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Uma revisdo das atividades biologicas da trans-desidrocrotonina,
um produto natural obtido de Croton cajucara
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RESUMO: Croton cajucara Beth (Euphorbiaceae) uma espécie medicinal nativa da regido
Amazénica do Brasil, onde é vulgarmente conhecida como ‘sacaca’, representa um recurso
terapéutico eficaz no tratamento e cura de varias doencas. O metabdlito majoritario trans-
desidrocrotonina (DCTN), isolado das cascas do caule desta planta, encontra-se correlacionado
com grande parte das propriedades medicinais da sacaca. Este artigo de revisdo, descreve 0s
resultados fitoquimicos e farmacoldgicos que foram realizados com o diterpeno do tipo clerodano
DCTN, bem como seus derivados semi-sintéticos. Adicionalmente, apresenta perspectivas para a
biodisponibilizagdo deste protétipo de farmaco em nanosistemas.

Unitermos: Croton cajucara, trans-desidrocrotonina, DCTN, fitoquimica, atividade bioldgica,
nanobiotecnologia.

ABSTRACT: “A review of the biologic activities of trans-dehydrocrotonin, a natural product
obtained from Croton cajucara”. Croton cajucara Beth (Euphorbiaceae) is a plant found in the
Amazonian Region of North Brazil, where it is popularly known as sacaca. The major secondary
metabolite, trans-dehydrocrotonin (DCTN) a clerodane-type diterpene, isolated from the stem
bark is a chief bioactive compound of Croton cajucara. This review describes results of extensive
pharmacological studies of DCTN, as well as its semi-synthetic derivatives, and also presents insights
into the use of DCTN as a therapeutic agent and some potential advantages of its incorporation in

drug delivery systems.
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INTRODUCAO

Plantas tém sido tradicionalmente utilizadas
por populacbes em todos os continentes no controle de
diversas doencas e pragas, sendo reconhecidas mais de
13.000 espécies que sdao mundialmente consumidas como
farmacos ou fonte de fArmacos (Simdes et al., 2004).

Dentre as familias de plantas medicinais
destaca-se a Euphorbiaceae, que possui mais de 8.000
espécies amplamente distribuidas em regides tropicais e
temperadas de todo o mundo. Apesar desta familia ser
amplamente distribuida na regido Amazénica, algumas
de suas espécies nunca foram estudadas do ponto de
vista quimico e muitas outras ndo foram classificadas. O
género Croton, de acordo com Pax e Hoffman (1931),
pertence a subfamilia Crotonoideae, sendo uma das mais
numerosas Euphorbiaceae. No Brasil ha mais de 300 das
cerca de 700 espécies desse género, a maioria delas com
propriedades quimicas e/ou farmacolégicas conhecidas.

* E-mail: mammaciel@hotmail.com

trans-dehydrocrotonin,

phytochemistry, biologic activities,

O género Croton tem representantes tanto medicinais,
quanto toxicos; uma das espécies mais conhecidas
no Norte do Brasil é o Croton cajucara, vulgarmente
conhecido por sacaca (termo correspondente a feitico, na
lingua Tupi) (Abreu et al., 2001).

No estado do Pard, as folhas e cascas do caule
do Croton cajucara sédo utilizadas na forma de cha ou
pilula, no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre,
problemas estomacais, inflamagdo do figado, rins,
vesicula e no controle de indices elevados de colesterol.
A sacaca também é comercializada em farméacias de
manipulagéo e, neste caso, 0 p6 das cascas do caule é
vendido em capsulas (concentragdo aproximada de 250
mg). As folhas sdo comercializadas em feiras livres da
cidade de Belém-PA, para distrbios do figado e auxilia
na digestdo, principalmente apds ingestdo de alimentagéo
ricaem gorduras. O p6 das folhas é vendido com indicacédo
hepatoprotetora, para tratamento do diabetes e em dietas
de emagrecimento (Maciel et al., 1998a; Maciel et al.,
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2002a; Veiga Jr. et al., 2005).

Estudos fitoquimicos foram realizados com
grandes quantidades de folhas e cascas do caule (partes
utilizadas na medicina popular) de arvores variando entre
1%,-6 anos de idade, buscando o isolamento de substancias
majoritarias que pudessem vir a ter representatividade em
testes bioldgicos. Estes estudos mostraram que as cascas
do caule sdo ricas em diterpenos do tipo clerodano, tendo
sido isolados: trans-desidrocrotonina (DCTN), trans-
crotonina (CTN), cis-cajucarina B, trans-cajucarina
B, cajucarina A, cajucarinolida, isocajucarinolida,
isosacacarina e o triterpeno acido acetilaleuritolico
(AAA) (Maciel et al., 1998b; Maciel et al., 2003).

Dentre os terpendides isolados, a DCTN
(Figura 1) foi o componente majoritario isolado
(Maciel et al., 1998a,b) com um rendimento incomum
(em se tratando de produto natural) de 1,4%. Este 19-
nor-clerodano mostrou correlagdo com grande parte
das propriedades farmacoldgicas do Croton cajucara,
tendo sido comprovado as seguintes  atividades:
hipoglicémica (Farias et al., 1997; Silva et al., 2001a),
hipolipidémica (Silva et al., 2001a,b,c; Bighetti et al.,
2004), antigenotoxica (Agner et al., 1999; Agner et al.,
2001), antiulcerogénica (Rodriguez et al., 2004; Souza-
Brito et al., 1998; Hiruma-Lima et al., 1999; Melo et

al., 2003; Maciel et al., 2000), antitumoral (Maciel
et al., 2000; Grynberg et al., 1999; Melo et al., 2004),
antiinflamatéria e antinociceptiva (Maciel et al., 2002a;
Carvalho et al., 1996), antiestrogénica (Luna Costa et al.,
1999) e cardiovascular (Silva et al., 2005). Atualmente, a
partir de modificagdes quimicas da molécula de DCTN
estdo sendo desenvolvidos estudos que objetivam a
avaliacdo da relacdo estrutura/atividade bioldgica (Melo
et al., 2003; Maciel et al., 2000; Grynberg et al., 1999;
Melo et al., 2004; Anazetti et al., 2003; Anazetti et al.,
2004; Melo et al., 2001).

