@renorbio

rede nordeste de biotecnologia

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA

PROSPECGAO TOXICOGENETICA NAO CLINICA DO FITOL LIVRE E EM NANOEMULSAO

MUHAMMAD TOREQUL ISLAM

TERESINA - PI
2017



MUHAMMAD TOREQUL ISLAM

PROSPECGAO TOXICOGENETICA NAO CLINICA DO FITOL LIVRE E EM NANOEMULSAO

Tese submetida ao Programa de Po6s-Graduagao
em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal na
Universidade Federal do Piaui, em cumprimento as
exigéncias para obtencao do titulo de Doutor em

Biotecnologia.

Area de Concentragéo: Biotecnologia em Salde

Ponto focal: Piaui

Orientador(a):

Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante

Teresina - PI
2017



MUHAMMAD TOREQUL ISLAM

PROSPECGAO TOXICOGENETICA NAO CLINICA DO FITOL LIVRE E EM NANOEMULSAO

Tese submetida ao Programa de Po6s-Graduagao
em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia - RENORBIO, Ponto Focal na
Universidade Federal do Piaui, em cumprimento as
exigéncias para obtengé@o do titulo de Doutor em

Biotecnologia.

Aprovado em: |

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante (Orientadora)
Presidente

Profa. Dra. Fernanda Regina de Castro Almeida
Examinador Interno

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira
Examinador Interno

Prof. Dr. Jodo Antonio Pégas Henriques
Examinador Externo

Prof. Dr. Joaquim Soares da Costa Junior
Examinador Externo



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

MAGNIFICO REITOR

Prof. Dr. José Arimatéia Dantas Lopes

VICE-REITOR

Profa. Dra. Nadir do Nascimento Nogueira

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAQAO
Prof. Dr. Helder Nunes da Cunha

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Profa. Dra. Regina Ferraz Mendes

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA RENORBIO-UFPI

Profa. Dre. Carla Eiras

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAOQ EM BIOTECNOLOGIA RENORBIO-
UFPI

Prof. Dr. Francisco das Chagas Alves Lima



Epigrafe

Quality beats quantity; but | want both of them.
Selfishness is a universal enzyme; it can digest anything at any moment.
Solve the problems before you forget; after tonight you may have a new one.

Muhammad Torequl Islam, 2017



Dedicatoria

Ao meu amado e eterno Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas (/n memoriam), que me descobriu

no campo da pesquisa e me deu a oportunidade de trabalhar no Brasil.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, eu gostaria de agradecer ao meu criador, o Deus Todo Poderoso, que, devido
sua misericordia e graca, terminarei esta etapa da minha vida. Devo a minha orientadora Profe. Dra. Ana
Amélia de Carvalho Melo Cavalcante, que cuidou de mim ndo apenas como orientando, mas também
como filho. Devo gratidao pelos seus tremendos esforgos e consolidagdo mental.

Reconhego ao Prof. Dr. Ferdinand de Carvalho Pereira e a sua familia o cuidado e a ajuda durante
este periodo de estudo. Também ao Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira, pela continua colaboragéo.

Gostaria de agradecer do fundo do coragao ao Prof. Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar,
ao Prof. Dr. Jodo Marcelo de Castro e Sousa, ao Prof. Antonio Luiz Gomes Junior, a Profa. Mércia
Fernanda Correia Jardim Paz, a Profe, Dra, Jéssica P. Costa, ao Prof. Dr. Amdbio Antonio da Silva Junior
e a Profa, Dra, Fernanda Regina de Castro Aimeida pela continua ajuda e apoio mental.

Além disso, agradeco ao Prof. Dr. José Arimatéia Dantas Lopes, a Profa. Dra. Antonia Maria das
Gragas Lopes Citd, a Profa. Dra. Hercilia Maria Lins Rolim, a Profa. Dra. Maria das Gragas Freire de
Medeiros, a Profa. Dra. Lidiane da Silva Araujo e, especialmente, ao Prof. Dr. José Ribeiro dos Santos
Junior que, continuamente, animaram-me e me apoiaram para o sucesso ha RENORBIO.

Especial agradecimento a todos os pesquisadores e estudantes (Mestrado, Doutorado e Pés-
doutorado), que trabalharam no NTF e fora do NTF. Estou tentando lembrar os nomes: Keyla, Leonardo,
Katia, Leticia, Ricardo, Ana Maria, Rosalia, Victor, Tonny, Rai, Samara, Ag-Anne, George, Johanssy,
Guilherme, Oskar, Alisson, lwyson, Jurandir, Josemar e outros.

Também quero agradecer ao Prof. Dr. Germano Pinho de Moraes, a Profa. Dra. Sandra Maria
Mendes de Moura Dantas, ao Prof. Dr. José Roberto de Oliveira Ferreira e a Profe. Dra, Mayara Ladeira
Coelho, pelo encorajamento e apoio mental.

Estou realmente muito grato a administragdo da RENORBIO, Ponto Focal Piaui. Cordiais
agradecimentos aos laboratérios e aos funcionérios que, continuamente, ajudam-nos a manter um local
de trabalho adequado no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, onde foram
realizadas a parte experimental da minha formagao académica.

