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RESUMO

A Topoisomerase Il esta envolvida em diversos processos celulares vitais,
como a replicacdo e a transcricio do DNA, além da segregacdo dos
cromossomos. Essa enzima catalisa mudancas na topologia do DNA através de
rupturas temporéarias e posterior rearranjo da dupla hélice, sendo fundamental
para que ocorra a proliferacdo celular. Muitos compostos que interferem na
atividade catalitica dessa enzima sao eficientes no tratamento quimioterapico de
cancer. O desenvolvimento de novos inibidores a partir de fontes vegetais pode
ser uma estratégia valiosa, podendo servir também como um instrumento
adequado para a producdo de agentes ativos semi-sintéticos que nao causem
danos graves ao organismo e que apresentem um menor custo. Ja se tem
reportado que alguns ligndides derivados de plantas tém acéo inibitéria sobre a
DNA Topoisomerase |l. Plantas da familia Lauraceae sdo fontes de lignoides
bioativos. Dentre as diversas espécies, encontra-se a Licaria aurea e a Licaria
chrysophylla. No presente estudo, 12 lignoides derivados destas duas espécies
foram avaliados quanto a sua capacidade inibitoria sobre a DNA Topoisomerase |l
humana, utilizando a etoposida como controle de acéo das substancias. Dois dos
compostos estudados apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima
Topoisomerase |l humana. Esses compostos sdo a lignana (2S,3S)-Dihidro-
dehidrodiconiferil alcool-3-(B-D-glicopiranosil)-hexaacetate e a neolignanal,4-Bis-

(3, 4,5-trimetoxifenil)-2,3-dimetilbutano.

Palavras-chave: Topoisomerase |IlI, Cancer, Ligndides, Licaria aurea, Licaria

chrysophylla.



ABSTRACT

The Topoisomerase Il is involved in several vital cellular processes such as
replication and transcription of DNA, in addition to the segregation of
chromosomes. This enzyme catalyzes changes in DNA topology by temporary
disruptions and subsequent rearrangement of the double helix and is essential for
cell proliferation to occur. Many compounds that interfere with the catalytic activity
of this enzyme are effective in chemotherapy of cancer. The development of new
inhibitors from plant sources can be a valuable strategy, serving also as a tool for
the production of semi-synthetic active agents that do not cause serious damage
to the body and with a lower cost. Has already been reported that some lignoids
derived from plants have inhibitory action on DNA Topoisomerase Il. Plants of the
Lauraceae family are sources of bioactive lignoids. Among different species, there
are the Licaria aurea and Licaria chrysophylla. In this study, 12 lignoids derived
from both species were evaluated for their inhibitory effect on human DNA
Topoisomerase |l, using etoposide as action control of substances. Two of these
compounds showed inhibitory activity against the human enzyme Topoisomerase
[I. These compounds are the lignan (2S,3S)-Dihydro-dehydrodiconiferyl alcohol-3-
(B-D-glycopiranosyl)-hexaacetate and the neolignan  1,4-Bis-(3, 4,5-
trimethoxyphenyl)-2,3-dimethylbutane.

Keywords: Topoisomerase Il, Cancer, Lignoids, Licaria aurea, Licaria chrysophylla.
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1 INTRODUCAO

Topoisomerases constituem uma classe de enzimas nucleares que estao
envolvidas nos mecanismos que levam ao enrolar e ao desenrolar da molécula de
DNA (Acido Desoxirribonucleico), facilitando a progressdo de eventos celulares
importantes como a replicacdo, a transcricdo e a segregacao dos cromossomos
durante a mitose (WANG, 1996; WANG, 1987). Os dois tipos existentes de
topoisomerases se distinguem pelo mecanismo catalitico com que alteram as
propriedades topolégicas do material genético (McCLENDON & OSHEROFF,
2007; SILVA et al.,, 2003; WANG, 2002). As enzimas do tipo | induzem uma
quebra em uma das fitas do DNA, enquanto as enzimas do tipo Il quebram as
duas fitas da molécula (SCHOEFFLER & BERGER, 2005; CHAMPOUX, 2001;
NITISS, 1998; WANG, 1996).

Devido a importancia das topoisomerases na manutencéo e replicacdo do
DNA durante a proliferacdo celular, as células ficam muito vulneraveis quando
essas funcdes sdo perdidas (KELLNER et al, 2000; REDINBO et al., 1998).

A Topoisomerase do tipo Il (TOPO Il) € uma enzima evolutivamente
conservada em eucariotos que participa de rotas cruciais em Varios processos
que se relacionam ao crescimento das células eucaridticas, incluindo replicacao e
transcricdo do DNA e segregacdo de cromossomos (NITISS, 2009; WANG, 2002;
SUZUKI, 1998). Essa enzima esta envolvida em diversos processos celulares
vitais e em praticamente todos os processos que exigem movimento de DNA
dentro do nucleo ou a abertura da dupla hélice (DEWEESE & OSHEROFF, 2008).
A TOPO Il catalisa mudancas na topologia do DNA através de rupturas
temporarias e posterior rearranjo da dupla hélice, sendo fundamental para que
ocorra a proliferacéo celular (NITISS, 2009; JO et al., 2006; HECK, 1986). Por ser
necessaria ao processo de multiplicagcdo das células, varios compostos que
interferem na atividade catalitica dessa enzima s&o eficientes no tratamento
quimioterapico do cancer humano (BENDER, 2008; JO et al.,, 2006; BALDWIN,
2005; KELLNER, 2000; HASHIMOTO, 1997) .
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Por quase cinco décadas, cientistas ao longo do mundo tentam vencer a
“Guerra contra o Cancer”. Foram caracterizadas as diferengas bioquimicas entre
células cancerigenas e células normais, porém o problema reside no fato dessas
diferencas serem muito sutis e muito varidveis na natureza (BENDER &
OSHEROFF, 2008). Incontestaveis progressos foram alcancados no que se refere
a melhora do tratamento do cancer humano, entretanto, as drogas com acao
anticancerigena utilizadas atualmente tém seletividade limitada e sédo altamente
toxicas (CANDELARIA, 2005). Percebe-se, portanto, a importancia de se
descobrir novos agentes no intuito de se tentar reduzir esses problemas. A TOPO
Il aparece como um potencial alvo terapéutico para tal. Muitos compostos que
interferem na atividade catalitica dessa enzima ja se mostraram eficientes no
tratamento quimioterapico do cancer humano (BENDER & OSHEROFF, 2008;
BALDWIN & OSHEROFF, 2005; TANBE et al., 1991)

As topoisomerases tém importante papel na duplicacdo do material
genético que precede a divisdo celular (NITISS, 2009; CHAMPOUX, 2001;
WANG, 1996). Quando esta funcdo € desativada, as células ficam vulneraveis.
Além disso, em tecidos tumorais, a expressao das topoisomerases do tipo Il é
maior (25-300 vezes) do que nas células de metabolismo normal (KELLNER et
al., 2000). Desta forma, drogas que séo capazes de inibir in vitro esta enzima séo
fortes candidatas a inibir a proliferacdo celular. Assim, as topoisomerases s&o
alvos importantes no desenvolvimento de novas drogas que apresentam atividade

anticancer.

Com o aumento do numero de substancias carcinogénicas e mutagénicas
no meio ambiente, a pesquisa para explorar novos compostos anticancer tem se
tornado crucial dia apdés dia. Apesar de muitos agentes quimicos anticancer
estarem disponiveis, o largo espectro de efeitos colaterais e o aparecimento de
células tumorais resistentes a quimioterapia nos pacientes fizeram com que a
pesquisa em cancer e a descoberta de novos agentes antitumorais a partir de
produtos naturais, particularmente plantas medicinais, se tornassem essenciais
(HAFIDH et al., 2009). Dessa forma, produtos naturais representam um rico e
largo campo de estudo para a descoberta de drogas com potencial aplicagdo no
tratamento do cancer (HAFIDH et al., 2009; HARVEY, 2008).
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Muitos compostos isolados de plantas foram aprovados como potentes
agentes anticancer, alguns com atividade antitopoisomerase reconhecida
(BRANCO, et al., 2008; PRESCOTT et al., 2007; ESTEVES-SOUZA et al., 2007;
MACIEL et al.,, 2007; YAMADA et al., 2006; WOO et al., 2006; CUNHA et al.,
2006; ISHAR et al., 2006; TING et al., 2003; PEEBLES et al., 2001; GRYNBERG
et al.,, 2002; WADA et al., 1998; PHYTA et al., 1998; CONSTANTINOU et al.,
1995; SHI et al., 1995; KASHIWADA et al.,, 1993). Entre os compostos mais
potentes e mais utilizados na clinica estdo os derivados semi-sintéticos da lignana

podofilotoxina, a etoposida e a tenoposida (LONG, 1992).

Plantas da familia Lauraceae sdo fontes de ligndides bioativos. Dentre as
diversas espécies, encontra-se a Licaria aurea e a Licaria chrysophylla
(BARBOSA-FILHO et al., 1998).