Este artigo apresenta uma revisdo das diversas
atividades bioldgicas da DCTN, destacando o seu
potencial farmacol6gico no tratamento e/ou cura de varias
doengas, bem como de seus derivados semi-sintéticos.
Focaliza ainda, algumas vantagens do desenvolvimento
de formulagBes farmacéuticas na liberacdo controlada
de substancias naturais, que poderdo vir a ser utilizadas
como farmacos.

Estudos farmacoldgicos da DCTN
Atividade hipoglicémica

o} tratamento com DCTN promoveu

CJCR

ICJCR

Figura 1. Clerodanos isolados de Croton cajucara.
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hipoglicemia em ratos Wistar machos portadores do
diabetes induzido por aloxano (Farias et al., 1997). Doses
diferentes de DCTN (25 e 50 mg/kg) foram administradas
por via oral uma hora antes (tratamento preventivo), 24 e
48 h depois da administragdo de aloxano (150 mg/kg, s.c.;
fase estabelecida do diabetes), por trés dias consecutivos.
A glibenclamida, um farmaco recomendado atualmente
na terapia do diabetes, foi utilizado como referéncia (2
mg/kg, v.0.). O efeito hipoglicemiante da DCTN foi
evidenciado em ambas as doses, com reducédo dos niveis
de glicose mais acentuada na concentracéo de 50 mg/kg.
A resposta foi tempo-dependente com diminuicao de 36,
50 e 53%, nos tempos de 1, 3 e 5 h apds o tratamento,
respectivamente. A DCTN também reduziu os niveis
sanguineos de glicose em animais hiperglicémicos, sem
provocar hipoglicemia como observado com o tratamento
com a glibenclamida. Este fato constitui, portanto, uma
vantagem terapéutica no controle do diabetes, visto que a
hipoglicemia provocada pela glibenclamida em pacientes
diabéticos é um fator de risco (Farias et al., 1997).

A acdo hipoglicemiante da DCTN foi também
avaliada em modelo de diabetes experimental induzida
em ratos Wistar machos por uma Unica injecdo
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) na dose de
60 mg/kg (Silva et al., 2001a). Na primeira fase do
experimento, realizou-se um pré-tratamento com DCTN
(50 mg/kg v.0.) 1 h antes da indugdo com STZ, tendo
sido utilizado a aminoguanidina (50 mg/kg, i.p.) como
farmaco de referéncia. Na segunda fase do experimento,
0 efeito terapéutico da DCTN (50 mg/kg, v.0.) foi
verificado na fase do diabetes estabelecido (48 h apds
inducdo com STZ). A DCTN demonstrou maior eficacia
no regime de pré-tratamento com reducdo significativa
da hiperglicemia de 58, 56 e 61% ap0s 24, 48 e 72 h,
respectivamente. O efeito hipoglicemiante da DCTN foi
semelhante aquele apresentado pela aminoguanidina,
farmaco conhecido como inibidor da 6xido nitrico sintase
com propriedades antioxidante e antiradicais livres. O
tratamento dos animais com a DCTN, na fase do diabetes
estabelecido, promoveu uma reducéo significativa, porém
transitoria, da hiperglicemia 3 h apds a administracéo do
farmaco.

Atividade hipolipidémica

O efeito hipolipidémico da DCTN na reducéo
dos niveis séricos de triglicerideos e colesterol (Silva
et al., 2001a) foi avaliado em ratos Wistar apés inducéao
de hipertrigliceremia com etanol a 26% (1 mL/kg).
A DCTN na dose de 50 mg/kg (v.0.) promoveu uma
diminuicdo de 37% na taxa de triglicerideos, além de
reduzir significativamente os niveis de colesterol. Esse
efeito hipogliceridémico apresenta uma grande vantagem
no tratamento de pacientes diabéticos nao-insulina
dependentes (diabetes tipo I1), cujo metabolismo lipidico
encontra-se alterado com aumento na mobilizacdo
de triglicerideos e liberagdo de éacidos graxos ndo-

esterificados do tecido adiposo para a corrente sanguinea
(Melo et al., 2004).

Outro estudo avaliou a atividade da DCTN
apo6s inducdo da hipercolesterolemia e hipertriglicemia
por Triton WR 1339 (tyloxapol) (400 mg/kg, i.p.) em
ratos. Apo6s tratamento oral com DCTN (25 e 50 mg/
kg) e gemfibrozil (100 mg/kg) observou-se, apds 24 h,
uma reducdo significativa do nivel total de colesterol
em aproximadamente 40 e 52%, respectivamente.
Apo6s 48 h, a reducédo correspondente foi de 39 e 28%,
respectivamente. No entanto, o gemfibrozil (100 mg/
kg) causou diminui¢do de 35% em 24 h e 46% em 48 h.
Além disso, constatou-se uma atividade mais efetiva do
gemfibrozil na reducéo dos niveis de triglicerideos (Silva
et al.,, 2001b). Este efeito também foi investigado em
ratos alimentados com dieta de gordura por um periodo
de duas semanas. A DCTN (apo6s 4 h da alimentacéo) foi
administrada oralmente uma vez ao dia, nas doses de 25
e 50 mg/kg. Este farmaco diminuiu o colesterol total e 0s
niveis de triglicerideos em 20 e 30% na dose 25 mg/kg,
e houve diminuicéo de 50 e 51% na dose 50 mg/kg. Ao
término do experimento, um aumento de 30% no peso
dos animais foi observado para o grupo nao tratado com
DCTN (Silva et al., 2001c).

