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BSIMO

A descoberta de novas drogas (produtos natunais ¢ substdnedas sinteticas) eom ati
yidade antinecplastica vem sende dificultada devido ao teste de Laboratoric "in vive",
lptou-se, entac por wsah para trlagem dessas drogas antitumonadls a cultuna de cedfula
wana neoplastica cultivada de wmode continue: a finhagem de cebula Hela denivada porGey
fun cancinoma uternino humano. Fod utilizada uma cultuna de celula estacionaria, dilul
it 0-20 mog/ml (conteudo pretedico cefwdan, sequnde tecnica de Ouama ¢ Eagle)em medio basal.
it Fagle com 10% de sono de vitelo, acnescddo de penicilina 100 unidades/ml, estreptomi
wna 100 meg/ml ¢ fungdzon 5 meg/ml. A essa culfura adicdonou-se o materdial a sen tes
lado om doses compreendidas entre 0,001 meg/m€ a 100 weg/mb. Apas 72 horas, 04 resulita

compatade «o controle). O numence de experdimentos foram constantes para  wma mesma
Moge. Fonam testadas 1§ substancdas sintéticas ¢ 16 produtos naturals.Consideraram-se
ativas as amoestras com DI 50540 meg/iml para produtos naturadis e com DT 50<8 meg/mb para
ibstaneias sinteticas devido a menon sensibilidade da neferida £inhagem cefulan em e

0 "National Cancer Institute' (NCI) vem desde os anos 60 utilizando testes 'in
Jitro'' para a selecao de agentes antitumorais provenientes de plantas. A linhagem de

elula usada para esse fim &€ a KB de Eagle (Eagle, 1955).
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De todos os agentes antitumorais de extratos brutos de plantas agora em desemi:
vimento ou em avaliacao clinica (taxol, elipticina, maytansina, talicarpina) soment
N-oxido indicina teria sido descoberto utilizando-se wunicamente o screening "in viw
(Perdue, 1982), os outros teriam sido detectados através de ''screening'' em KB,

Numerosas sao as vantagens de se utilizarum teste "in vitro' comoum pré-'screenin

destes agentes antitumorais, como o custo inferior, a exigéncia de menor quantidade dé

material e menos dispendio de tempo.

No Brasil, temos varios grupos trabalhande na area de produtos naturais, que evel
tualmente, teriam a necessidade de empregar um teste para se verificar as  atividades
quimioterapéuticas e mais especificamente antitumorais, dessas substdncias.

Este teste ''in vitro', usando cultura de celula KB, € mais sensivel a maioria dos
agentes tumorais de extratos de plantas que muitos testes ''in vivo''. E o NCI ate I18il
ja havia testado, dessa forma 114.045 extratos vegetais (Suffness & Douros, 1982),

Nao havendo disponibilidade desta linhagem celular, desenvolvemos o teste cond
linhagem de célula Hela (Gey et al., 1952), derivada de carcinoma uterino humano. kag
tados similares quanto a positividade mas variando a ordem de grandeza quando comparade

aos da linhagem KB, ja foram observados por (Bramrilia et al., 1970).

MATERIAL E METODOS

A linhagem de célula Hela, foi nos fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz,

Baseando nos trabalhos de ''screening'' desenvolvidos pelo NCI com a Tinhagem celi
lar KB (Geran et al., 1972) e nas suas atualizagoes (Instruction 14, ]980),utilizmm§€
mesma metodologia introduzindo como modificacao o emprego da 1inhagem celular Hela,

A cultura de células estacionarias € cultivada em meio basal de Eagle e adicionad
de 10% de soro de vitelo, contendo penicilina 100 u/ml, estreptomicina 100 meg/ml cone
centragac sugerida por (Bird & Forrester, 1981) e amphotericin B (fungizon) Smcg/ml (con
centragao dentro do limite aceitavel segundo Fogh, 1973).

Na determinacac do experimento levou-se em conta que:

1) Cada material a ser testado deveria apresentar de 3 a 5 niveis de doses dife«

rentes;

2) Cada dose deveria ser utilizada em duplicata;

3) Cada material a ser testado, deveria possuir o seu respectivo controle.

0s materiais para teste, tanto os produtos naturais como os sintéticos  deverim
apresentar uma solugao clara ou uma suspensao homogénea. Estes materiais foram escﬂ@
dos ao acaso, baseados somente na suspeita de atividade antineoplastica. Alguns deles
foram inclusive estudados em nosso laboratorio como inibidores de crescimento de outres
tipos de tumores experimentais ''in vivo'', como leucemia L 1210 e carcinoma de Ehrlich.

0s veiculos usados para diluicac do material teste foram os aprovados pelo NCI. &
quantidade do material teste e o velculo foi uniforme no experimento nac excedendo
até 5% do volume total. 0 volume total € de 4 ml. As doses testadas situaram-se, @
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ral, entre 0,001 e 100 mcg/m] de cada droga.

Para iniciar o experimento, a uma suspensao de células de 0-20 mcg/ml conteddo pro
tlco celular determinado sequndo a técnica de (Oyama & Eagle, 1956), adicionou-se o ma
irial a ser testado na concentracao desejada. Con;omitantemente foram feitos os contro
5 ¢ 05 padroes.