Finalmente, agradego aos meus pais e familiares pelo encorajamento, oragao e forte colaboragéo

mental durante este periodo de estudo.

Vi



RESUMO

O fitol natural e sintético tém diversas atividades farmacologicas, tais como antimicrobianas, citotdxicas,
antitumorais, antimutagénicas, antiteratogénicas, antidiabéticas, hipolipemiantes, antiespasmadicas,
antiepilépticas, antinociceptivas, antioxidantes, anti-inflamatérias, ansioliticas, antidepressivas e
imunoadjuvantes. O estudo objetivou o desenvolvimento de nanoemulséo com fitol e avaliagéo dos perfis
toxicogenéticos em Artemia salina, Allium cepa e eritrécitos de ratos, bem como antioxidantes in vitro, ex
vivo em eritrocitos de ratos, e em Saccharomyces cerevisiae. O fitol livre e 0 nanoemulsionado foram
testados nas concentragdes de 2,4,8e 16 mM e de 2, 4, 8, 16, 40, 80 e 160 uM. O dicromato de potassio,
sulfato de cobre, peroxido de hidrogénio e o trolox foram utilizados como padroes para
toxicidade/citotoxicidade e genotoxicidade, bem como para efeito oxidante/antioxidante. A avaliagao
oxidante/antioxidante in vitro foi testada frente aos radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, acido 2,2'-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) e radical 6xido nitrito; e peroxidagéo lipidica, potencial redutor e inibigao
de hemdlise em eritrécitos de ratos. Adicionalmente, foi realizado o teste em S. cerevisiae. O fitol livre e
nanoemulsionado em A. salina e A. cepa exibiram toxicidade e citotoxicidade em 4, 8 e 16 mM; e
genotoxicidade em A. cepa em todas as concentracdes testadas, com respostas adaptativas e/ou reparo
dos danos em 2 mM, ap6s 48 e 72 h. Os resultados para citotoxicidade em A. salina e eritrcitos de ratos
sugerem que o fitol ndo é citotdxico nas concentragbes de 40, 80 e 160 puM, mas apresentou
citotoxicidade em 4 e 8 mM. O fitol, dependendo da concentragdo, livie e nanoemulsionado, em
cotratamento com acido etileno diamino tetra-acético, dicromato de potassio, sulfato de cobre e trolox
podem, possivelmente, induzir lise de membrana, oxidagdo celular e citotoxicidade/toxicidade em A.
salina, e atividade antioxidante (ex vivo) em eritrocitos de ratos, respectivamente. O fitol livre e 0
nanoemulsionado também apresentaram atividades antioxidantes pela captura de radicais livres in vitro
e em S. cerevisiae, para as concentragdes de 2 e 4 uM. Entretanto, foram oxidativos em 8 e 16 yM em
S. cerevisiae proficiente e mutadas para superoxido dismutase citoplasmatica e mitocondrial, bem como
para catalase e duplos mutantes. Em sintese, o fitol livre e nanoemulsionado apresentaram atividades
toxicas, citotoxicas, oxidantes e genotdxicas em elevadas concentragdes, por provaveis mecanismos de
lise e alteragdo de potencial de membrana, indugao de necrose e/ou apoptose, bem como por efeitos
pré-oxidativos. Em baixas concentragdes foram citoprotetores em A. salina e eritrocitos de ratos,
possivelmente por mecanismos antioxidantes. O fitol livre € nanoemulsionado apresentaram atividades
antagonicas como antioxidantes e citotoxicas, de forma similar e, possivelmente, podem ser aplicados
em formulagdes farmacéuticas destinadas a prevencdo de estresse oxidativo e como agentes
antitumorais.

Palavras-chave: Fitol, nanoemuls&o, citotoxicidade/toxicidade, genotoxicidade, antioxidante.
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ABSTRACT