Revisdo Bibliogré{:ica
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ENZIMA DNA
TOPOISOMERASE

2.1.1 Conceito

Topoisomerases sao enzimas responsaveis para o funcionamento de todas
as células e sua sintese é ditada pela estrutura da dupla-hélice (NITISS, 2009;
DEWEESE & OSHEROFF, 2008; SILVA et al., 2003). Recebem esse nome
devido a capacidade de alterar a topologia ou a geometria tridimensonal do DNA
sem modificar a estrutura quimica subjacente da molécula (OSHEROFF, 1998).
Sao chamadas por WANG (2002) como “as magicas do mundo do DNA”, pois
podem resolver todos os problemas topologicos da molécula nos mais diversos
processos (WANG, 2002). Essas enzimas nucleares regulam o estado topoldgico
do DNA ao gerar quebras transitorias na dupla-fita (McCCLENDON & OSHEROFF,
2007; SCHOEFFLER & BERGER, 2005; WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003;
WANG, 2002; CHAMPOUX, 2001; WANG, 1996). A descoberta de que a
molécula de DNA é super helicoidizada, juntamente com a descoberta das
topoisomerases (WANG, 1971), deu inicio a um novo campo na Biologia
Molecular: a topologia do DNA (WANG, 2002).

O DNA pode ser torcido num processo denominado super helicoidizacao
(supercoiling). A super helicoidizacdo é uma propriedade topologica da molécula
de DNA onde a dupla-hélice da voltas em torno do seu proprio eixo no espaco
tridimensional (BOWATER, 2002). No estado relaxado do DNA, uma fita
normalmente da uma volta completa em torno do eixo da dupla hélice a cada 10,4
pares de base, mas se o DNA estiver torcido, as cadeias ficam enroladas (SILVA
et al., 2003) Se o DNA estiver torcido na direcdo da hélice, € denominado uma
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super helicoidizagdo positiva e as bases estdo unidas mais firmemente; j4 a super
helicoidizacdo negativa refere-se a uma tor¢céo na direcdo oposta, resultanto num
afrouxamento das bases (Figura 1) (SILVA et al., 2003).

Positivo Negativo

Figura 1. Super helicoidizacdo do DNA. Molécula de DNA no estado relaxado
(acima), em super helicoidizacdo positiva (abaixo, a esquerda) e em super-
helicoidizagdo negativa (abaixo, a direita). Fonte: Adaptado de

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v3/n2/box/nrmicro1088 BX1

2.1.2 Topoisomerases e a Topologia do DNA

Em todos os organismos vivos, de bactérias a humanos, o DNA apresenta
uma ligeira super helicoidizacédo negativa (underwound), que € causada pela acao
das enzimas topoisomerases (SCHVARTZMAN & STASIAK, 2004). Nessa
situacdo, a tensdo da tor¢cado diminui a helicidade do DNA e facilita a separacao
das fitas (WITZ & STASIAK, 2010; VOLOGODSKI & COZZARELLI, 1994). Além
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disso, é energeticamente mais viavel separar fitas quando o DNA esta
helicoidizado negativamente do que quando esta no seu estado relaxado (WITZ &
STASIAK, 2010).

Durante a replicacédo do DNA, o desenrolar das duas fitas pode gerar super
helicoidizacdo positiva em frente a forquilha de replicacéo, ja que as enzimas
helicases apenas separam as fitas, mas ndo a desenrolam (McCLENDON &
OSHEROFF, 2007). Topoisomerases sao requeridas para rapidamente relaxarem
essa regiao para permitir o avanco da forquilha. Topoisomerases também devem
funcionar para assegurar que as fitas do DNA estejam completamente
desassociadas, assim, os cromossomos replicados podem ser segregados para
as ceélulas-filhas (NITISS, 1998).

Para que a informag&o contida no DNA seja reproduzida, as suas fitas
devem ser separadas (DEWEESE & OSHEROFF, 2008). A super helicoidizacéo
negativa tem uma importante funcdo bioldgica, facilitando a separacéo local e
global das fitas complementares, contribuindo para o inicio e o alongamento de
dois eventos cruciais para as células, a transcricdo e a replicacao,
respectivamente (WITZ & STASIAK, 2010; McCLENDON & OSHEROFF, 2007).
Na transcricdo, 0 movimento do DNA cria dois gradientes de super helicoidizacao,
um aumento no enrolamento do DNA na frente da enzima RNA polimerase e uma
diminuicdo desse enrolamento atras desta enzima (McCLENDON & OSHEROFF,
2007). Assim, durante a transcricdo, o DNA ¢é mais super helicoidizado
positivamente em frente da RNA polimerase e mais negativamente super
helicoidizado atras desta. Em situacdes normais, a agdo das topoisomerases em
frente e atras da RNA polimerase impede a acumulagcao de super helicoidizacéo e
permite que a RNA polimerase continue a transcricao (NITISS, 1998).

Em contraste com a acdo das topoisomerases, o0 movimento de algumas
enzimas, como helicases e polimerases, resulta em aguda super helicoidizacao
positiva (overwound) do DNA pelo fato de apenas separarem a dupla fita e ndo a
desenrolarem, o que a comprime em uma curta regidao (WANG, 2002;
SCHVARTZMAN & STASIAK, 2004; WANG, 1996). Essa super helicoidizacao

positiva aumenta a dificuldade para separar a dupla-hélice em fitas individuais,
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bloqueando os processos essenciais de acidos nucléicos (FALASCHI et al., 2007,
ESPELI & MARIANS, 2004).

Alteracbes na topologia do DNA requerem a introducao de quebras na fita
e as topoisomerases geram um mecanismo seguro para realizar essas
mudancas, visto que as quebras sdo protegidas, ndo gerando pontas que possam
ser objetos de rearranjo ou recombinagdo, nem gerando respostas de dano do
DNA (NITISS, 2009).

2.1.3 Os Tipos de Topoisomerases

As topoisomerases sdo as proteinas mais conservadas do mundo do DNA
(WANG, 2002). Estudos em leveduras indicaram a existéncia de trés
topoisomerases: duas tipo | (codificadas pelos genes TOP1 e TOP3) e uma tipo |
(codificada pelo gene TOP2) (NITISS, 1998). Nos humanos, sdo conhecidos dois
tipos de topoisomerases, uma do tipo | e a do tipo I, que se distinguem pelo
mecanismo catalitico com que alteram as propriedades topoldgicas do material
genético (McCLENDON & OSHEROFF, 2007; SCHOEFFLER & BERGER, 2005;
SILVA et al., 2003; WANG, 2002; CHAMPOUX, 2001; WANG, 1996). Ambos os
tipos sdo criticos para o funcionamento normal de qualquer célula e possuem
fungbes reciprocas reversas, isto €, uma € expressa quando a outra € inibida
(WHITACRE, 1997). Qualquer alteracdo no balanco entre essas enzimas é
suficiente para induzir a apoptose (SILVA et al., 2003). A redundéancia funcional
das DNA topoisomerases pode permitir a supressao da caréncia de uma enzima
pela presenca de outra topoisomerase. A falta de uma dessas enzimas pode levar
a geracdo de um DNA altamente super helicoidizado, através da transcricdo ou da
replicacéo (NITISS, 1998).

Topoisomerases do tipo | (TOPO 1) estado presentes em todos 0S processos
que envolvem sistema de monitoramento no DNA e tém importantes papéis na
manutencao da integridade genémica (LEPPARD & CHAMPOUX, 2005; WANG,
2002; CHAMPOUX, 2001; NITISS, 1998; WANG, 1996). As TOPO | agem
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gerando uma quebra simples e transitoria na cadeia de DNA e sdo capazes de
modelar a super helicoidizagcdo negativa e positiva do DNA, mas nao conseguem
remover nés e emaranhados da dupla-hélice (DEWEESE & OSHEROFF, 2008;
McCLENDON & OSHEROFF, 2007). Em complemento as questbes relatadas
para a super helicoidizagdo positiva e negativa do DNA, processos nucleares
como a replicacdo e a recombinacdo geram ndés e emaranhados no material
genético. Se esses nds se acumularem no genoma, o sistema de monitoramento
do DNA sera incapaz de separar as duas fitas da dupla-hélice (SCHVARTZMAN
& STASIAK, 2004; WANG, 2002; WANG, 1996). Além disso, se os emaranhados
dos cromossomos ndo forem resolvidos anteriormente a divisdo da célula, estas
morrerdo por falha na mitose, pois os cromossomos ndo poderdo ser segregados
(WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; WANG, 2002; CHAMPOUX, 2001,
FORTUNE & OSHEROFF, 2000; NITISS, 1998; OSHEROFF, 1998).
Consequentemente, n6s no DNA e emaranhados dessas moléculas podem ser
letais para a célula se ndo forem resolvidos. Esses nds e emaranhados sdo
removidos por topoisomerases do tipo || (DEWEESE & OSHEROFF, 2008).

2.1.3.1 Topoisomerases do tipo Il

Topoisomerases do tipo Il atuam gerando uma quebra transitoria dupla na
cadeia de DNA e participam de inUmeros processos nesta molécula, sendo
necessarias para a recombinacao, a separacao dos cromossomos e condensacao
e descondensacdo destes (SCHAVARTZMAN & STASIAK, 2004,
WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; WANG, 2002; CHAMPOUX, 2001; NITISS,
1998; WANG, 1996).