Recentemente,  avaliou-se a  atividade
hipolipidémica da DCTN utilizando ratos geneticamente
modificados. Estes modelos simularam dois tipos de
hiperlipidemia da genética humana. O tratamento oral
com DCTN (100 mg/kg) durante 25 dias ndo apresentou
resultados significativos na reducdo de lipideos
séricos. Embora varios estudos comprovem a atividade
hipolipidémica da DCTN (Silva et al., 2001a,b,c;
Bighetti et al., 2004), o efeito hipolipidémico desta droga
pode estar relacionado as causas de hiperlipidemia nao
genética (Bighetti et al., 2004).

Atividade antigenotoxica

Fatores naturais e artificiais podem estar
envolvidos com o aparecimento de mutagBes e
desenvolvimento de céncer. A antigenotoxicidade da
DCTN foi comprovada em células da medula 6ssea
de camundongos Swiss in vivo, submetidos a um
tratamento agudo pela via intraperitoneal, pelos seguintes
parametros: microntcleos, aberrages cromossdmicas e
indice mitotico, nas doses equivalentes a 25, 50 e 75% da
DL, (Agner et al., 1999) previamente determinada em
camundongos (555 mg/kg, v.0.) (Carvalho et al., 1996).

Em outro estudo, a acdo antigenotdxica da
DCTN foi confirmada nas mesmas doses e parametros
do estudo anterior, avaliando a diferenga relacionada
as duas vias de administragdo: oral e intraperitoneal.
A ciclofosfamida (10 mg/kg, i.p.) foi utilizada como
controle positivo devido a sua forte agdo clastogénica.
Os resultados mostraram antimutagenicidade nas doses
de 50 e 75% da DL, quando comparados aos da
ciclofosfamida. No entanto, a dose de 25% da DL, s0
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foi efetiva pelos métodos de micronicleos e aberragdes
cromossdmicas na administracdo oral. Baseado nestas
observagdes pdde-se concluir que a via oral é a mais
adequada para administracdo da DCTN. Isto é relevante,
pois esta é a via de uso popular do Croton cajucara
(Agner et al., 2001).

Atividade antiulcerogénica

A atividade antiulcerogénica da DCTN foi
avaliada em quatro modelos de inducdo de lesdes
gastricas (Ulcera de Shay, restricdo hipotérmica, inducéao
por etanol e inducdo por indometacina) em ratos. A
dose aguda de DCTN foi de 100 mg/kg, por via oral,
em todos os modelos. No modelo da Glcera de Shay, a
DCTN apresentou importante atividade anti-secretora
na protecdo da mucosa gastrica. No ensaio de restricdo
hipotérmica, a DCTN protegeu efetivamente a mucosa
(semelhante a cimetidina) (Rodriguez et al., 2004;
Souza-Brito et al., 1998; Maciel et al., 2000). Do mesmo
modo, apresentou atividade gastroprotetora contra o
efeito agressivo do etanol. Porém, no ensaio de indugéo
de Ulcera pela indometacina, a DCTN n&o produziu uma
reducdo significante ao dano causado por este inibidor da
sintese de prostaglandinas, tendo sido constatado que o
efeito antiulcerogénico néo esta relacionado com a sintese
ou retencdo de muco, e sim por um possivel aumento na
producdo de prostaglandinas (Rodriguez et al., 2004).

Estudos posteriores, envolvendo 0s mecanismos
de acdo da atividade antiulcerogénica da DCTN,
comprovaram que este produto natural tem um excelente
efeito preventivo em Ulceras gastricas: suprime
eficazmente a secre¢do acida, age como antagonista nao
competitivo dos receptores envolvidos na secrecdo acida
do estbmago e protege a mucosa gastrica por um aumento
de prostaglandinas (PGE,) (Hiruma-Lima et al., 1999;
Melo et al., 2003).

A atividade antiulcerogénica foi também
comprovada, para o 19-nor-clerodano trans-crotonina,
que difere da DCTN apenas pela auséncia da insaturacao
A3*do anel A do sistema decalinico, bem como para o éleo
fixo das cascas do caule do Croton cajucara (Almeida et
al., 2003; Hiruma-Lima et al., 2000; Hiruma-Lima et al.,
2002). Como os clerodados CTN, cis-cajuarina B e trans-
cajuarina B foram evidenciados em baixos percentuais,
neste dleo, (Souza et al., 2006) deve existir uma acédo
conjunta destes clerodanos para o efeito gastroprotetor
deste 6leo.

Atividades antinflamatoria e antinociceptiva

O efeito antiinflamatério da DCTN foi avaliado
utilizando-se os métodos de edema de pata (induzido
por carragenina) e granuloma (causado por pellet
de algoddo em ratos) e o efeito antinociceptivo, por
inducdo de contragGes (com acido acético) e por teste de
termossensibilidade.
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Ainducdo do edema de pata pela carragenina (em
ratos) foi realizada trinta minutos ap6s a administracéo
intraperitoneal de DCTN (50 mg/kg); 0,1 mL (100 ug)
de carragenina foi injetado na pata esquerda e 0,1 mL
de solucdo salina na pata direita. Os resultados foram
obtidos medindo-se a diferenca de volume de ambas as
patas. A indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi utilizada como
farmaco de referéncia para atividade antiinflamatoria. A
administracdo da DCTN antes da inducdo da inflamacéo,
inibiu a formacdo de edema em 38, 35 e 38% na primeira,
segunda, e terceirahora, respectivamente. Aindometacina,
na terceira hora, inibiu o0 edema em 43%. No granuloma,
4 pellets (pesando 160 mg) foram esterilizados e
implantados subcutaneamente no abdémen dos animais
em quatro posicOes simétricas. Durante 6 dias, 0s
diferentes grupos de animais foram tratados oralmente
com 0,5 mL de veiculo (grupo controle), dexametasona
0,5 mg/kg, DCTN 50 e 200 mg/kg. No 7° dia, 0s animais
foram sacrificados e os tecidos granulomatosos foram
removidos. Os pellets foram secados a 60 °C e pesados.
A administracdo diaria de 50 e 200 mg/kg de DCTN,
neste modelo, mostrou no sétimo dia, uma inibicdo da
inflamacdo em 11 e 49%, respectivamente (Carvalho et
al., 1996).