Phytol and its laboratory synthetic derivatives have various pharmacological activities such as:
antimicrobial, cytotoxic, antitumor, antimutagenic, anti-atherogenic, antidiabetic, lipid-lowering,
antispasmodic, antiepileptic, antinociceptive, antioxidant, anti-inflammatory, anxiolytic, antidepressant
and immunoadjuvant. The study aimed at the preparation of phytol nanoemulsion and evaluation of
toxicogenic profiles in Artemia salina and Allium cepa, as well as antioxidants in in vitro, in erythrocytes
of rats, and Saccharomyces cerevisiae. Phytol and its nanoemulsion were tested at 2,4, 8, 16, 40, 80 and
160 UM, and 2, 4, 8 and 16 mM concentrations. Potassium dichromate, hydrogen peroxide, copper
sulphate and trolox were used as standards for toxicity/cytotoxicity and genotoxicity as well as for
oxidants/antioxidants. The oxidative/antioxidant in vitro assay was tested against the radicals: 1,1-
diphenyl-picrylhydrazyl, ethylbenzetolino-sulfonic acid and nitrite oxide radical; and for lipid peroxidation,
reducing potential and inhibition of hemolysis in rat erythrocytes. In addition, the antioxidant test was
performed in S. cerevisiae. Phytol and its nanoemulsion in A. salina and A. cepa exhibited toxicity and
cytotoxicity at 4, 8 and 16 mM; and genotoxicity in A. cepa at all concentrations tested, with an adaptive
response and/or damage repair at 2 mM, after 48 and 72 h. The results for cytotoxicity in A. salina and
erythrocytes of rats suggest that phytol is non-cytotoxic at concentrations of 40, 80 and 160 uM but
showed cytotoxicity at 4 and 8 mM. Phytol and nanoemulsified phytol in co-treatments with ethylene
diamine tetraacetic acid, potassium dichromate, copper sulfate and trolox may possibly induce membrane
lysis, cellular oxidation and cytoskeletal toxicity in A. salina, and antioxidant activity (ex vivo) in rat
erythrocytes. Phytol and nanoemulsified phytol also showed antioxidant capacities by free radical capture
and in S. cerevisiae, at concentrations of 2 and 4 uM. But they were oxidative at 8 and 16 uM in proficient
S. cerevisiae and mutated for cytoplasmic and mitochondrial superoxide dismutase, as well as for liver
catalase. In summary, phytol and nanoemulsified phytol presented toxic, cytotoxic, oxidative and
genotoxic effects at high concentrations, probably by inducing lysis and alterations of membrane
potentials, induction of necrosis and/or apoptosis. It may be due to the prooxidative effects. However, at
low concentration phytol exhibited cytoprotective in A. salina and erythrocyte of rats, possibly by
antioxidant mechanisms. Phytol phytol and nanoemulsified phytol may have similar antagonistic activities
as antioxidants and cytotoxic agents and can be considered as pharmaceutical formulations intended to
prevent oxidative stress and tumor prevention.

Keywords: Phytol, nanoemulsion, cyto-/toxicity, genotoxicity, antioxidant.
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1 INTRODUGAO

As plantas apresentam uma pluralidade de uso a saber: alimentos, rituais, construgéo, utensilios
domeésticos, instrumentos musicais, lenha, pesticidas, roupas e abrigo (POLAT et al., 2015) e,
especialmente, como remédios, devido a grande variedade de principios farmacologicamente ativos. A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) menciona que cerca de 25% dos medicamentos modernos sao
desenvolvidos a partir de plantas usadas tradicionalmente. Como os medicamentos oriundos de plantas
medicinais geram lucros, a popularidade da medicina tradicional cresce dia apds dia. Além desse
aspecto, os compostos bioativos, derivados de plantas medicinais, ndo s6 podem ser diretamente
utilizados como agentes terapéuticos, mas também podem servir como protétipos no desenvolvimento
de farmacos para o tratamento de varias doengas em seres humanos (MALL; GAUCHAN; CHHETRI,
2015).

Os 6leos essenciais (OEs) séo misturas complexas de produtos de metabolismo secundario de
plantas, de baixo peso molecular (<500 daltons) e extraidos por destilagdo a vapor, bem como por
processos de extragdo com solventes (NAKATSU et al., 2000; CALSAMIGLIA et al., 2007; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Os OEs geralmente sdo armazenados em dutos de 6leo e resina, glandulas ou
tricomas (pelos glandulares) das plantas (BASER; DEMIRCI, 2007). Aproximadamente 60.000 toneladas
sao produzidas por ano, com o valor de mercado estimado em 700 milhdes de ddlares, indicando alta
producdo e consumo de OEs em todo o mundo. Foram identificadas, pelo menos, 300 espécies de
plantas produzindo cerca de 3.000 OEs diferentes, das quais cerca de 10% sdo comercialmente
importantes (DJILANI; DICKO, 2012).

Na maioria das vezes, os OEs s&o utilizados como agentes aromatizantes em perfumarias,
produtos farmacéuticos, cosméticos e preservagao de produtos alimentares e bebidas (BURT, 2004;
HUSSAIN et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2013). E evidente que os OEs, nos sistemas tradicionais, foram
prescritos para uma variedade de problemas de saude devido suas atividades bioldgicas importantes
como antioxidante, antibacteriano, antifungico, anticancerigeno, antimutagénico, antidiabético, antiviral,
anti-inflamatério, antiprotozoario, neurofarmacoldgico, entre outras (RAUT; KARUPPAYIL, 2014;
SHAREEF; YELLU; ACHANTA, 2014). Entretanto, na maioria das vezes, as bioatividades dos OEs s&o
dirigidas por um ou dois dos seus componentes fitoquimicos (BAKKALI et al., 2008).

Os OEs podem constituir 20-100 metabdlitos secundarios de plantas diferentes, pertencentes a
uma variedade de classes quimicas (CARSON; HAMMER, 2011), principalmente os ésteres, éteres,
alcoois, aldeidos, monoterpenos, dxidos, fenois, sesquiterpenos e terpenos. Dentre estes, os
fenilpropanoides e os derivados oxigenados constituem as maiores classes de fitoquimicos (CARSON,;
HAMMER; RILEY, 2006). Os terpenos, de forma estrutural e funcional, representam os constituintes
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quimicos mais abundantes em OEs. Os principais terpenos sdo os monoterpenos (C10) e os
sesquiterpenos (C15), mas também existem hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (BAKKALI et al., 2008; DEVAPPA; MAKKAR; BECKER , 2011).