Compactacao da cromatina, segregacao dos cromossomos e topologia do
DNA estdo inter-relacionadas (LOSADA & HIRANO, 2001; KOSHLAND &
STRUNNIKOV, 1996). Em eucariontes, estudos genéticos com leveduras,
estudos citoldgicos envolvendo diferentes células tratadas com inibidores de

topoisomerase e estudos bioquimicos de condensacdo de cromossomos em
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extratos de células implicaram na atuacdo da TOPO Il na condensagdo da
cromatina e na segregacdo de cromossomos durante a mitose (NITISS, 1998;
WANG, 1996). Fortes evidéncias, principalmente provenientes de estudos com E.
coli, Schizosaccharomyces pombe e S. cerevisiae, apontam que a TOPO Il é
indispensavel para a segregacdo de cromossomos (NITISS, 1998; WANG, 1996).
Estudos mostraram que quando células de leveduras entram na mitose, 0s
cromossomos maiores sofrem perdas ou quebras na auséncia da TOPO I
(SPELL & HOLM, 1994). Esses achados apdiam a idéia de que as
topoisomerases evoluiram para resolver os problemas topoldgicos da cadeia de
DNA & medida que esta vai se tornando cada vez maior; para 0S CromosSOmos
curtos, os problemas topolégicos podem ser aliviados por movimentos de suas
extremidades (WANG 1996).

Estudos classicos também indicaram que TOPO Il tem um papel-chave na
estrutura do cromossomo e na sua condensacdo (XU & MANLEY, 2007;
BELMONT, 2006). Quando a funcdo da TOPO Il é blogueada apés a
condensacéo cromossdmica, as células param na metafase e as crométides ndo
conseguem se separar (SHAMU & MURRAY, 1992; HOLM et al., 1985). Assim, &
como se a acdao da TOPO Il ndo apenas facilitasse a condensacdo dos
cromossomos, mas também exercesse um papel importante na segregacao
destes (PARK, 2008). Porém, ha muitas questdes atuais relacionadas com qual
passo absolutamente requer TOPO II, uma vez que a condensacdo dos
Cromossomos possa ocorrer em muitos contextos em que a TOPO Il esta ausente
(NITISS, 2009).

A Unica topoisomerase que € essencial para a viabilidade celular € a tipo II,
codificada pelo gene TOP2 (NITISS, 1998), sendo singularmente requerida para
separar completamente cromossomos replicados precedente a divisdo da célula.
Ja mutacdes na topoisomerase do tipo | resultam em células viaveis (NITISS,
1998).

Também foi sugerido que a TOPO Il tem participacdo no reparo do DNA
(YMANE et al., 2002). E importante ressaltar que a estrutura quimica do DNA é
idéntica a original apos a acdo da TOPO II, apenas as propriedades topoldgicas
da dupla-fita sdo alteradas (DEWEESE & OSHEROFF, 2008).
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Estudos com células eucaridticas levaram a descoberta de novas
topoisomerases e a novas perguntas envolvendo a via de acdo dessas enzimas
nos eventos celulares. Estudos knockout (do inglés, silenciado, mutante no qual
um gene funcional foi substituido por uma forma n&o-funcional ou foi silenciado)
com genes estdo ajudando a delinear as vias das topoisomerases em células de
mamiferos, assim como estudos em leveduras estabeleceram paradigmas sobre
a funcdo dessas enzimas em eucariontes inferiores (KAUFMANN, 1998). A
aplicacao de novas tecnologias para identificar interacdo de proteinas conectou o
estudo de topoisomerases a outras areas da Biologia Humana, incluindo
estabilidade gendmica e envelhecimento (NITISS, 1998).

Apesar das inUmeras descobertas que envolvem o mecanismo e as vias de
acdo das topoisomerases, mais estudos sdo necessarios. Por exemplo, foi visto
que a delegcao do gene TOP2B de camundongo, que codifica a proteina DNA
topoisomerase |I-B, leva a defeitos na formagao das jungdes neuromusculares
(YANG, 2000). Fica o questionamento de como uma enzima que atua ao nivel de

DNA, no nucleo celular, possa afetar a formacéo dessas estruturas.

2.1.3.2 Isoformas da topoisomerase Il

Células de mamiferos expressam duas isoformas da enzima do tipo Il:
topoisomerase Il-a e topoisomerase II-B (NITISS, 2009; LINKA, 2007;
CHAMPOUX, 2001; NITISS, 1998). Essas isoformas diferem em suas massas
moleculares (170 e 180 kDa, respectivamente) e séo codificadas por genes
diferentes (WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; WANG, 2002; CHAMPOUX,
2001; FORTUNE & OSHEROFF, 2000; DRAKE, 1989), exibindo, apesar da
similaridade, diferentes padroes de expressdo e funcbes fisiologicas
(WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; WANG, 2002; FORTUNE & OSHEROFF,
2000; NITISS, 1998). Essas duas isoformas diferem no seu padrao de expresséo,
sendo a alfa preferencialmente expressa em células em proliferacdo, enquanto
que a beta €, aparentemente, expressa em niveis iguais tanto em células em

divisdo quanto em quiescéncia (NITISS, 1998). As duas isoformas apresentam
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um elevado grau de identidade de amino&cidos (aproximadamente 70%),
apresentando uma conservacdo de aminoacidos ao longo da maior parte da
regido codificadora da proteina, embora a por¢cao carboxiterminal da proteina (a
qual ndo € necessaria para a atividade in vitro da topoisomerase) seja divergente
entre as duas isoformas (CHRISTENSEN, 2002). Um achado sugeriu que a
topoisomerase |l-B esta, preferencialmente, localizada no nucleo (PORTER &
FARR, 2004), porém outros achados nédo determinaram que houvesse um local
preferencial. As propriedades enzimaticas das topoisomerases Il-a e [I-B sdo
indistinguiveis (NITISS, 2009; YMANE, 2002). A maioria das fun¢des da TOPO I,
como sua participacdo na replicacao, transcricdo, condensacdo cromossomica,
mitose e recombinacdo do DNA, foi descrita para a isoforma a (HASHIMOTO,
1997). Esta isoforma também esta envolvida na formacdo ou na manutencédo da
heterocromatina (PARK, 2008).

A expressao da topoisomerase ll-a é regulada pelo o ciclo celular e essa
enzima € essencial para a viabilidade de todas as células em divisdo, sendo
necessaria para a separacdo de cromossomos replicados (NITISS, 2009).
Estudos recentes indicaram a sua localizagdo nas regifes centroméricas
(CHRISTENSEN, 2002). Novos estudos em células de mamiferos também
apoiam a hip6tese de que TOPO Il tem fungdes cruciais nos centrémeros
(PORTER & FARR, 2004), apesar dos detalhes moleculares necessitarem ser
elaborados. Topoisomerase II-B tem papel-chave para a sobrevivéncia de
algumas células neurais e € importante na regulacdo da transcricdo (NITISS,
2009). Acredita-se que a II-B seja um tipo de “back-up” de ll-a para a célula,
sendo expressa quando esta é inibida e estando mais associada a diferenciacao
celular do que a proliferagéo (SILVA et al., 2003). A isoforma 1l- esta localizada
no nucleo e deve atuar na producgéo de rRNA (HASHIMOTO, 1997).

2.1.4 Reacdes Cataliticas das Topoisomerases
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Todas as topoisomerases conhecidas compartilham duas caracteristicas:
(1) sua capacidade de unir e fechar a ligacdo fosfodiéster do DNA em duas
sucessivas reacOes de transesterificacdo e (2) uma vez clivado pela
topoisomerase, um DNA intermediario € formado e a enzima permite que as
pontas do segmento do DNA cortado se desfagam, abrindo uma porta para a
passagem de outro segmento de DNA fita simples ou dupla fita, isto €, essas
reacdes criam portdes transitorios mediados por enzima para a passagem de
outra fita do DNA (WANG, 2002; TANBE et al., 1991). Ambas as topoisomerases,
| e Il, cortam o DNA por atague nucleofilico via &omo de oxigénio a ligacao
fosfodiéster do DNA (SILVA et al., 2003). O atual modelo para as reacdes de
guebra da cadeia pela DNA topoisomerase envolve a ligacdo de dois segmentos
de DNA: um segmento G (gate — portdo), que é clivado nas duas fitas pela
enzima, com a formacdo de uma ligacdo éster entre o sitio ativo da tirosina e o
fosfato 5’ no DNA, e um segmento T (transport — transporte), que é capturado por
um “grampo operado por ATP” (ATP operated clamp) que passa pela ruptura no
segmento G (BERGER, 1998; BAKSHI et al., 2001). O evento para a reacdo da
TOPO Il é mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de acdo da enzima DNA Toposimerase Il. Topoisomerase |l interage com
duas fitas de DNA. A enzima introduz uma quebra dupla em uma das fitas, denominada segmento
G (G segment), e passa a segunda fita, denominada segmento T (T segment) através da primeira
quebra. A hidrélise de ATP é usada para mudancas conformacionais da enzima. Fonte: Adaptado
de NITISS, 2009.

Nessa reacdo, ocorre um ataque nucleofilico via &tomo de oxigénio tirosil
da enzima ao fésforo da molécula de DNA, formando uma ligacdo covalente
fosfotirosina e quebrando a ligacdo fosfodiéster do DNA ao mesmo tempo
(NITISS, 2009). Essa reacdo recebe o nome de primeira reagdo de
transesterificacdo (WANG, 2002) e seu mecanismo detalhado é mostrado na
Figura 3. A reintegracdo do DNA ocorre ap6s uma segunda reacdo de
transesterificagdo, a qual é, basicamente, o reverso da primeira, quebrando a

ligacdo covalente entre a proteina e o DNA e refazendo o DNA (WANG, 2002).
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Figura 3. Primeira reacdo de transesterificagcdo do DNA pela enzima DNA
Topoisomerase Il. Fonte: WANG, 2002.