Para a avaliagdo da atividade antinociceptiva da
DCTN na indugdo de contrages com &cido acético, os
grupos de animais (ratos) foram tratados oralmente com
DCTN nas doses de 10, 20, 50 e 100 mg/kg, 30 min antes
da injecdo intraperitoneal da solugdo de &cido acético
0,6% (0,25 mL/kg). O nimero de contragdes musculares
foi contado durante 20 min, iniciando-se no 5° minuto
apos a indugdo da dor. A administracdo oral de DCTN
inibiu o nimero de contragbes musculares de maneira
dose-dependente. A DE, obtida para este parametro foi
52,08 mg/kg. No teste de termossensibilidade, os animais
foram colocados em uma chapa de metal mantida a 50
+ 0,5 °C. O tempo de reacdo foi observado pela acéo
dos animais que lambem as patas traseiras e/ou fazem
movimentos saltitantes, antes e depois da administracéo
da DCTN. O periodo de exposi¢do foi de 20 segundos.
Neste experimento, a morfina 4,0 mg/kg, i.p. foi utilizada
como droga de referéncia e comprovou-se que a DCTN
(50 mg/kg, v.0.) ndo apresentou resposta significativa
(Carvalho et al., 1996).

Posteriormente, os efeitos antinociceptivo e
antiinflamatério da DCTN foram reavaliados em doses
mais elevadas, tendo sido confirmados (Maciel et al.,
2002a). Para a avaliacdo da antinocicepcao, foi utilizado
acido acético a 1,2% (0,1 mL/10 g, i.p.) e DCTN (150
e 300 mg/kg, v.0.). A DCTN na dose mais elevada
(300 mg/kg) reduziu em 31% o nimero de contragGes
abdominais. Na avaliacdo da atividade antiinflamatéria,
a DCTN (100 e 300 mg/kg, v.0.) foi administrada 60
min antes da inducdo de lesdo por carragenina (1% em
solucéo salina; 250 uL/animal). Ainibi¢do da migracédo de
leucécitos para o liquido pleural pela DCTN foi de 33%,
enquanto a dexametasona (farmaco padrdo) apresentou
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inibicdo de 44% (Maciel et al., 2002a).
Atividade antiestrogénica

Com objetivo de avaliar o efeito antiestrogénico
da DCTN foram utilizadas ratas imaturas (19-21 dias) pelo
modelo de bioensaio para estrdgeno. Os antiestrogénicos
inibem a cornificagdo vaginal e o aumento uterino.
Nestes testes foram utilizados trés grupos de animais:
0 primeiro grupo recebeu o veiculo (6leo de milho, 5
mL/kg, s.c. + DMSO a 3%, 10 mL/kg, v.0.); 0 segundo
grupo recebeu apenas estrogeno (10 mg/animal, s.c.)
e o terceiro, estrogeno e DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.,
respectivamente) durante 3 dias sucessivos. No quarto
dia, todos os animais foram observados quanto a abertura
vaginal e posteriormente sacrificados. Os pesos uterinos
relativos foram obtidos e expressados em miligramas
por 30 g de peso corporal. O tratamento com estrégeno
aumentou cinco vezes o peso uterino e abertura vaginal
comprovada em 100% dos animais. No entanto, o grupo
de animal que recebeu DCTN + estrégeno apresentou
reducéo significativa do peso uterino, além de inibigdo da
abertura vaginal em 100% dos animais. A DCTN sozinha
ndo produziu nenhuma mudanca. Neste estudo ndo ha
precisdo em relacdo ao mecanismo de a¢do da DCTN na
reducdo do crescimento uterino estrdgeno-induzido. A
DCTN diminuiu o peso uterino, como também inibiu a
abertura vaginal induzida através do estrégeno em ratos
imaturos; desta forma é concebivel que a DCTN seja
antiestrogénica (Luna Costa et al., 1999).

Atividade cardiovascular

Estudos in vivo e in vitro revelaram a atividade
cardiovascular da DCTN. Em ratos Wistar machos, a
DCTN (10 e 15 mg/kg, i.v.) causou redugdo na pressdo
sangliinea e freqléncia cardiaca. Observou-se um
efeito vasorrelaxante (em experimentos in vitro) no
seguimento da artéria aorta isolada de ratos, e no atrio
direito também isolado de ratos, observou-se indugdo de
um efeito cronotrépico negativo. Os efeitos hipotensivo
e bradicardiaco da DCTN foram possivelmente
correlacionados com a liberacdo de éxido nitrico e com
os efeitos diretos causados na musculatura lisa vascular e
na atividade do ritmo cardiaco (Silva et al., 2005).

Citotoxicidade e atividade antitumoral: relagédo
estrutura-atividade da DCTN e seus derivados semi-
sintéticos

A atividade citotoxica da DCTN foi estudada
em diversas células tumorais das seguintes linhagens:
células fibroblasticas pulmonares de hamsters chineses
(Souza-Brito et al., 1998; Grynberg et al., 1999; Melo
et al., 2001; Rodriguez; Haun, 1999; Freire et al., 2003),
células promielociticas leucémicas (HL60) (Anazetti
et al., 2003; Anazetti et al., 2004; Corréa et al., 2005),
hepatdcitos de ratos (Rodriguez; Haun, 1999; Corréa et

al., 2005) e células de carcinoma de Ehrlich (Maciel et
al., 2002a; Grynberg et al., 1999; Melo et al., 2004).