Os terpenos contendo quatro unidades de isopreno (cinco unidades de carbono), apresentando,
portanto, 20 atomos de carbono com grupos metila ramificados sdo os diterpenos, que podem ser
diterpenoides quando oxigenados. Os diterpenoides tém demonstrado uma série de atividades bioldgicas
como antioxidante, antimicrobiano, anticancerigeno, anti-inflamatério, cicatrizante, anti-hipertensivo,
analgésico e atividades neurofarmacoldgicas (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2011; COSTA et al., 2012
e 2014). Eles também podem ser utilizados como alucindgenos e edulcorantes (DEVAPPA; MAKKAR;
BECKER, 2011).

O fitol (3,7,11,15-tetrametil hexadec-2-en-1-ol), representado pelo acrénimo FIT, é um
diterpenoide derivado de clorofila abundantemente presente na natureza. Possui atividades biologicas
similares aos OEs e aos terpenos, tais como antioxidante, antimicrobiana (INOUE et al., 2005; SAIKIA
et al., 2005; MORAES et al., 2014), anticancer (GUO et al., 2014), imunoadjuvante, antidiabética,
hipolipemiante (TAKAHASHI et al., 2002a,b), ansiolitica (COSTA et al., 2014), antidepressiva (COSTA et
al., 2011), antinociceptiva (SANTOS et al., 2013), espasmolitica (PONGPRAYOON et al., 1992),
antiteratogénica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), facilitadora de crescimento capilar e anticaspa
(PRABAVATHY, 2014). Embora o nimero de evidéncias de seus efeitos bioldgicos esteja crescente, o
fitoquimico continua sendo utilizado como fragrancia em cosméticos, produtos de higiene pessoal e
produtos ndo cosméticos (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). No entanto, o FIT e seus metabdlitos comuns,
como o acido fitdnico, estdo em destaque em terapias da doenga de Refsum (WIERZBICKI, 2007;
WANDERS; KOMEN; FERDINANDUSSE, 2011) e sindrome de Sjégren-Larsson (WILLEMSEN et al.,
2004).

O FIT pode ser considerado como produto natural ou sintético de importancia para formulagdes
farmacéuticas. No entanto, a avaliagéo da seguranca, especialmente relativa aos riscos toxicogenéticos,
é crucial para qualquer substancia com potencial farmacéutico (ISLAM, 2016a). Além desse aspecto, o
potencial toxicogenético do FIT ainda ndo esta bem esclarecido. Cabe ressaltar que farmacos podem
induzir riscos genotoxicos e carcinogénicos (BRAMBILLA; MARTELLI, 2009; BRAMBILLA; MATTIOLI;
MARTELLI, 2010; DOWNES; FOSTER, 2015).

As nanodrogas sdo eficazes pelas suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodinamicas carreando substancias farmacéuticas com boa viabilidade oral e diversos beneficios
biotecnolégicos. No entanto, podem também levar a complicag@es clinicas e farmacéuticas, com énfase
para 0s seus possiveis potenciais toxicos, citotdxicos e genotoxicos (ONOUE; YAMADA; CHAN, 2014;

FARCAL et al., 2015). A avaliagdo toxicogenética de produtos farmacéuticos e de nanocarreadores pode
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ser realizada em diversos sistemas teste, incluindo os estudos de mutagéo de genes em bactérias e 0s
testes in vitro e in vivo para avaliagdes citogenéticas em células eucariéticas (BRAMBILLA; MARTELLI,
2009).

Dentre os testes citogenéticos, o teste Allium cepa apresenta diversos biomarcadores para
analises de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, com resultados similares aos
testes com animais (LUBINI et al., 2008). Em estudos toxicogenéticos, o teste com Saccharomyces
cerevisiae é também um bom modelo de células eucariéticas, com muitos genes funcionais e ortdlogos
aos do ser humano e pode ser usado na identificacdo de genes susceptiveis a toxicidade e
genotoxicidade (NORTH et al., 2010, 2011 e 2014). O Ensaio Cometa também & preciso na detecgéo de
danos e recomendado para reduzir os efeitos em terapias (KHALILI-FARDI; SAFARI; EGHBAL, 2015),
para a avaliagao de danos ao material genético e também vem sendo, internacionalmente, recomendado
para avaliagdo de nanocarreadores (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; BAHADAR et al., 2016).