A estratégia geral da reacdo da TOPO Il é gerar uma ruptura transitéria da
dupla fita de DNA. Essa ruptura é mediada pelo um ataque nucleofilico (PARK,
2008). A enzima promove a passagem da fita intacta (que n&o foi rompida)
através da quebra transitoria da outra fita e, depois, sela a ruptura (NITISS, 2009).

A clivagem do DNA pela TOPO Il utiliza uma tirosina que € ativada para
atacar a ligacdo fosfodiéster e formar uma ligacdo fosfotirosina no complexo
covalente intermediario proteina-DNA (NITISS, 2009; TSE-DINH, 2007). Para a
TOPO II, a clivagem requer uma colaboracdo entre o sitio ativo da tirosina e
outros residuos, incluindo o dominio TOPRIM. O dominio TOPRIM é um dominio
conservado encontrado em topoisomerases envolvido na clivagem do DNA
(NITISS, 2009; TSE-DINH, 2007). Esse mecanismo de quebra do DNA gera
varias vantagens distintas, incluindo a protecao das pontas do DNA e a habilidade
de rapida e eficiente de religar a fita quebrada do DNA. Uma importante
propriedade do complexo covalente é que, na maioria das vezes, ele continua a
ser livremente reversivel (NITISS, 2009). A reacdo catalisada pela TOPO I, em
contraste com a TOPO I, & dependente de ATP (Adenina Trifosfato)
(CHAMPOUX, 2001; WANG, 1996; NITISS, 1998; WANG, 1998). A hidrélise de

ATP é usada para mudangas conformacionais da enzima e ndo esta diretamente
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envolvida na ruptura e no rearranjo do DNA, estando o sitio de ligagdo do ATP
localizado no dominio aminoterminal da proteina (NITISS, 2009).

Células em processo proliferativo ndo podem sobreviver sem TOPO I
(McCLENDON & OSHEROFF, 2007; WANG, 2002; FORTUNE & OSHEROFF,
2000). No entanto, por gerarem quebras duplas na cadeia do DNA como parte do
seu mecanismo normal de acédo, elas sdo proteinas muito perigosas. Deste
modo, essa enzima assume um carater, apelidado por DEWEESE & OSHEROFF
(2008), de Dr Jekill/Mr Hyde, pois enquanto € essencial para a viabilidade da
célula, também tem a capacidade de fragmentar o genoma cada vez que exercem
sua funcdo (DEWEESE & OSHEROFF, 2008; McCLENDON & OSHEROFF,
2007;). Assim, enquanto essas enzimas S&0 essenciais para a sobrevivéncia de
células em proliferacdo, elas também tém efeitos genotoxicos significantes
(McCLENDON & OSHEROFF, 2007). Por causa dessa “dupla personalidade”, os
niveis de complexos de clivagem sdo mantidos em um balanco critico. Quando os
niveis de complexos de clivagem DNA-TOPO Il ficam muito baixos (isto €,
atividade da enzima est4d diminuida), as células sdo incapazes de sofrer
segregacao de cromossomos e finalmente morrem por falha na mitose
(WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; WANG, 2002; CHAMPOUX, 2001;
FORTUNE & OSHEROFF, 2000; NITISS, 1998; OSHEROFF, 1998). Numa
situacdo oposta, quando os niveis de complexos de clivagem tornam-se muito
altos, a acdo de algumas enzimas pode converter esses complexos em quebras
permanentes na fita dupla. Quando essas quebras permanentes no DNA estao
presentes em numero suficiente, podem ativar vias de morte nas células de
eucariontes (BENDER & OSHEROFF, 2008; McCLENDON & OSHEROFF, 2007;
FELIX et al., 2006; FORTUNE & OSHEROFF, 2000; KAUFMANN, 1998).

Em sua acg&o natural, as topoisomerases assentam-se na estrutura do DNA
por meio de dobras (supertor¢éo) topoldgicas, fazendo cortes, o que permite que
as funcbes de reparacéo, transcricao, replicacdo e estruturacdo do cromossomo
ocorram adequadamente (SILVA et al.,, 2003). Feita esta abertura, as células
passam a se dividir seguindo uma série de etapas bem definidas. Na primeira
etapa, chamada G;, a célula copia o DNA para 0S seus Cromossomos num
estagio conhecido como sintese (S). No final desta fase, a célula faz uma
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"avaliacdo interna" a fim de verificar se deve prosseguir o ciclo celular (SILVA et
al., 2003). Essa checagem tem o intuito de conferir se o novo conjunto de
cromossomos é realmente idéntico ao antigo. Se avaliacao for positiva, passa-se
a fase seguinte, onde a célula divide-se e um segundo conjunto idéntico de
cromossomos vai para a célula-filha (metéfase, M). Esse estagio irreversivel é
denominado mitose. Caso a avaliagcao seja negativa, as células ndo vao se dividir,
passando ao estado Gy, onde o0 processo de divisdo é colocado em modo inercial
a espera do reparo. Se o dano no cromossomo for muito grande, sem
possibilidades de reparo, a célula, na tentativa de se preservar, interrompe o ciclo
vital cometendo suicidio. Acredita-se que esta seja uma estratégia de protecao
dos organismos, que assim evitam passar o0 dano para uma nova geracdo de
células (SILVA et al., 2003).

As células cancerosas ndo possuem essa avaliacao interna, o que evita
gue, mesmo na presenca de danos genéticos, a célula sofra apoptose e continue
no seu processo de divisdo (SILVA et al., 2003). Uma estratégia de combate a
essas células seria 0 uso de substancias que induzissem a formacdo de pontos
artificiais de checagem no processo da divisdo celular. Nesse contexto, qualquer
agente que afete o complexo DNA-TOPO Il nas células malignas poderia induzir
esse processo letal (NITISS, 2009; SILVA et al., 2003). Muitas drogas que tém
como alvo a TOPO Il matam células ao gerar um dano no DNA mediado pela
enzima, preferencialmente inibindo a sua atividade catalitica e induzindo a
apoptose em varias linhagens celulares (BERTRAND et al., 1993; BARRY et al.,
1993; ONISHI, 1993).

2.2 TOPOISOMERASES DO TIPO Il COMO ALVOS NA TERAPIA
ANTICANCER

Com o aumento do numero de pacientes portadores de neoplasias no
mundo, assim como do numero de substancias carcinogénicas e mutagénicas no

meio ambiente, a pesquisa para explorar novos compostos com atividade
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anticancer tem se tornado fundamental dia apés dia (HAFIDH, 2009). DNA
topoisomerase Il é essencial para a divisdo e proliferagdo celular por ser
requerida para a realizacdo da mitose, regulando a topologia do DNA (JO et al.,
2006). Foi reportado que células tumorais em proliferacdo expressam essa
enzima em niveis 25-300 vezes mais altos do que células normais (KELLNER et
al., 2000; HECK & EARNSHAW, 1986). A importancia da TOPO Il na proliferacao
de células, assim como na transcricdo, e a sua maior expressdo em células
malignas quando comparadas as normais, sugerem que a essa enzima pode ser
uma eficiente estratégia anticancer. Dessa forma, essas enzimas sao alvos

especiais na nova quimioterapia antitumoral (CHEN & LIU, 1994).

2.2.1 Mecanismos de Inibicdo das Topoisomerases

As topoisomerases podem ser inibidas em varios pontos diferentes no seu
ciclo de reacdo, o que implica em diferentes conseqiéncias bioquimicas e
celulares. Compostos que tém atuacao inibitéria sobre as topoisomerases podem
ser separados em duas categorias: 1) inibidores cataliticos da topoisomerase e 2)
venenos de topoisomerase (NITISS, 2009; DEWEESE & OSHEROFF, 2008;
McCLENDON & OSHEROFF, 2007; SILVA et al., 2003). Compostos da primeira
categoria matam células através da inibicdo da atividade catalitica da TOPO I,
mas ndo geram aumento dos niveis de complexos covalentes dessa enzima
(NITISS, 2009; BENDER & OSHEROFF, 2008; McCLENDON & OSHEROFF,
2007; FORTUNE & OSHEROFF, 2000). Inibidores cataliticos de TOPO Il incluem
a novobiocina (COLLINS, 1990; COTTON et al., 1986), o merbarone (DRAKE et
al., 1989) e a antraciclina aclarubicina (JENSEN et al., 1990). Todos os trés
compostos tém alvos além da TOPO Il (CLIFFORD et al., 2003; NITISS et al.,
1997; COLLINS, 1990); além disso, ndo foram Uteis para avaliar a viabilidade de
inibidores cataliticos de TOPO Il para a terapia anticAncer. Varios outros
inibidores cataliticos foram descritos, como as bis-2,6-dioxopiperazinas (ICRF-
159, 17a e ICRF-193, 17b) (ROCA & WANG, 1992; TANBE et al.,, 1991) e o
extrato de cha mate (llex paraguariensis) (GONZALEZ DE MEJIA et al., 2005); de
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qualquer forma, os seus mecanismos exatos de acao ndo foram explorados
(NITISS, 2009).