O efeito citotoxico da DCTN verificado em
células fibroblaticas pulmonares de hamsters chineses
(V79) nas concentragBes variando de 80 a 400 pM,
mostrou uma reducdo dose-dependente da viabilidade
celular com Cl,, de 240 uM (Souza-Brito et al., 1998).
Adicionalmente, a atividade citotoxica da DCTN
complexada a B-ciclodextrina foi testada com o objetivo
de controlar a liberagdo da DCTN em células V79 e cultura
de hepatdcitos, tendo sido observado uma diminuicdo
da citotoxicidade da DCTN complexada (Freire et al.,
2003). O estudo em células promielociticas leucémicas
(HL60) e células mononucleares sanguineas humanas,
mostrou diferenciacdo celular e inducdo de apoptose
em células do tipo HL60 e baixa toxicidade nas células
sanguineas (Anazetti et al., 2003; Anazetti et al., 2004). A
citotoxicidade daDCTN (8 uM), analisada em hepatdcitos
extraido de ratos, comprovou pelos danos causados nas
células hepaticas ap6s tratamento subcrénico da DCTN,
a ocorréncia de toxicidade seletiva (Rodriguez; Haun,
1999). Outro estudo mostrou a influéncia da DCTN
na inibicdo de fosfatase em células HL60, induzindo
apoptose (Corréa et al., 2005).

Em decorréncia da importancia farmacoldgica da
DCTN, bem como do seu elevado teor de isolamento
(Maciel et al., 1998a; Maciel et al., 2000), varios
pesquisadores reportaram a obtencdo de derivados deste
clerodano, tais como: a CTN-derivado (obtida da DCTN
por hidrogenagdo catalitica) (Maciel et al., 2002a; Maciel
et al., 2000; Grynberg et al., 1999), os butenolideos
cajucarinolida (CJCR) e isocajucarinolida (ICJCR)
(obtidos pela fotooxidagdo da subunidade furénica)
(Maciel et al., 2002a; Maciel et al., 2007), os alcoois
derivados DCTN-OL (DCTN reduzida com NaBH,, na
posicdo-2) e DCTN-tri-OL (DCTN reduzida com LiAIH,,
na posicdo-2 e com abertura da subunidade lactona) e a
amida derivado DCTN-2-ona-20-amida (Melo et al.,
2003; Anazetti et al., 2003; Anazetti et al., 2004; Melo
et al., 2004) (Figura 2). Dentre estes derivados, a CTN e
os clerodanos-butenolideos CICR e ICJCR se destacam
por serem de ocorréncia natural, tendo sido isolados
como constituintes minoritarios das cascas do caule do
Croton cajucara (Maciel et al., 1998a,b). Desta forma, a
semi-sintese destes componentes permitiu a realizagdo de
testes biologicos; a CTN-derivado por exemplo, provou
ser um agente antiulcerogénico eficaz (Maciel et al., 2000;
Melo et al., 2004; Hiruma-Lima et al., 2002). No entanto,
a perda da insaturacdo A3* (CTN-natural ou derivado,
por comparacdo com a DCTN) reduziu a atividade
antitumoral da molécula em testes in vivo em tumores
asciticos, e in vitro em linhagens de células tumorais
asciticas (Grynberg et al., 1999). Nestes experimentos,
a citotoxicidade de ambos DCTN e CTN-derivado foi
avaliada em células de carcinoma de Ehrlich utilizando
0 método do MTT para avaliar a viabilidade celular apds
contato de 24 a 48 h. Os valores de Cl,, foram de 52,2
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pg/mL (16 puM) e 51,8 pg/mL (16 pM) para DCTN e
CTN-derivado, respectivamente. Nenhuma indugdo da
fragmentac&o nucleossomal do DNA foi observada apds
tratamento com DCTN ou CTN-derivado (50 ug/mL)
(Grynberg et al., 1999).

Nos testes que avaliaram a atividade antitumoral
da DCTN e da CTN-derivado, foram utilizados
camundongos DBA/2 (fémeas) em dois modelos
experimentais de tumores asciticos: sarcoma 180 (S-
180) e carcinoma de Ehrlich (CE). A DCTN apresentou
atividade contra S-180 e CE nas doses de 84 mg/kg (2
dias consecutivos) e 120 mg/kg (3 dias consecutivos)
ap6s administracdo intraperitoneal, respectivamente
(Grynberg et al., 1999). Este efeito foi comparavel a
acdo da 5-fluoruracila, um potente anticancerigeno, em
S-180 (38 mg/kg; 2 dias consecutivos) e CE (80 mg/
kg, 3 dias consecutivos). No entanto, a CTN-derivado,
ndo apresentou atividade antitumoral nas mesmas doses
testadas. Adicionalmente, foi verificado um aumento
significativo (p < 0.05) na inducdo do fator de necrose
tumoral (o-TNF) apds tratamento dos animais com
DCTN na dose de 120 mg/kg. Este resultado sugere que o
tratamento com a DCTN prolonga a sobrevida dos animais
com S-180 ou CE devido a uma ac&o direta sobre o tumor
do o-TNF secretado na area de crescimento celular do
tumor, de forma semelhante aquela do taxol (Mullins et
al., 1997). A citotoxicidade dos clerodanos-butenolideos
CJCR e ICJCR foi avaliada em células de carcinoma de
Ehrlich e os valores de IC_, foram de 22,4 ug/mL (65
uM) e 3,5 pg/mL (10 pM), respectivamente (Maciel
et al., 2002a; Maciel et al., 2007). A Tabela 1 mostra
resumidamente os resultados citotoxicos e atividade
antitumoral da DCTN e seus derivados semi-sintéticos
em células de carcinoma de Ehrlich e em camundongos
com sarcoma 180 ou carcinoma de Ehrlich.