Considerando o potencial farmacolégico dos OEs, dos diterpenos e, em especial do FIT, a
importancia terapéutica dos nanocarreadores e a diversidade de testes toxicogenéticos, com aplicagao
de biomarcadores citotoxicos e citogenéticos, o estudo objetivou a realizagdo da prospecgédo
toxicogenética do FIT livre e nanoemulsionado (FNE) em estudos néo clinicos. Para tanto, foi necessario
o desenvolvimento da nanoemuls&o e a aplicacéo dos biomarcadores para: (1) toxicidade em Artemia
salina e em Allium cepa; (2) citotoxicidade em A. salina, A. cepa e em eritrocitos de ratos; (3)
genotoxicidade e reparo com o Ensaio Cometa em A. cepa; (4) mutagenicidade em A. cepa; (5) atividade
citoprotetora e antioxidante em A. salina e em eritrdcitos de ratos; (6) atividades antioxidantes in vitro e
(7) atividades oxidantes/antioxidantes em Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em defesas
enzimaticas para superoxido dismutase citoplasmatica, mitocondrial € duplos mutantes, e para catalase
e duplo mutante.

A tese intitulada por “Prospeccao toxicogenética néo clinica do fitol livre € em nanoemulsdo” esta
demonstrada no presente documento em: (1) INTRODUCAO, de forma sucinta, apresenta dados gerais
sobre o objeto da pesquisa; (2) REFERENCIAL TEORICO (revisbes publicadas em periédicos com
QUALIS A2 e B1 para Biotecnologia), onde estdo descritas as propriedades terapéuticas dos 6leos
essenciais, terpenos, diterpenos e do FIT, bem como sobre sistemas de vetorizagdo de farmacos e
biomarcadores toxicogenéticos; (3) CAPITULO 1 “Avaliagéo dos efeitos téxicos, citotdxicos e genotéxicos
do fitol e de sua formulagdo em nanoemulsdo” (artigo submetido a periédico QUALIS A2 para
Biotecnologia), onde se apresenta os resultados para toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade nos
sistemas teste A. salina e em A. cepa; (4) CAPITULO 2 “Efeitos citoprotetores na inibicao de estresse
oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio” (publicado em periodico QUALIS B2 para

Biotecnologia), onde foram avaliados os efeitos citotoxicos/citoprotetores e antioxidantes do fitol em A.
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salina e em eritrocitos de ratos, com o uso de substancias padrdes para 0s possiveis mecanismos
citotoxicos e citoprotetores em sistemas celulares, e os efeitos de interferéncia do FIT nessas atividades
farmacolégicas; (5) CAPITULO 3 “Avaliagdo da capacidade antioxidante do fitol e de sua formulagéo em
nanoemulsdo” (publicado em periddico QUALIS B2 para Biotecnologia), com os dados do potencial
antioxidante do FIT e FNE frente aos radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, acido 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e radical oxido nitrico, em estudos de peroxidagéo lipidica, potencial
redutor e inibicdo da hemdlise em eritrocitos de ratos, em comparagéo com um analogo de a-tocoferol,

bem como os efeitos oxidantes/antioxidantes em S. cerevisiae.
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Organizado com base nos artigos publicados:

Phytotherapy Therapeutic potential of essential oils focusing on diterpenes.

.S Phytotherapy Research, v. 30, p. 1420-44, 2016.

[IF: 2.69; QUALIS B1 para Biotecnologia] Apéndice A.

Islam MT, da Mata AM, de Aguiar RP, Paz MF, de Alencar MV, Ferreira PM, Melo-

Cavalcante AA.

" ~ Phytol in a pharma-medico-stance.
hemico-Biological
[ Interactions  Chemico-Biological Interactions, v. 240, p. 60-73, 2015.

[IF: 2.61; QUALIS A2 para Biotecnologia] Apéndice B.
Islam MT, de Alencar MV, da Conceigdo Machado K, da Concei¢do Machado K, de
Melo-Cavalcante AA, de Sousa DP, de Freitas RM.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Potenciais terapéuticos dos 6leos essenciais

Os produtos naturais obtidos a partir de minerais, plantas e animais servem como fontes
importantes para novos farmacos e terapias (DE PASQUALE, 1984). Para a Organizagcdo Mundial de
Saude (OMS), cerca de 75% de compostos bioativos, oriundos de vegetais, séo de importéncia para o
desenvolvimento de drogas usadas em terapias de doengas humanas (MALL et al., 2015), mas cada
planta contém milhares de componentes quimicos, com efeitos benéficos e nocivos. Nao ha duvida de
que o uso de padrdes, doses e fisiopatologia dos pacientes sejam as principais consideragdes dos
medicamentos a base de plantas (IZZO et al., 2016), como os 6leos essenciais (OEs).

Os OEs sao metabdlitos secundarios encontrados em plantas, que vém sendo considerados nas
industrias farmacéutica, agrondmica, alimentar, sanitaria, cosmética e de perfumaria. Atualmente,
aproximadamente 3.000 OEs estdo bem caracterizados (LIANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015). Eles
apresentam propriedades protetoras para as plantas, como agentes antibacterianos, antivirais,
antifingicos e inseticidas, mas também podem atrair alguns insetos que s&o vitais para a germinacao e
reproducéo das plantas (BAKKALI et al., 2008).