Compostos da segunda categoria ndo afetam a atividade catalitica da
enzima, mas agem sobre o complexo de quebra DNA-topoisomerase I,
aumentando seus niveis e convertendo a TOPO Il em uma toxina celular que
inicia as acdes mutagénicas e letais descritas anteriormente (NITISS, 2009;
BENDER & OSHEROFF, 2008; McCLENDON & OSHEROFF, 2007; SILVA et al.,
2003). Esses agentes geram lesdes que incluem quebras na fita de DNA e ligacao
covalente de proteina ao DNA (NITISS, 2009). Devido a essa acao, esses
compostos sdo defendidos como “venenos de topoisomerase II” para distingui-los
de inibidores que nédo afetam a quebra/re-ligacdo do DNA mediada pela TOPO II.
Alguns venenos atuam inibindo a habilidade da TOPO Il de ligar o substrato
clivado (BALDWIN & OSHEROFF, 2005; WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003;
FORTUNE & OSHEROFF, 2000; OSHEROFF, 1989). Esses agentes ndo soO
aumentam os niveis de complexos de clivagem, como também aumentam a vida-
média desses complexos (McCLENDON & OSHEROFF, 2007). A geracdo de
altos niveis de complexos covalentes DNA-topoisomerase Il tem profundos efeitos
na fisiologia celular. A estabilizacdo do complexo de clivagem por essa classe de
inibidores leva, subsequentemente, a morte celular por meio de um espectro de
caminhos complexos, que tem inicio com (1) alteragdes no ciclo celular, com
subsequente parada do mesmo, (2) danos induzidos pela sinalizacdo e (3) o
envolvimento da maquinaria enzimatica que resulta em apoptose, derivada da
ativacdo da via das caspases (KAUFMANN, 1998; TANBE et al., 1991). Venenos
de TOPO Il blogueiam efetivamente os fenbmenos de transcricdo e replicacao,

dessa forma, as células entram em apoptose (KAUFMANN, 1998).

Venenos de TOPO Il sdo largamente utilizados na clinica como agentes
anticancer, compreendem a maioria dos agentes clinicos ativos e representam
algumas das mais bem sucedidas e largamente prescritas drogas quimioterapicas
usadas, atualmente, no tratamento de neoplasias humanas (NITISS, 2009;
DEWEESE & OSHEROFF, 2008; McCLENDON & OSHEROFF, 2007). Na
Medicina, destacam-se os compostos da classe das epipodofilotoxinas como
potentes inibidores da TOPO Il (BRANCO et al., 2008). Drogas como etoposida e
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doxorrubicina sdo terapias de preferéncia para uma variedade de canceres
sistémicos e tumores sélidos (McCLENDON & OSHEROFF, 2007). Muitos
bioflavondides, como genisteina, também sdo potentes venenos inibidores da
TOPO Il (BANDELE & OSHEROFF, 2007; AUSTIN et al., 1992).

Ha uma série de diferencas entre inibidores cataliticos e venenos de TOPO
II. Uma das diferencas estd no padrdo de resposta observado, os quais diferem
entre as duas classes (NITISS, 2009). Outra diferenca esta na especificidade,
sendo que a maioria dos inibidores cataliticos de TOPO Il ndo € especifica
(NITISS, 2009). Em experimentos com cultura de células, inibidores cataliticos de
TOPO Il antagonizam a toxicidade dos venenos de TOPO Il (JENSEN &
SEHESTED, 1997), indicando que 0s agentes atuam por mecanismos diferentes.
O mecanismo preciso de acdo dos venenos de TOPO Il ainda é uma questao nao
resolvida (NITISS, 2009). A sensibilidade em relacdo a drogas que inibem a
TOPO Il depende, em parte, dos niveis dessa enzima. A habilidade da TOPO I
de gerar dano no DNA na presenca de inibidores leva a hipétese de que um
importante determinante da sensibilidade & droga é o nivel aumentado dessa
enzima (NITISS, 2009). Células expressando niveis aumentados sédo
hipersensiveis aos venenos de TOPO Il e células expressando niveis baixos séo
resistentes (NITISS & BECK, 1996; BECK, 1993). Se niveis aumentados de
TOPO Il levam & hipersensibilidade a inibidores, tumores expressando niveis mais
altos de TOPO Il podem ser particularmente bons candidatos para a terapia que
faz uso de venenos de TOPO II. Muitos inibidores da TOPO Il estdo em uso
clinicamente ha varios anos, sendo, também, usados juntamente com outras
classes de agentes quimioterapicos de acordo com o tipo do tumor (NITISS,
2009).

2.2.2 A Quimica dos Produtos Naturais e o Cancer

As plantas constituem a mais rica fonte natural de biomoléculas utilizadas
pelo homem (OLIVEIRA, 2008). O uso de produtos naturais com propriedades

terapéuticas € tdo antigo quanto a civilizacdo humana e, por muito tempo, foi a
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principal fonte de drogas usadas no tratamento medicinal (HALBERSTEIN, 2005).
A Revolucédo Industrial e o desenvolvimento da Quimica Orgéanica resultaram na
preferéncia por produtos sintéticos para o tratamento farmacolégico (RATES,
2001).

O emprego de medicamentos derivados de plantas ressurgiu na sociedade
guiado por um forte apelo da busca do natural associado a menores custos com
os tratamentos (GLASER, 1999). Nos ultimos anos, a relevancia dos organismos
vegetais como fontes de substancias anticancerigenas e com outras atividades
biologicas reativaram interesses sociais e econdmicos, estimulando, inclusive, a
percepcao das liderangas industriais empenhadas na fabricagdo de produtos
sintéticos (BRAZ FILHO, 2010).

A quimica de produtos naturais possui finalidades praticas, objetivando-se,
entre outras finalidades, o estudo ou a descoberta de matérias-primas de
importdncia medicinal. H4 uma grande e crescente populacdo mundial que
prefere o uso de produtos naturais no tratamento e prevencdo de complicacdes
meédicas (HAFIDH, 2009). Mais de 40% das drogas modernas sao derivadas de
fontes naturais, usando a prépria substancia natural, sua versdo semi-sintética ou
sua verséao sintética (HAFIDH, 2009). Além disso, mais de 100 novos produtos
estdo em desenvolvimento clinico, particularmente como agentes anticancer
(HARVEY, 2008; GAUTAM et al., 2007; JASSIM & NAJI, 2003). Cerca de 25%
das prescricbes médicas nos Estados Unidos incluem substancias naturais como
principio ativo, obtidas de plantas de regides temperadas e tropicais, 0 que
corresponde ao valor estimado de 900 milhdes de ddlares na circulagdo comercial
(BRAZ FILHO, 2010).

Plantas tém uma longa historia de utilizagdo no tratamento do cancer e
possuem um importante papel na producdo de medicamentos com atividade
efetiva anticancer (CRAGG & NEWMAN, 2005). Mais de 60% das drogas usadas
no tratamento do cancer sao derivados, de uma forma ou de outra, de produtos
naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e microorganismos (CRAGG &
NEWMAN, 2005; NEWMAN et al., 2003). Os crescentes e significativos avangos
na biologia celular e molecular ofereceram oportunidades para a descoberta de
alvos moleculares no desenvolvimento de drogas. Quatro décadas apds a
descoberta da primeira topoisomerase (WANG, 1971), varios estudos envolvendo
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essa enzima proporcionaram um melhor entendimento dos seus mecanismos de
acdo. Uma importante meta dos trabalhos presentes e futuros € maximizar a
eficacia terapéutica de agentes que tém a TOPO Il como alvo e minimizar sua
toxicidade.

A topoisomerase tem se mostrado um alvo atrativo na pesquisa de varias
drogas. Isto de deve ao seu importante papel especialmente na duplicagcdo do
material genético que precede a divisdo celular (CHAMPOUX, 2001). Desta
forma, drogas que sao capazes de inibir in vitro esta enzima sao fortes candidatas
a inibir a proliferacdo celular. O desenvolvimento de novos inibidores a partir de
fontes vegetais pode ser uma estratégia valiosa, podendo servir também como
um instrumento adequado para a producéo de agentes ativos semi-sintéticos que

nao causem danos graves ao organismo (YAMADA, 2006).

Na tentativa de descobrir novos inibidores da topoisomerase Il, variadas
classes de produtos naturais tém sido testadas e relatadas na literatura nos
altimos anos. Dentre estas classes, podem ser citados os flavonoides (LINS,
2008; CONSTANTINOU et al., 1995; SHI et al, 1995) e biflavonoides
(GRYNBERG et al., 2002), os diterpenos (MACIEL et al., 2007) e triterpendides
(WADA et al.,, 1998), os estilbenodides (YAMADA et al., 2006), os alcalbides
(PRESCOTT et al., 2007; WOO et al., 2006), as naftodiantronas (PEEBLES et al.,
2001), as naftoquinonas (ESTEVES-SOUZA et al., 2007; TING et al., 2003;
PHYTA et al., 1998), as binaftoquinonas (CUNHA et al., 2006), os derivados do
nacleo cromano (BRANCO, et al.,, 2008; ISHAR et al.,, 2006;) e os taninos
(KASHIWADA et al., 1993). Ja se tem reportado que alguns lignéides derivados
de plantas tém acdo inibitoria sobre a DNA topoisomerase |l (SALADINO et al.,
2005; LONG, 1992).