Os derivados semi-sintéticos  acima
mencionados foram avaliados em diferentes estudos para
a determinacdo da citotoxicidade e atividade antitumoral,
na tentativa de melhor entender a relagdo entre a estrutura
quimica e a atividade bioldgica da DCTN, bem como de
elucidar o mecanismo de a¢do deste clerodano. Aobtencao
de derivados da DCTN possibilita ainda, a aquisi¢do de
novas substancias biologicamente eficazes que poderdo
vir a ser isoladas de fontes naturais, a exemplo da CTN,
CICR e ICICR.

Em outro estudo de citotoxicidade com células
de carcinoma de Ehrlich, com viabilidade celular
avaliada pelo método do MTT, apds 72 h de incubagdo,
a DCTN e seus alcoois derivados DCTN-OL e DCTN-
tri-OL ndo apresentaram citotoxicidade. No entanto, o
derivado DCTN-2-ona-amida foi eficaz (Cl,,de 400 uM
e inibicdo de 20% da atividade fosfatase) (Melo et al.,
2004). Neste experimento, foram utilizados camundongos
machos BALB/c com tumor ascitico de Ehrlich, que
foram tratados com doses de 2,5 a 20 mg/kg de peso.
O tratamento com a molécula-mae DCTN, aumentou a
sobrevida dos animais de 25 para 35 dias, enquanto que
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seus derivados (DCTN-OL, DCTN-tri-OL e DCTN-
2-ona-20-amida) ndo foram eficazes. Um resultado
extraordinario da cura de 80% dos animais (p < 0,001),
foi obtido ap6s tratamento com a DCTN na dose de 80
mg/kg (Melo et al., 2004).

O efeitoantitumoral mediado por células natural
killer (NK) foi avaliado para melhor compreensdo do
mecanismo de acao deste clerodano (DCTN), bem como
para uma possivel confirmacéo da agdo imunomoduladora
da DCTN. Os resultados demonstraram que a DCTN na
dose de 20 mg/kg induziu de forma significativa (p <
0,05) a atividade esplénica de células NK, apesar de nao
ser observada esplenomegalia nos animais (Melo et al.,
2004). A hipotese da agdo imunomoduladora (Grynberg
et al., 1999) fica, portanto, fortalecida, visto que a DCTN
age de forma parcialmente indireta na reducéo do tumor,
por modulagdo da funcdo imune dos animais (Melo et al.,
2004).

A atividade antiulcerogénica dos derivados
DCTN-OL, DCTN-tri-OL e DCTN-2-ona-20-amida,
também foi avaliada. Apenas o derivado DCTN-OL se
mostrou ativo em testes in vivo, sugerindo desta forma,
que a presenca de ambos carbonila «o,B-insaturada
(insaturagdo A%#) e subunidade lactona, sdo essenciais
para a atividade antiulcerogénica de compostos
terpenoidicos (Melo et al., 2003). Esta sugestdo esta de
acordo com Wattenberg que postulou que compostos
contendo em sua estrutura uma carbonila a,B-insaturada
apresentam uma maior interagdo com receptores que
induzem o metabolismo de agentes xenobi6ticos, devido
a sua acdo em enzimas do organismo (Wattenberg, 1995).
No entanto, ambos os clerodanos DCTN [carbonila (C2)
a,B-insaturada (A®*#)] e CTN (carbonila-C2) apresentaram
efeito antiulcerogénico. Neste caso, é provavel que o anel
A do sistema decalinico destes clerodanos, ndo esteja
diretamente envolvido na sua atividade antiulcerogénica,
estando portanto, a subunidade lactona (Maciel et al.,
2000; Hiruma-Lima et al., 2002).

Mecanismo de a¢do da DCTN

Certos grupos funcionais sdo essenciais para a
atividade biologica de terpenoides, como o0s aceptores
de Michael (cetona a,B-insaturada e o-metileno-y-
lactona) que sd@o reconhecidos como grupamentos
quimicos responsaveis pelas atividades antiulcerogénica
(Giordano et al., 1992) e antitumoral (Nakayachi et
al., 2004; Ahn; Sok, 1996) de compostos organicos
em geral. Como exemplo especifico podemos citar os
resultados citotoxicos observados na relacdo estrutura/
atividade de lactonas sesquiterpénicas, onde trés grupos
guimicos presentes nas moléculas desses compostos
contribuem para a atividade bioldgica (Mullins et al.,
1997; Wattenberg, 1995), dentre eles, destaca-se o grupo
a-metileno-y-lactona, que participa de reagBes do tipo
Michael com moléculas biolégicas e inativa enzimas-
chaves (Kupchanetal., 1971). Esse grupo € essencial para
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DCTN-OL

DCTN-tri-OL

DCTN-2-ona-20-amida

Figura 2. Derivados semi-sintéticos obtidos da DCTN.

Tabela 1. Citotoxicidade e atividade antitumoral da DCTN e seus derivados semi-sintéticos em células de carcinoma de Ehrlich e
em camundongos com sarcoma 180 (S180) ou carcinoma de Ehrlich (CE).