Apds 72 horas, foi feita uma analise proteica (Oyama & Eagle, 1956) dos tubos tes
5, controles e de 3 padroes. Todos comparados a curva padrao de albumina bovina.

0s produtos em analise foram testados no minimo 3 vezes.

0s resultados saoc expressos com a dose que inibiu o crescimento em 50% (DI EU)COE

grado ao controle, através da seguinte formula:

Protelna final - Proteina final
¥lo= controle tratado x 100
(porcentagem Proteina final - Proteina inicial
de inibicao) controle controle

A DI 50 e calculada graficamente numa curva de porcentagem de inibicao (%2 1) na
icissa versus o logaritimo da dose, na ordenada em papel semi-log.

Foram considerados ativos os produtos naturais que tiveram uma DI 50 £ 60 mch/ml
pprimeiro teste e uma DI £ 40 mcg/ml no sequnde e na confirmagao.Para substancias sin
f:kaa no primeiro teste considerou-se ativas aquelas que apresentaram DI 50£12meg/ml

0 sequndo e na confirmacao uma DI 5028 mcq/ml.

:_: TADOS

Foram testadas 18 substancias sintéticas, sendo que 4 mostraram-se ativas:3-2-di-

ﬁ oxi-3carboxi-2 (gama dimetil-alil)-1 indanona, cloridrato de olivacina, 1,4-pafto -
jinona, 2 metoxi-1,4 naftoquinona.
Na tabela 1, estaoc apresentados estes resultados.

Foram testados 16 extratos de produtos naturais, sendo que 2 mostraram atividade:

f]aﬁa caracasana e Croton cajucara Benth. A tabela 2 resume estes resultados.

SCUSSAO

Numerosas drogas apresentam uma seletiva toxicidade letal a células tumorais quan
b comparadas a células normais.Muitas delas foram descobertas pelo metodo de 'screening'
gste fato tem contribufdo para que se convenca da utilidade deste método na descober-
i de novas drogas {(Schabel, 1972).

Observa-se ainda que a descoberta de produtos como a vinblastina, wvincristina e

plofilotoxina e todos os 9 agentes antitumorais originarios de plantas, agora em desen

ad
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volvimento ou em avaliagdo clfnica € atribuida a testes "in vitro' utilizando-se extg
tos atives em KB, pois segundo Perdue (1982), somente o N- dxido indicina teriasido d
coberto por teste "'in vivo'',

Usando uma eqiiivaléncia a este teste, como um pré-''screening' de testes animl
porém com a |inhagem de célula Hela, consequimos resultados bastante satisfatdrios.

Ampliamos a DI 50, ou melhor duplicamo-la, pois (Bramrilla et al., 1970), mostrs
ram uma difernca de sensibilidade das duas linhagens, sem no entanto deixarem de corre
ponder entre si., Esta menor sensibilidade das células Hela, também foi 0bsenmday;
(Tew et al., 1983) onde o estradiol nao se mostra toxico, por estas celulas nao apresy
tarem receptores aos mesmos, enquanto gue o estramustine (derivado esterdide N-mustard
€ citotoxico para Hela.

Alguns dos materiais testados ja haviam sido experimentados ''in vivo'' em nossols
boratoric, em ocutros tipos de tumores implantados em animais.

Dentre 18 substincias sintéticas, temos 9 casos que sdo: 7 verdadeiros negative

"in vitro'' e inativo "in vivo'), 1 verdadeiro positivo (ativo "in vitro' eatl

(inative
vo in vive'') e 1 falso positive (ativo "in vitro' e inativo "in vivo').

0 alcaléide olivacina, que foi ativo tanto "in vitro'' como 'in vivo' em leucenls
linféide L 1210 (25 mg/kqg) (Sampaio & Oliveira, 1974), foi usado na forma de derivad
pois parece haver uma melhora em sua atuacao, possivelmente por modificar sua solubilf
dade.

Também foi observado atividade da olivacina (de 5 a 450 mcg/ml) noutro teste i
vitro' utilizando o metodo Di Paolo modificado (Sampaio et al., 1984).

A 3,2-dihidroxi-3-carboxi-2-(gama dimetil-alil)-1-indanona, foi ativa "in vitr
entretanto mostrou-se inativa contra o carcinosarcoma de Walker 256 (150 mg/kg) (em ré
sultados nao publicados de nosso laboratorio).

Dentre as triazinas, somente a 2,k-diamino-1,2-dihidro-1-(3-metil-fenil)-6,6-din
til-triazina cloridrato nao foi testada em carcinosarcoma de Walker 256 em nosso | abor
toric, obtendo-se com as outras os mesmos resultados que ''in vitro' ou seja,todas h‘-
inativas. (Tounsend et al., 1982) mostra que a permeabilidade da membrana parece serg
parametro determinante no transporte de triazinatos apos a injegao.

