o momento, o

delineamento de um farmacoforo ideal permanece em construcao.
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8. Conclusao

Através do que foi abordado nesse trabalho, podemos concluir que os
alcaléides de Amaryllidaceae exibem atividade citotoxica significativa para célula
tumoral, enquanto que para as células ndo tumorais parece ser insignificativo. Com
isso, esses alcalbides bioativos fazem parte de um seleto grupo de prototipos
promissores para futuros agentes antitumor. Isso reforca a esperanca de encontrar
novas drogas para melhorar a terapia do cancer ja existente. Se uma droga for
seletiva diminui os efeitos adversos, e isso aumenta a qualidade de vida do paciente.
Muito tem a ser explorado, ainda, sobre a atividade antitumor desses alcaldides,
mas os resultados relatados em estudos ja sdo altamente encorajadores e atestam
um alto potencial desta familia de compostos fornecendo pistas importantes para a

descoberta de novas drogas antitumorais.
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