Clerodanos

Clso (ng/mL)

Atividade antitumoral T/C
%

Referéncias

trans-desidrocrotonina
(DCTN)
(substancia natural)

52,2 (16 uM)

ndo citotoxica

137 (S180; 84 mg/kg)
128 (CE; 120 mg/kg)
aumento de 80%

de sobrevida

(CE; 20 mg/kg)

Grynberg et al., 1999

Melo et al., 2004

trans-crotonina (CTN)
(natural e semi-sintética)

51,8 (16 uM)

pouco eficaz

Grynberg et al., 1999

cajucarinolida (CJCR)

(natural e semi-sintética) 22,4 (65 uM) n.a. Maciel et al., 2002a
iso-cajucarinolida (ICJCR) 3,5 (10 uM) na. Maciel et al., 2002a
(natural e semi-sintética)

DCT.N_.OL, . ndo citotdxico inativo Melo et al., 2004
(semi-sintética)

DCT.N_.t rl_,O.L nido citotoxico inativo Melo et al., 2004
(semi-sintética)

DCTN-2-OL-20-amida 400 M inativo Melo et al., 2004

(semi-sintética)

T/C % = [tempo médio de sobrevida dos animais tratados (dias)/(tempo médio de sobrevida dos animais controle (dias)] x 100.
T/C% > 125, atividade antitumoral significativa; n.a. = ndo avaliado.
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a atividade antitumoral da DCTN, ja que a abertura do
anel lactona provocou a perda deste tipo de atividade da
molécula (Meloetal., 2004). Asubunidade ciclopentanona
o,B-insaturada da DCTN, também é essencial para a sua
atividade antitumoral, ja que o derivado CTN em doses
similares, mostrou-se bem menos eficaz (Grynberg et
al., 1999). Adicionalmente, a reducdo da carbonila o,B-
insaturada da DCTN se mostrou como uma alternativa
inviavel quando se desejou aumentar a atividade bioldgica
do composto natural, pela obtencédo dos alcoois derivados
DCTN-OL e DCTN-tri-OL (Melo et al., 2004).

A spiro-lactona saturada presente na estrutura
da DCTN néo pode ser considerada como um genuino
aceptor de Michael, porém verifica-se que a abertura
da lactona ocasiona diminuicdo das atividades
antitumoral e antiulcerogénica, como verificado para
estes alcoois-derivados. Com relagdo a intensa atividade
antiulcerogénica da DCTN-2-ona-amida (lactona é aberta
gerando um grupo amida), justifica-se considerando o
grupo amida [C(O)N(CH,),] como um aceptor de Michael
substituto (Anazetti et al., 2003; Anazetti et al., 2004).

Os resultados obtidos com a DCTN e seus
derivados DCTN-2-ona-20-amida, CJCR e ICJCR
permitem confirmar a hip6tese sugerida por Grynberg
et al. (1999) de que compostos contendo o grupo reativo
carbonilas o,B-insaturadas na sua estrutura sao capazes de
se ligarem a receptores celulares que induzem o aumento
de atividade de enzimas de “fase II”, responsaveis
pela metabolizacdo de compostos xenobidticos. Visto
que estes clerodanos apresentam esta espécie quimica
eletrofilica reativa, provavelmente ocorre interagio
quimica com biomoléculas que favorecem sua atividade
antitumoral.

O mecanismo de acdo da atividade antitumoral da
DCTN continua em aberto, ndo tendo sido completamente
elucidado. No entanto, avangos foram obtidos, tendo sido
evidenciada apoptose (Corréa et al., 2005) e uma possivel
atividade imunomoduladora pelo aumento de atividade de
células NK ap0s tratamento de animais com carcinoma
de Ehrlich (Melo et al., 2004).

Toxicidade e viabilizacdo da biodisponibilizacdo da
DCTN

Atoxicidade subaguda da DCTN foi investigada
em ratos Wistar adultos. Os animais (40 machos e 40
fémeas) foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos (1
controle e 3 tratados). A DCTN foi administrada via oral
na forma de suspensdo em Tween 80 (12 %) nas doses de
25, 50 e 100 mg/kg durante 35 dias. Apds este periodo,
observou-se um aumento significativo no peso do figado
de todos os animais que receberam doses mais elevadas.
A reducéo nos niveis de fosfatase alcalina e colesterol,
bem como um aumento na <y-glutamil transpeptidase
(na dose 100 mg/kg) foi observado em ratas. A DCTN
causou alterac@es histopatolégicas no figado que incluiu
tumefacdo turva, degeneracdo microvacuolar e alteracbes
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nucleares (Rodriguez et al., 2004).

A toxicidade aguda da DCTN foi observada por
um periodo de 72 h apds a administragéo oral. ADL, da
DCTN foi de 555,0 mg/kg (v.0.) em camundongos, dez
vezes mais alta do que a DE_, (Maciel et al., 2000). Neste
estudo nenhum sintoma que justificasse a acéo toxica ao
nivel de sistema nervoso central, como estereotipia, ataxia
e convulsao, foi detectado. A toxicidade aguda da DCTN
foi também avaliada em camundongos Swiss machos.
Apbs jejum de 12 h, os animais receberam tratamento
com a DCTN por via oral (125, 250, 500, 750 e 1000
mg/kg) e intraperitoneal (31, 25, 62,5; 125, 250 e 500
mg/kg). O nimero de sobreviventes foi monitorado duas
vezes ao dia, num periodo de 14 dias. Os valores de DL,
obtidos por via oral e intraperitoneal foram de 876 mg/kg
(12 h) e de 47,2 mg/kg, respectivamente. Os resultados
obtidos mostraram a baixa toxicidade da DCTN (Souza-
Brito et al., 1998).