Curiosamente, os paises do Mediterraneo e regides tropicais séo ricos em plantas medicinais,
que servem como boas fontes de OEs. Os OEs sdo bem conhecidos por suas propriedades antissépticas,
antimicrobianas, analgésicas, sedativas, anti-inflamatorias, espasmoliticas e anestésicas (BAKKALI et
al., 2008), bem como outras propriedades medicinais importantes, como a atividade antioxidante
(TEIXEIRA et al., 2012; ROBY et al., 2013). Eles também podem ser usados para adicionar sabor e
fragrancia a alimentos, a bebidas e a outros bens, e atuar como conservantes para alimentos e bebidas
(HYLDGAARD et al., 2012). Devido suas diversas aplicagdes, atividades biologicas e contribuigdes
fisiolégicas (BAKKALI et al., 2008; LIANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015), os OEs estao ganhando atencao

no campo da descoberta e desenvolvimento de drogas.

2.1.1 Atividades biolégicas dos OEs de importancia farmacoldgica

2.1.1.1 Efeitos citotéxicos

As atividades citotdxicas de OEs ou de seus componentes principais podem ser ativadas pela

luz. Isto pode ser benéfico e/ou prejudicial para o hospedeiro, uma vez que os OEs podem causar danos

as membranas celulares, organelas, materiais genéticos e outras macromoléculas (por exemplo,
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proteinas e lipidios), pois podem atuar como pré-oxidantes em associagdo com espécies reativas de
oxigénio (EROs). No entanto, eles possuem atividade antioxidante vital, mas também podem apresentar
citotoxicidade e fototoxicidade (DIJOUX et al., 2006). Os OEs parecem nao ter um alvo celular especifico,
0 que, provavelmente, decorre da pluralidade de seus constituintes (CARSON et al., 2002).

A citotoxicidade dos OEs pode resultar da sua lipofilicidade, que Ihes permite atravessar,
faciimente, a parede celular e a membrana citoplasmatica de uma variedade de organismos. Isto pode
perturbar estruturas celulares, aumentar a permeabilidade da membrana, causar a perda de ions
celulares essenciais, agir na redugdo do potencial de membrana, colapsar a bomba de prétons e esgotar
0 pool de adenosina trifosfato (ATP) (BAKKALI et al., 2008). Além disso, os OEs podem coagular o
citoplasma (GUSTAFSON et al., 1998) e macromoléculas de células danificadas, como DNA, lipidios e
proteinas (ULTEE et al., 2002; BURT, 2004).

Em doses mais elevadas, os OEs alteram a fluidez da membrana, fazendo com que se tornem
anormalmente permeaveis, resultando, assim, em fuga de radicais, citocromo C, ions calcio e proteinas.
Eles também resultam na produgdo de espécies reativas oxidaveis secundarias em associagdo com
espécies reativas primarias, levando ao estresse oxidativo, falha bioenergética, destruicdo das
membranas mitocondriais internas e externas, levando a morte celular por apoptose e necrose (YOON
et al., 2000; ARMSTRONG, 2006). Os efeitos citotoxicos também podem ser explicados por sua

capacidade de induzir danos ao material genético - aspecto a ser discutido a seguir.

2.1.1.2 Efeitos genotoxicos, mutagénicos/antimutagénicos e carcinogénicos

A avaliagcdo do potencial genotdxico (danos ao DNA) de qualquer tipo de produto para o consumo
humano € uma etapa crucial e obrigatdria para a sua seguranga com rela¢do ao potencial carcinogénico
e a inducdo de defeitos hereditarios (GUZMAN et al., 2008). Embora as atividades cancerigenas e
mutagénicas nucleares sejam raras para os OEs, 0 aumento a sua exposi¢éo pode resultar em adutos
covalentes com materiais genéticos, levando a formagdo de pequenos mutantes citoplasmaticos. A
formacao de adutos é principalmente influenciada pela luz solar (UV). Os OEs polifendlicos tém atividade
pré-oxidante e estdo sendo testados quanto a sua capacidade para reduzir o volume tumoral local ou a
proliferacao de células tumorais através das suas propriedades apoptéticas e/ou necréticas (MANOSROI
et al., 2006, WU et al., 2006).

Os OEs sdo altamente permeaveis mas, em concentragdes elevadas, podem induzir
genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade (BAKKALI et al., 2008; LLANA-RUIZ-CABELLO et al.,
2015). Entretanto, existem relatos sobre suas ag¢des na indugdo do reparo de DNA, resultando, assim,

nas suas propriedades antimutagénicas (BAKKALI et al., 2008). Os OEs extraidos de gengibre foram
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antimutagénicos e quimiopreventivos em Salmonella typhimurium (JEENA et al., 2014), possivelmente

devido aos seus efeitos antioxidantes, que serdo descritos no préximo item.

2.1.1.3 Efeitos antioxidantes e outras atividades relacionadas

Os OEs que incluem terpenoides e compostos fendlicos séo de elevado interesse cientifico
devido as suas atividades antioxidantes. Em pequenas doses, tém propriedades antioxidantes; mas, em
altas doses, podem ter efeitos cito-/genotoxicos/mutagénicos (BAKKALI ET AL., 2008). Os OEs que tém
um grupo hidroxila ativo (-OH) podem funcionar como antioxidantes (GYAWALI; IBRAHIM, 2014),
explicando, assim, as atividades antioxidantes. Estes antioxidantes s&o eliminadores de EROS/ERNSs,
portanto, sdo agentes importantes para o tratamento de fendmenos neurolégicos, tais como ansiedade
(COSTA et al., 2014) e outros fendmenos neurodegenerativos relacionados, além de doengas
cardiovasculares (ZIAEE et al., 2015), agindo, assim, na promog&o da saude (ANDRADE et al., 2014).