Das drogas; o sal de hexaminium do acido 3-bromo-metil-b-propoxi-benzoico,osal f
hexaminium do acido 3-bromo-metil-b-amiloxi-benzoice e o acido-3-(Br-meteno) p-toluic
foram também testados em nosso laboratorio em carcinoma de Ehrlich, demonstrando Inatl
vos nas doses 60mg/kg, 60 mg/kg e 20 mg/kg respectivamente.

Algumas naftoquinonas, apresentaram atividade quando testadas em leucemia P 3
(0Oliveira et al., 1978). Em nhosso trabalho duas amosfras desta classe de substancia

:
entre as trés testadas, também apresentaram atividade,

Dentre os produtos naturais estudados, 11 podem ser comparados com testes''inviw'
sendo 10 verdadeiros falsos (inativo "in vitro', inativo "in vivo') e 1 verdadeiro posl
tivo (ativo “in vitro' e ativo "in vive'').

A Serjania caracasana, o verdadeiro positivo, apresentou atividade emcarcinoma g

Ehrlich (30 mg/kg) e também no método Di Paolo modificado até 50 ug/ml (Sampaio etaly,
316 Cruz etal



1984) em concordancia com os nossos resultados.

As Vellozias piresiana e caput (400 mg/kg) e a sipunculéidea (100 mg/kg) foramto-
xicas para camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich. As Vellozias supracitadas
(500 mcg/m1) foram ativas no método Di Paclo modificado (Sampaio et al., 1984),sendo ina
tivas em nossos resultados. Merecem entretanto, maiores pesquisas, uma vez que se sabe
que essas plantas contém lignanas e entre elas alguns anticancerigenos como podofiloto-
xina.

0 Maytenus ilicifolium foi inativo em nosso trabalho e em sarcoma 180 (resultados
nzo publicados), quando injetado em camundongos portadores desta neoplasia, na dose de
koo mg/kg.

A Leucaena glauca, Chlorophora tinctoria, cafe verde (400 mg/kgeSwartzia acumina
ta (100 mg/kg) foram testadas em carcinoma de Walker 256, sendo inativas tal qual emnos
s0s resultados.

Ha, hoje grande preocupacao em usar sistemas ''in vitro'' para auxiliar no tratamen
to cdncer humano (Tweit et al., 1982; Poste, 1982; Sutherland et al., 1983). Ha portan
to a necessidade de se acelerar os processos basicos para encontrar estes quimioterapi-
s, ou seja um 'pré-screening'' para se determinar que substancias deveriam ser encami-
nhadas para o teste "in vive' e continuar estas pesquisas e desenvolvimento de  novos
agentes antineoplasicos.

Sugerimos aqui o ''pré-screening'' com célula Hela que nos pareceu util, pois seus
resul tados correspondem ao da célula KB.

0 "KB-screening' continua sendo utilizado no NCI para a determinagao da atividade
de extratos de plantas, o mesmo pretendemos fazer em futuro proximo, para trabalhos com
parativos.

Gostariamos de observar que o efeito de se usar pre-''screening'' de produtes fer -
mentados com atividade antineoplastica, no NCI, para descobrir novas drogas anti-cancer
reduziu o nimerc de testes 'in vivo' em 83% e, além desse aspecto, se observou um custo
inferior de elaboracao, permitindo uma identificacac mais rapida de substancias ativas
(Suffness & Douros, 1982), que € o objetivo de todos que trabalham neste campo de pes -
quisas.

A utilizacac do pré-''screening'' demonstra-se particularmente (atil, se associarmos
05 2 metodos ''in vitro'' e "in vivo', pois ganha-se tempo com maior probabilidade de su-
cesso. Num extrato de produto natural sugere-se iniciar com um pré-''screening'' "in vi
tro'', sendo depois encaminhado para testes ''in vivo', que iria sugerir o fracionamento

deste, com ajuda de testes ''in vitro' que periodicamente seriam confirmadas suas ativi-

dades "'in vivo'.
SUMMARY
Sereening has been and continues Zo be the most useful and preductive method of

detecting antitumor agents. "In vitre" assay 45 Less expensive and require  Less test
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material and time. The antitumorn assay for scheening plants extracts sdnce 1960,by NI
(National Cancen Institute] has been s8ightly modified. 1% has been used Hela coll

(cetl Line derdived grom human carcinoma o4 nasopharnynx). Hela cefls were cultivated o
Eagfe's basal medium plus 10% senum added of antibioctics:  penielflin 100 units/mk,
strneptomyein 100 meg/mf and amphotericin 5 meg/ml. To a déifute stock cells of 10 - 0
meg/mé (protein values acconding to methed of Oyama and Eagle) in complete media
Adimultancously added test matenial (range concentration 1-100 meg/ml) Test materialwete
elther synthetics on natural products.

Total volume was approximately 4 mb. Also a blank and control was dene. After il
houns was conducted a protein analysis of tesits, conthof and at Least  three  profelt
standand and media blank fubes. Results were expressed as the dose that inkhibts ghouth
to 50% of control growth (ED 50). The ciifernia of activity horn synthetics was an
50512 meg/mb on the finst test and an ED 5054 wmeg/ml on the second — and  condiwetion
tests; and forn natural products wene an ED 50260 meg/ml on the finst test and an ED 50¢
40 meg/ml on the second and confimation Tests.
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