2.3 LIGNOIDES

2.3.1 Conceito



39

Ligndide é um termo genérico que caracteriza micromoléculas que
apresentam um esqueleto exclusivamente formado pelo grupo fenilpropéanico (Ce-
Cs)n, sendo n restrito a poucas unidades (NASSER, 1985). Sdo biossintetisados
nos passos finais da via do acido chiquimico (SIMOES et al., 2003). Dos mais de
2000 lignoides relatados na literatura, 90% pertencem ao grupo das lignanas e
das neolignanas (SIMOES et al., 2003). As lignanas e as neolignanas formam um
grupo de produtos naturais caracterizados por possuir o esqueleto carbénico com
duas unidades Cs-C3. O que difere as lignanas das neolignanas é o precursor
biogenético proximo. As lignanas séo produzidas pelo acoplamento oxidativo de
acidos e/ou de alcoois cinamilicos, enquanto, as neolignanas sao formadas pelo

acoplamento oxidativo alil- e/ou propenilfendis (WHITING, 1985).

Ambas as classes tém despertado grande interesse devido as suas

inUmeras atividades biolégicas no homem.

2.3.2 Lignhanas

A designacéo lignana foi primeiramente utilizada por Haworth, em 1942, e
provém do latim lignum, que significa madeira, lenho (NASSER, 1985). Sao
dimeros formados a partir do acoplamento oxidativo de alcoois cinamilicos entre
si ou destes com &cidos cinamicos (SIMOES et al., 2003). O esqueleto estrutural
de uma lignana apresenta o carbono gama (C-y) oxigenado (SIMOES et al., 2003;
NASSER, 1985). A Figura 4 mostra um exemplo de estrutura de lignana, aqui

representada pela liganana siringaresinol.
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Figura 4: Lignana siringaresinol.
Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-46702007000300002

Acredita-se que as propriedades bioldgicas das lignanas sejam essenciais
para o desenvolvimento da planta, visto o grande nimero destas encontradas no
reino vegetal. Estas substancias também podem ser aproveitadas pelo homem de
forma direta ou servindo de modelo para a producéo de farmacos (SIMOES et al.,
2003). As lignanas compreendem uma familia de produtos naturais que
apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas
(NASSER, 1985). Na medicina tradicional chinesa, esses compostos sao usados
no tratamento de hepatites virais e na protecdo do figado (SALADINO et al.,
2005).

Uma das mais famosas lignanas é a podofilotoxina, que pode ser isolada
de diferentes plantas do género Podophyllum (SALADINO et al.,, 2005;
WHITACRE et al., 1997). Desde a sua descoberta, esse potente agente citotoxico
recebeu muita atencdo no campo da quimica de produtos naturais. Para evitar
seus varios efeitos colaterais, como toxicidade gastrointestinal, e permitir seu uso
clinico, alteracbes no seu esqueleto estrutural foram feitas (SALADINO et al.,
2005). Entre os derivados da podofilotoxina estdo dois dos mais potentes e mais
utilizados agentes anticancer, a etoposida e a tenoposida (SALADINO et al.,
2005; LONG, 1992). Esses derivados semi-sintéticos apresentam um mecanismo
de citotoxicidade completamente diferente da podofilotoxina mostrando diferentes
efeitos colaterais quando comparados a esta (SALADINO et al., 2005; LONG,
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1992). A podofilotoxina inibe a mitose ligando os microtubulos e causando a
parada do processo mitético na metafase, ja seus derivados etoposida e
tenoposida séo inibidoras da TOPO Il (WHITACRE, 1997; LONG, 1992). Assim
como outras drogas derivadas da podofilotoxina, estas atuam estabilizando o
complexo DNA-topoisomerase de tal forma que a conex&o das duas vertentes do
DNA se torna impossivel apés a quebra das fitas pela enzima (SALADINO et al.,
2005).

2.3.3 Neolignanas

O grupo das neolignanas (do grego néos = moderno, novo) foi criado por
Gottlied, em 1978, e compreende dimeros da unidade Cg-C3; provenientes da
condensacdo oxidativa de alilfenéis e de propenilfendis entre si ou cruzada
(NASSER, 1985). As neoligananas distinguem-se das lignanas pela auséncia do
carbono gama (C-y) oxigenado, ou seja, do oxigénio no carbono terminal da
cadeia em C3 (SIMOES et al., 2003; NASSER, 1985). Um exemplo de esqueleto
estrutural desse grupo é representado pela neoliganana surinamensina (Figura
5).

MeQ
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R

Figura 5: Neolignana surinamensina.
Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-83582007000100006
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A grande variagdo estrutural faz das neolignanas um grupo de grande
interesse entre os produtos naturais nos pontos de vista quimico e bioquimico
(NASSER, 1985). Sao reconhecidas algumas atividades farmacologicas desse
grupo e seu uso ja tem emprego na clinica. Entre essas atividades, destacam-se
0 Seu uso na terapia do cancer, seus empregos como antisifilitico, estimulante do
SNC (Sistema Nervoso Central), fungicida na pratica veterinaria e arbotivo na
medicina popular (NASSER, 1985).

2.3.4. Familia Lauraceae

Plantas da familia Lauraceae sao fontes de ligndides bioativos, sendo esta
classe um dos constituintes mais numerosos e mais difundidos dessa familia
(BARBOSA-FILHO et al., 1998). A distribuicdo da familia Lauraceae no mundo é
de aproximadamente 1.900 espécies, sendo que destas, 390 sdo encontradas no
Brasil, contribuindo assim com cerca de 20% do total dessas espécies
(BARBOSA-FILHO et al., 1998). A familia Lauraceae possui mais de 31 géneros e
compreende arvores e arbustos largamente distribuidos em zonas tropicais e
subtropicais, tendo alguns representantes na zona temperada. (ZANIN &
LORDELLO, 2006).

As plantas desta familia sdo conhecidas pela producdo de grande
diversidade de metabdlitos secundarios (BARBOSA-FLIHO et al., 1998). Entre os
seus géneros, destaca-se o0 género Licaria, que foi estabelecido por Aublet, em
1775, com a espécie Licaria guianensis estéril, e é oriundo da América Tropical
(MAIA, 1973).

Dentre as diversas espécies, encontra-se a Licaria aurea e a Licaria

chrysophylla.

2.3.5. Lignoides Estudados
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No presente trabalho, 12 ligndides foram avaliados (ver Tabela 1), sendo
uma lignana (composto 1) e 11 neolignanas (compostos 2-12). O composto 1 &
uma lignana do tipo benzofuréanica glicosilada isolada de Licaria chrysophylla.
Segundo SILVA et al. (1989), durante o processo de isolamento da lignana 1 foi
necessario acetila-la para facilitar sua purificacdo. As neoligananas enumeradas
de 2 a 7 também foram isoladas de Licaria chrysophylla (BARBOSA-FILHO et al.,
1986; LOPES et al.,, 1986). A neolignana grandisina (composto 8) foi a Unica
isolada de Licaria aurea (BARBOSA FILHO et al., 1998; BARBOSA-FILHO et al.,
1989). As neolignanas enumeradas de 9 a 12 ndo sao naturais, elas foram
obtidas da reacéo de grandisina (composto 8) com alguns reagentes (BARBOSA-
FILHO et al., 1998; BARBOSA FILHO et al., 1989). Por exemplo, quando tratou-
se a grandisina (composto 8) com &cido perclérico/acido acético e refluxo por 7
minutos, obteve-se a neolignana ariltetralina 9. A neolignana dicarbonilada 10 é o
produto da oxidacao de grandisina (composto 8) com permanganato de potassio.
A neoliganana 11 foi obtida através da reducdo de grandisina na presenca de
Na/NH;. Finalmente, a neolignana diarilbutano (composto 12) € o produto de
hidrogendlise da 7-hidroxineolignana 11. Os lignéides naturais (compostos 2 a 8)
e seus derivados (compostos 1, 9-12) foram avaliados quanto a capacidade

inibitéria sobre a enzima DNA Topoisomerase |lI-a Humana.
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Tabela 1. Nimero, nomenclatura e estrutura quimica dos compostos estudados.

NUMERO NOME ESTRUTURA QUIMICA
ACO OAc
(2S,3S)-Dihidro-dehidrodiconiferil
1 alcool-3-(B-D-glicopiranosil)- OAC
hexaacetato MeO
Ij OMe
AcO
2 Chrisofilona Il-A
3 Chrisofilona I-B
4 Chrisofilona 11-B
5 Chrisofilona IlI-B
6 Chrisofilona I1V-B

Chrisofilona VI-B
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NUMERO NOME ESTRUTURA QUIMICA
8 Grandisina
OMe OMe
trans-1,2-Dihidro-6,7,8-trimetoxi-2,3-
9 dimetil-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-
naftaleno
meso-2,3-Bis-(3,4,5-trimetoxi- OMe
10 .
benzoil)-butane
OMe
OMe OMe
(7S, 8S, 8'R)-7-Hidroxi-3,4,5,3',4’,5'- MeO OMe
11 . , .
hexametoxi-8.8’-neolignana
MeO OMe
12 1,4-Bis-(3, 4,5-trimetoxifenil)-2,3-

dimetilbutano
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a capacidade inibitéria de compostos naturais e derivados sobre a

enzima DNA Topoisomerase Il-a Humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a atividade inibitoria de substancias isoladas das espécies Licaria aurea

e Licaria chrysophylla e seus derivados.