Apesar dos estudos de toxicidade aguda e
subcrénica da DCTN em animais mostrarem uma
baixa toxicidade, o uso indevido da sacaca (folhas com
indicacdo de cascas em tratamentos prolongados) na
medicina alternativa pode acarretar hepatite tdxica
(Maciel et al., 2006; Soares, 2004). Pelo menos em duas
capitais (Belém e Rio de Janeiro), o uso dessa planta
ja mostrou que pode provocar efeitos hepatotoxicos
irreversiveis (Maciel et al., 2002a,b; Veiga Jr. et al.,
2005; Soares, 2004). Casos de hepatite aguda, cronica
e fulminante foram notificados na regido Amazénica e
em outras regifes do pais, em pacientes que fizeram uso
da sacaca no controle de peso e reducdo dos niveis de
colesterol (Maciel et al., 2002b; Maciel et al., 2006). O
hospital Universitario da Universidade Federal do Para
possui um historico significativo de pessoas vitimadas
por doencas do figado, as quais estavam ingerindo folhas
em prolongadas dietas de emagrecimento. No entanto,
o alerta sobre a toxicologia das folhas desta planta,
em Belém, é um antigo conhecido da populagdo, que,
mesmo avisada, costuma consumir as folhas do Croton
cajucara em dietas de emagrecimento; neste caso, 0s
usuarios se dizem encorajados pelo percentual de pessoas
gue garantem ter emagrecido com sadde (Maciel et al.,
2002a,b; Maciel et al., 2006; Veiga Jr. et al., 2005).

Estudo recente realizado em pacientes da regido
Amazonica, que fizeram uso da sacaca durante 36 meses
registrou 25 casos de hepatotoxicidade atribuidos a
sacaca, tendo sido evidenciado que 21 pessoas tiveram
hepatite aguda, 3 hepatite cronica e 1 hepatite fulminante
(Soares, 2004).

A biodisponibilizacdo da DCTN, bem como do
Croton cajucara poderia ser otimizada via controle da
liberagdo de farmacos com significante diminuicdo de
efeitos toxicos, através da reducdo da dose terapéutica.
Neste contexto, a microencapsulacdo de farmacos
permite: (a) o aumento de maneira racional e efetiva
da eficacia terapéutica, bem como a diminuicdo da
toxicidade dos farmacos pela reducdo dos picos de
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concentracdo plasmatica maxima, objetivando manter
em nivel constante o farmaco no sangue; (b) o controle
e prolongacdo da liberagdo do farmaco, reduzindo
a freqUéncia de doses; (c) a otimizacdo da atividade
bioldgica, resultando em doses mais baixas devido a
sitio-especificidade e a protecdo da substancia terapéutica
de efeitos deletérios dos fluidos do organismo (Berkland
et al., 2002). Desta forma, a nanotecnologia farmacéutica
representa uma das fronteiras das ciéncias farmacéuticas
que envolve aspectos multidisciplinares para
desenvolvimento de sistemas nanométricos carreadores
de farmacos, contribuindo para o melhoramento da
biodisponibilidade de substancia bioativas (Ravi-Kumar,
2000).

Diversos trabalhos comprovaram o aumento
da eficicia e a reducdo da toxicidade de substancias
bioativas de origem natural ou sintética, administrados
em lipossomas (Ratner, 2002), sistemas nanoparticulados
(Fengetal., 2004; Berkland etal, 2002) ou microparticulas
(Gupte; Ciftci, 2004; Ribeiro-Costa et al., 2004). Relatos
recentes demonstram a atividade antitumoral do taxol
(Gupte; Ciftci, 2004) e do éacido Usnico (Cladonia
substellata) em microesferas (Ribeiro-Costa et al., 2004),
da lectina de Cratylia mollis encapsulada em lipossomas
(Andrade et al., 2004), de xantonas (Teixeira et al.,
2005), da doxorrubicina em nanoparticulas (Barraud
et al., 2005) e 5-fluorouracil em lipossomas (Jin et al.,
2005), atividade antiparasitaria do praziquantel em
lipossomas (Mourdo et al., 2005), atividade antibiética
da vancomicina em microparticulas (Le Ray et al., 2005)
e anfotericina B em lipossomas (Bellocchio et al., 2005),
atividade hipoglicemiante da insulina em microparticulas
(Kim et al., 2005) e anti-estrdgenos em lipossomas
e nanoparticulas para tratamento do cancer de mama
(Maillard et al., 2005; Memisoglu-Bilensoy et al., 2005).

CONCLUSAO

Diversos estudos farmacolégicos comprovam a
eficacia biologica da DCTN, um diterpeno do tipo 19-
nor-clerodano isolado do Croton cajucara, uma espécie
medicinal amplamente utilizada na regido Amazonica
do Brasil. Estes estudos instigam pesquisadores para
a aquisicdo de dados cientificos adicionais que sejam
satisfatérios para a elucidacdo do seu mecanismo de
acdo. Em decorréncia dos elevados teores de isolamento
da DCTN e diante da possibilidade deste componente
majoritario ser o responsavel por efeitos hepatotdxicos que
podem ser desencadeados em tratamentos prolongados
(com o uso das cascas do caule do Croton cajucara),
ha a necessidade de se ampliar o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas que possam melhorar as
atividades bioldgicas avaliadas em ensaios pré-clinicos e
diminuir os possiveis efeitos adversos associados a este
produto natural.

O mecanismo de agdo antitumoral da DCTN
continua ndo completamente elucidado. No entanto,

avancos foram obtidos, tendo sido evidenciado a indugéo
de apoptose e uma possivel atividade imunomoduladora.
Apesar dos estudos de toxicidade aguda e subcrénica da
DCTN em animais mostrarem uma baixa toxicidade, o
uso indevido da sacaca na medicina alternativa, pode
acarretar efeitos hepatotdxicos irreversiveis. Portanto,
uma das estratégias viaveis para permitir o uso terapéutico
da DCTN consiste na incorporacdo deste diterpeno em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, visando
melhoria da biodisponibilidade e reducdo de possiveis
efeitos hepatotdxicos que estejam envolvidos com este
produto natural.
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