- Analisar a atividade inibitéria de lignana sobre a DNA Topoisomerase Il-a

Humana.

- Analisar a atividade inibitéria de neolignanas sobre a DNA Topoisomerase IlI-a

Humana.



Matcria] e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BIOENSAIOS COM A ENZIMA DNA TOPOISOMERASE EM
PRESENCA DE LIGNOIDES

Os 12 compostos da classe dos lignéides (lignanas e neolignanas) e seus
derivados, obtidos de duas plantas da familia Lauraceae, Licaria aurea e Licaria
chrysophylla, foram doados pelo Professor Dr José Maria Barbosa Filho.

Neste trabalho foi examinada a inerterconversdo do DNA pBR322 para a
forma relaxada através da enzima Topoisomerase Il-a Humana, em presenca
desses compostos, enumerados de 1 a 12, onde o de numero 1 é uma lignana e
0s enumerados de 2 a 12 sdo neolignanas. Todos foram testados nas
concentracoes de 5, 50, 70 e 90 uM. Duas unidades da enzima Topoisomerase II-
a Humana foram utilizadas. Como controle para a acdo desses compostos, foi
utilizado 100 uM de etoposida.

No ensaio da atividade enzimética, a enzima foi incubada por 20 minutos a
37°C com 0.35 pg de DNA pBR322 em presenca ou em auséncia dos compostos,
nas quatro concentracdes citadas anteriormente, perfazendo um volume final de
50 uL, que foi completado com tampéo Tris 15 mM pH 7.0 (100 mM NacCl, 100
mM de KCI, 10 mM de MgCl, e 0,5 mM de ATP). O protocolo utilizado foi baseado
no kit da Invitrogen®.

A reacéo foi finalizada pelo acréscimo 10 uL da solug&o de parada (50% de
glicerol, 10 % de SDS) em presenca de azul de bromofenol. Em seguida, as
amostras da reacédo foram aplicadas em gel de agarose 1,0%, equilibrada com
tamp&o TAE pH 8.5 (40 mM Tris, 20 mM Acido Acético PA e 1 mM EDTA), por 1
hora a 40 V. ApGs a corrida, o gel foi revelado em solu¢do de Brometo de Etidio (5
mg/mL), lavado com agua destilada e fotografado sob luz ultravioleta com camera
digital.

A partir dos resultados obtidos, foram elaborados este trabalho e um artigo
que esta em fase de publicacgéo.
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5 RESULTADOS

Os doze compostos avaliados (Linhas 4 a 15) se mostraram inativos
qguanto a inibicdo da enzima DNA Topoisomerase IlI-a Humana nas concentracdes
5 uM, 50 uM e 70 uM (Figuras 6, 7 e 8, respectivamente). Em presenca desses
ligndides, nas referidas concentracdes e sob acdo da TOPO Il-a Humana, o DNA
assumiu um estado topoldgico relaxado. A molécula de DNA relaxada tende a
ocupar maior espaco e fica mais dificil sua translocacdo por entre os intersticios
do gel de agarose, logo esta molécula fica mais retida do que a forma de DNA
super helicoidizado positivamente. O controle positivo se mostrou eficiente (Linha
1), assim como o controle negativo (Linha 2) e o controle de acéo das substancias
testadas (Linha 3), apresentando atividades satisfatorias e viabilizando a
metologia dos testes nas duas concentracdes dos compostos.

Ligndides, 5uM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Linhas 9 10 11 12 13 14 15

™

Figura 6. Placa de eletroforese em gel de agarose 1% mostrando analise da atividade
inibitéria da TOPO llI-a pelos ligndides na concentracédo de 5 uM. Todas as linhas contém 0.35
pHg de pBR322 e 2.0 unidades da enzima Topoisomerase ll-a, com excecéo da Linha 1. Linha 1:
controle negativo (somente pBR322). Linha 2: controle positivo (pBR322 e topoisomerase Il-o).
Linha 3: etoposida (100 pM). Linha 4: lignana (composto 1) e Linhas 5-15: neolignanas
(compostos 2 a 12), a5 uM.
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Ligndides, 50pM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Linhas ORI 212 0135 114 15

Figura 7. Placa de eletroforese em gel de agarose 1% mostrando analise da atividade
inibitéria da TOPO Il-a pelos ligndides na concentracdo de 50 pM. Todas as linhas contém
0.35ug de pBR322 e 2.0 unidades da enzima Topoisomerase ll-a, com excecao da Linha 1. Linha
1: controle negativo (somente pBR322). Linha 2: controle positivo (pBR322 e topoisomerase ll-o).
Linha 3: etoposida (100 uM). Linha 4: lignana (composto 1) e Linhas 5-15: neolignanas
(compostos 2 a 12), a 50 puM.

Ligndides, 70uM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Linhas 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 8. Placa de eletroforese em gel de agarose 1% mostrando analise da atividade
inibitéria da TOPO Il-a pelos ligndides na concentracdo de 70 puM. Todas as linhas contém
0.35ug de pBR322 e 2.0 unidades da enzima Topoisomerase ll-a, com excecao da Linha 1. Linha
1: controle negativo (somente pBR322). Linha 2: controle positivo (pBR322 e topoisomerase Il-a).
Linha 3: etoposida (100 uM). Linha 4: lignana (composto 1) e Linhas 5-15: neolignanas
(compostos 2 a 12), a 70 uM.

Os compostos 1 (lignana) e 12 (neolignana) (Linhas 4 e 15,
respectivamente) apresentaram resultados positivos nas concentragcao de 90 pM
(Figura 9), sobre a atividade da Topoisomerase Il-a Humana, enquanto as
demais neolignanas, na mesma concentracdo, nao apresentaram atividade sobre
a referida enzima. Pode ser observado que os resultados referentes aos lignéides
1 e 12 séo semelhantes ao resultado apresentado pela etoposida, tomada como
controle de acdo das substancias (Linha 3).0 DNA super helicoidizado
positivamente migrou através do gel de agarose mais facilmente do que a forma
relaxada. Os controles positivo (Linha 1) e negativo (Linha 2) se mostraram
eficientes, apresentando atividades satisfatorias e viabilizando a metologia do
teste.
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Ligndides, 90uM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 9. Placa de eletroforese em gel de agarose 1% mostrando analise da atividade
inibitéria da TOPO Il-a pelos ligndides na concentracdo de 90 pM. Todas as linhas contém
0.35ug de pBR322 e 2.0 unidades da enzima Topoisomerase ll-a, com excecado da Linha 1. Linha
1: controle negativo (somente pBR322). Linha 2: controle positivo (pBR322 e topoisomerase Il-a).
Linha 3: etoposida (100 upM). Linha 4: lignana (composto 1) e Linhas 5-15: neolignanas
(compostos 2 a 12), a 90 uM.
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5 DISCUSSAO

O termo cancer € genericamente utilizado para representar um conjunto de
mais de 100 doencas, incluindo tumores malignos de diferentes localizacdes.
Importante causa de doengca e morte no Brasil, desde 2003, de acordo com o
INCA (Instituto Nacional do Céancer), as neoplasias malignas constituem a
segunda causa de morte na populacéo, representando quase 17% dos Obitos de
causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de Informacdes sobre
Mortalidade (SIM).

O cancer configura-se como um grande problema de saude publica tanto
nos paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, estando entre
as doencas que mais matam no mundo (BRASIL, 2010). O continuo crescimento
populacional, bem como seu envelhecimento, afetard de forma significativa o
impacto do cancer no mundo. Segundo recente relatério da Agéncia Internacional
para Pesquisa em Céancer (IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), o impacto
global do cancer mais que dobrou em 30 anos. O relatério estimou que, no ano de
2008, ocorreriam cerca de 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de
Obitos. A IARC/OMS estimou que, em 2008, metade dos casos novos e cerca de
dois tercos dos Obitos por cancer ocorreriam em paises de médio e baixo

desenvolvimento.

Segundo o INCA, a porcentagem de mortalidade por cancer aumentou, no

Brasil, no periodo de 2000 a 2007. Os dados podem ser visualizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Mortalidade proporcional ndo ajustada por céncer, Brasil, homens e mulheres,
entre 2000 e 2007.
Fonte: MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informacdo sobre Mortalidade — SIM, MP/Fundacédo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, MS/INCA/Conprev/Divisao de Informacao.

ANO PORCENTAGEM
2000 12,3
2001 12,6
2002 12,8
2003 13,0
2004 13,4
2005 14,2
2006 14,5
2007 14,8

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 serdo validas também para o
ano de 2011 e apontam para a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer
(BRASIL, 2010). Diante desse cenario, fica clara a necessidade de continuidade
em investimentos na descoberta e no desenvolvimento de novas drogas que

tenham agé&o sobre essa doenca.

Grandes esforcos tém sido feitos para encontrar tratamentos adequados
que possam eliminar as células tumorais, de preferéncia, sem agredir as células
saudaveis. A toxicidade e o alto custo das drogas quimioterapicas convencionais

despertaram o interesse para uso de produtos naturais no combate ao cancer.

Os lignéides compdem uma classe de produtos naturais que sédo derivados
do acido cindmico/alcool cinamilico/alil e propenil fendis. Essa familia vegetal esta
relacionada a uma enorme variedade de atividades biolégicas e farmacoldgicas
(WARD, 1995). Um exemplo dessa classe sao as podofilotoxinas (Figura 10), que
apresentam atividade antitumor ocasionada pela interferéncia que ocasionam na
divisao celular. Por essa enzima ser crucial para o processo de multiplicacdo da
célula, ela tem sido alvo de pesquisas para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento do cancer. Analogos e derivados da podofilotoxina continuam a ser
investigados em um esforgco para melhorar a atividade antitumoral da droga
etoposida (Figura 11) (BENDER et al., 2008). Uma grande variedade de
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derivados foram preparados. Alguns mostram que a promessa particular em

termos de atividade melhorou ou apresenta algumas vantagens. (WARD, 1995).

EHO

CH30 OCH3;
OCHg3;

Figura 10. Estrutura quimica da podofilotoxina.
Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Podophyllotoxin_acsv.svg

Figura 11. Estrutura quimica da etoposida.
Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Etoposide.jpg

Sabe-se que podofilotoxina inibe a mitose ligando os microtdbulos e
causando a parada do processo mitotico na metafase, ja seus derivados
etoposida e tenoposida sao inibidoras dda TOPO Il (WHITACRE et al.,, 1997;

LONG, 1992). Estas atuam estabilizando o complexo DNA-topoisomerase Il de tal
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forma que a conexdo das duas vertentes do DNA se torna impossivel apds a
guebra das fitas pela enzima (SALADINO et al., 2005).

Andlogos e derivados da podofilotoxina continuam a ser investigados em

um esforco para aperfeicoar a atividade clinica antitumoral da droga etoposida.

Uma vasta gama de derivados foi elaborada, tendo, alguns, mostrado

promessa particular em termos de melhora na atividade ou outras vantagens.

Trabalhos especificamente com lignanas e neolignanas naturais com
atividade em Topoisomerase Il Humana ainda nédo foram reportados. Através de
observacbes comparativas e visto a semelhanca estrutural com a lignana
(composto 1), as neolignanas (compostos 2-12) (ver Tabela 1, pag. 40) as
neolignanas também apontam como possiveis inibidoras de TOPO Il e, portanto,

como inibidoras de tumores.

Partindo da necessidade de desenvolvimento de drogas anticancer com
maior eficdcia, menor efeito adverso e custo mais baixo, o presente trabalho
buscou avaliar a bioatividade de substancias naturais isoladas de espécies

vegetais e seus derivados sobre a enzima DNA Topoisomerase Ill-a Humana.

No referido estudo, 12 compostos da classe dos lignéides derivados de
duas plantas da familia Lauraceae, Licaria aurea e Licaria chrysophylla, e alguns
derivados obtidos dos mesmos, foram avaliados quanto a sua capacidade
inibitdria sobre a enzima DNA Topoisomerase ll-a Humana. Os resultados
indicam que ndo h& correlacdo 6bvia entre as estruturas destes compostos e a

atividade inibitoria de DNA pBR322 pela Topoisomerase Il-a Humana.

O composto 1, denominado (2S,3S)-Dihidro-dehidrodiconiferil alcohol-3-(-
D-glycopiranosil)-hexaacetato, foi isolado de forma natural de Licaria chrysophylia,

mas precisou ser acetilado para consegui-lo puro (SILVA et al., 1989).

Os compostos 2-7 (BARBOSA-FILHO et al., 1987; BARBOSA-FILHO et al.,
1986; LOPES et al., 1986) foram isolados de Licaria chrysophylla.
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O composto 8 (BARBOSA-FILHO et al., 1989) foi isolado de Licaria aurea.
As estruturas quimicas foram deduzidas a partir de dados de RMN de *H, Infra-
vermelho (IV) e Ultra-violeta (UV), que indicam com clareza suas haturezas

benzofuréanica e furanica, respectivamente.

O composto 9 foi isolado de Licaria aurea e foi obtido através do tratamento
de grandisina com HCIO,4, HOAC, refluxo por 7 minutos (BARBOSA-FILHO et al.,
1998; BARBOSA-FILHO et al., 1989).

O composto 10 foi isolado de Licaria aurea e foi obtido a partir da oxidacao
de grandisina com KMnO,, KOH, a temperatura ambiente por 30 minutos
(BARBOSA-FILHO et al., 1998; BARBOSA-FILHO et al., 1989).

O composto 11 foi isolado de Licaria aurea e foi obtido a partir da reducdo
de grandisina com Na e NH3 (BARBOSA-FILHO et al., 1998; BARBOSA-FILHO et
al., 1989).

O composto 12 foi isolado de Licaria aurea e foi preparado a partir da
hidrogendlise da 7-hidroxineolignana (BARBOSA-FILHO et al., 1998; BARBOSA-
FILHO et al., 1989).

Foi utilizado como controle de acédo das substancias a etoposida, derivado
semi-sintético da lignana podofilotoxina, que apresenta papel importante no

tratamento clinico do cancer como potente agente quimioterapico.

Os compostos 1 e 12 apresentaram atividade inibitoria sobre a enzima
Topoisomerase llI-a Humana, ja os compostos 2 a 11 ndo forneceram o mesmo

resultado.

O composto 1 € uma lignana do tipo benzofuranica glicosilada e o
composto 12 €& um produto de reacdo da neolignana tetrahidrofuranica,
grandisina. Este produto de reacdo € uma neolignana do tipo diarilbutano. Nao ha
semelhancas estruturais entre 0os dois compostos que possam explicar ou, ao
menos, sugerir a razao para a atividade inibitéria positiva. Quando as substancias
ensaiadas (compostos 1 e 12) sdo comparadas aos padrbes podofiloxina (Figura
10), uma lignana do tipo ariltetralina, e etoposida (Figura 11), também uma
lignana do tipo ariltetralina, s6 que glicosilada, a Unica relacdo existente € que
todos pertencem a classe dos lignoides, sendo o composto 1 e os padrdes,

lignanas, e o composto 12, uma neolignana. Esses resultados séo interessantes,
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pois esses dois compostos apresentaram atividade em concentracdo (90 pM)
menor que a do seu controle (etoposida, 100 uM), indicando, portanto, maior
poder de atividade na inibicdo da Topoisomerase IlI-a Humana. Além disso, ndo
ha relato na literatura, até o presente momento, de neolignanas (naturais ou

derivadas) com atividade antitopoisomerase. Esse trabalho apresenta a primeir
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Concluséo
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6 CONCLUSAO

Com o crescente numero de pacientes portadores de cancer no mundo e
diante dos altos custos dos tratamentos antitumorais, além dos diversos efeitos
colaterais ocasionados pelos medicamentos atualmente utilizados na clinica, fica
evidente a necessidade de se desenvolver medicamentos mais especificos contra
as células cancerigenas e que tenham um menor custo para o paciente. O uso de

produtos naturais € uma alternativa valiosa para tal.

Diante do fato de dois dos principais farmacos usados na clinica
antitumoral atualmente e que tém a DNA Topoisomerase |I-a Humana como alvo
terapéutico - a etoposida e a tenoposida, serem derivados de fontes vegetais e

pertencentes a classe dos lignéides, optou-se pelo estudo dessa classe.

Dos 12 lignéides testados nas concentragbes 5, 50, 70 e 90 uM, dois
mostraram efeito inibitério sobre a atividade da enzima DNA Topoisomerase ll-a
Humana. O efeito positivo se deu na ultima concentracdo testada. Estas
substancias sao (2S,3S)-Dihidro-dehidrodiconiferil alcool-3-(B-D-glicopiranosil)-
hexaacetate e 1,4-Bis-(3, 4,5-trimetoxifenil)-2,3-dimetilbutano. Os resultados
indicam que ndo h& correlacdo 6ébvia entre as estruturas destes compostos e a
atividade inibitéria de DNA pBR322 pela Topoisomerase IlI-a Humana. O
composto (2S,3S)-Dihidro-dehidrodiconiferil alcool-3-(B-D-glicopiranosil)-
hexaacetato é uma lignana que ndo tem semelhanca com a podofilotoxina, como
os demais compostos relatados na literatura, e o composto 1,4-Bis-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2,3-dimetilbutano € a Unica neolignana relatada na literatura, até o
momento, com atividade antitopoisomerase. Os resultados indicam que estes dois
compostos apresentam maior poder de atividade na inibicdo da Topoisomerase II-

a Humana do que o padrao etoposida utilizado nas experiéncias.

Pretende-se, em trabalhos futuros, avaliar o efeito destes dois compostos
que apresentaram resultado positivo frente a inibicdo da DNA Topoisomerase |l-a
Humana em culturas de células neoplasicas. Demais estudos com a referida

enzima serao realizados, futuramente, ao nivel de Doutorado.
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Esse e outros estudos incentivam a continuidade da busca por novos
compostos naturais, semi-sintéticos ou sintéticos capazes de inibir a
Topoisomerase Il e que tenham toxicidade toleravel a ponto de serem utilizadas

na terapéutica.
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