Os componentes dos OEs tais como o terpineol, eugenol, timol, carvacrol, carvona, geraniol,
linalol, citronelol, nerol, safrol, eucaliptol, limoneno e cinamaldeido podem apresentar efeitos de
sinergismo que podem influenciar em suas atividades biofisicas e biologicas (IPEK et al., 2005), também
com interferéncia dos componentes presentes em menores concentragdes (HOET et al., 2006;
SANTANA-RIOS et al., 2001). Devido suas propriedades medicinais associadas as atividades
antioxidantes (TEIXEIRA et al., 2012; ROBY et al., 2013), os OEs também apresentam contribuicdes
fisiolégicas (BAKKALI et al., 2008; LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015) e estdo ganhando atengao no

campo da descoberta e desenvolvimento de farmacos.

2.2 Terpenos, diterpenos e suas atividades biologicas/farmacolégicas

Os terpenos formam classes estruturais e funcionalmente diferentes que consistem em bases de
cinco carbonos chamadas unidades de isopreno. Uma via de biossintese geral de diterpeno esta
demonstrada na Figura 1. Os terpenos contendo quatro unidades de isopreno, portanto 20 dtomos de
carbono com grupos metil ramificados, séo diterpenos; e os que s@o oxigenados s&o chamados
diterpenoides. Os diterpenos sao sintetizados tanto pelo acido mevalénico quanto pelas vias de acido
nao mevaldnico (DUBEY et al., 2003).
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Figura 1. Caminhos para a biossintese de diterpenos em plantas.
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Fonte: ISLAM et al., 2016a.

Diversos estudos revelaram que os diterpenos tém atividades antioxidante, antimicrobiana,
antiviral, antiprotozoaria, citotoxica, anticancerigena, antigenotéxica, antimutagénica, quimiopreventiva,
anti-inflamatéria, antinociceptiva, imunoestimulante, organoprotetiva, antidiabética, hipolipemiante,
antialérgica, antiplaquetéria, antitrombdtica e antitoxina (Figura 2). Os diterpenos, uma familia de
componentes presentes em certos OEs, estao se tornando um marco no mundo dos OEs. Os diterpenos
formam a base para compostos biologicamente importantes, tais como retinol, retinal, taxol e fitol. Os
diterpenoides, por sua vez, tém atividades antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, anti-
inflamatéria, cicatrizante de feridas, anti-hipertensiva, analgésica e neurofarmacologica (COSTA et al.,
2011; COSTA et al., 2014). Além disso, eles podem ser usados como alucinégenos e edulcorantes, bem

como para estimular contragdes uterinas (DEVAPPA et al., 2011), como relatado na Tabela 1.
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Figura 2. Atividades biologicas/farmacoldgicas relatadas para os diterpenos.
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Tabela 1. Oleos essenciais diterpénicos derivados de plantas com importantes atividades bioldgicas.

Atividade

Fonte

Diterpenol/atividade (mecanismo)/sistema teste/dose (via)

Referéncias

Antioxidante

Anti-inflamatéria

Antimicrobiana

Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Croton zambesicus
Lobophytum compactum
Premna tomentosa
Euphorbia prolifera
Ajuga ciliata

Casearia sylvestris
Sideritis linearifolia
Euphorbia paralias
Helianthus annuus
Tedania ignis

Vitex negundo
Premna obtusifolia
Aplysia dactylomela

Sementes de café

Erythrophleum ivorense
Xenia novaebrittanniae

Prumnopitys andina
Viguiera arenaria

Carnosol, acido carnédsico (600 mg/kg), rosmadial, acido rosmarinico estudados por técnicas
biofisicas

Atividade anticancer mediada por antioxidantes em diferentes tipos de tumores solidos e
sanguineos

400 mgl/kg (acido carndsico mais carnosol. A razdo 1:1 p/p) inibiu a peroxidacao lipidica

Indug&o de defesas antioxidantes e atividade anticancerigena do &cido carnésico e carnosol
Ent-18-hidroxi-traquilano-3-ona demonstrou inibicdo da produgéo de oxido nitrico na aorta de ratos
Os lobocompactois A e B (ICso: 17,80-59,06 uM) exibiram atividades antirradicais (0+) e
anticancerigenas contra células tumorais A549 (pulmao) e HL-60

Trés novos diterpenos icetexanos com atividade anti-DPPH*

Dez novos diterpenos mirisinol apresentaram atividade inibidora da produgao de dxido nitrico

Dois novos diterpenos neo-clerodano apresentaram atividade inibidora da produgéo de éxido nitrico
A casearina B reduziu a produgéo de EROs

Foliol, linearol e sidol (5 e 10 uM) apresentaram efeito citoprotetor através da inibigdo do estresse
oxidativo induzido por H20:

A paralianona e o seu analogo (até 10 pM) inibiram a produgéo de 6xido nitrico em macréfagos
murinos J774

Graniflorélicos, caurenoicos e traquiloboicos mostraram atividade inibidora da produgéo de éxido
nitrico, PGE, TNF-a, NOS-2 e COX-2 em macréfagos (1-20 M)

O Tedanol a 1 mg/kg em camundongos mostrou forte inibicdo da expresséo de COX-2 ¢ iNOS com
produgdo de MPO

Negundoins A-E, negundoina F, negundoina G e dois outros (ICso: 0,12-0,23 uM) mostraram
inibicdo de INOS e COX-2 em macréfagos RAW 264.7

Pimaranos, rosanos abietanos, icetexanos em conjunto com outros 15 diterpenos conhecidos,
inibiram a producéo de éxido nitrico em macréfagos RAW 264,7 macréfagos

Acetato de dactyloditerpenol inibiu tromboxano B2 (ICso 0,4 uM) e O(IC: 1 uM) em de microglia de
ratos

Kahweol inibiu a INOS, a atividade e expressdo da COX-2, a secre¢do de MCP-1 e a expressao de
moléculas de ades&o na superficie das células endoteliais

Eritroivorensina (10-100 mg/kg, p.0.)

Novaxenicinas B e xeniélidas | exibiram anticorpos anti-Escherichia coli e atividade contra Bacillus
subtilis 25 pg/mL

2p-acetoxiferruginol

Diterpenos Ent-pimarano (MIC: <100 pg/mL), &cido ent-pimara-8, 15-dien-19-6ico; Ent-8, 15-
pimaradien-3beta-ol; Ent-15-pimareno-8 beta, 19-diol; E ent-8, 15-pimaradien-3beta-acetoxi (MIC:

PEREZ-FONS et al., 2006

PETIWALA; JOHNSON, 2015

ORTUNO et al., 2015
CARVALHO et al., 2015
MARTINSEN et al., 2010
MINH et al., 2011

AYINAMPUDI et al., 2012
XU etal., 2012

GUOetal., 2012
PRIETO et al., 2013

GONZALEZ-BURGOS et al., 2013

BARILE et al., 2007

DIAZ-VICIEDO et al., 2008

COSTANTINO et al., 2009
ZHENG et al., 2010

SALAE et al., 2012

JIMENEZ-ROMERO et al., 2014

CARDENAS et al., 2015

ARMAH et al., 2015
BISHARA et al., 2006

SMITH et al., 2008
PORTO et al., 2009
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Antiviral

Antimalarica

Antiprotozoaria

Leishmanicida

Inseticida

Citotdxica

Solidago virgaurea
Premna obtusifolia

Alpinia pahangensis
Eremophila microtheca
Caesalpinia furfuracea
Trigonostemon
heterophyllus
Turraeanthus africanus

Dictyota pfaffii
Dodonaea viscosa
licium jiadifengpi
Daphne genkwa
llicium jiadifengpi
Dictyota spp.
Radix salviae
Fuerstia africana

Bowdichia nitida
Vitex cauliflora

Salvia species
Caesalpinia echinata

Baccharis platypoda

Erythroxylum passerinum

Euphorbia kansui
Calceolaria talcana

Glossocarya calcicola

Xenopus embryos

<10 ug/mL) atuaram contra Kocuria rhizophila, Streptococcus pyogenes, S. pneumonia,
Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis
Nove diterpenos clerodanos apresentaram atividade contra S. Aureus

Pimaranos, rosanos abietanos e icetexanos mostraram atividade antibacteriana contra B. subtilis, S.

aureus, E. faecalis, S. faecalis, S. typhi, S. sonei e P. aeruginosa

A pahangensina B mostrou atividade contra B. cereus com MIC: <100 ug/mL.

Serrulatano 1 (MIC: 64-128 ug/mL) para véarios micro-organismos

Os &cidos calsalfurfuricos A apresentaram antividade contra S. Aureus com MIC de 16 pg/mL
Trigonostemona e trigonoquineno B mostraram atividade contra S. aureus em 20 pg/mL.

Turraeanins G mostrou atividade antibacteriana contra S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa em
aliquotas de 40 L.

Dolabelladienetriol exibiu antividade anti-HIV-1 com ICso de 7,2 uM

Os diterpenos de Ent-labden mostraram antividade anti-herpes com seletividade

Nove &cidos jiadifenoicos exibiram atividade contra o virus Coxsackie B2, B3, B4 e B6 (ICso: 0,82 -
200 yM/mL)

Genkwadafinina tem atividade contra a hepatite Be C e HIV

Os &cidos jiadifenoicos agiram contra Coxsackie B3 (ICso: 7,0-22,2 uM/mL).

Os diterpenos dolabellanos produziram atividade anti-HIV-1 (ICso: 0,25-210 pM).

Miltiorinas A-D exibiu atividade anti-influenza A com ICso de 39,5 pg/mL

Os diterpenos de abietano mostraram antividade anti-Plasmodium falciparum com ICso de 1,95
pg/mL

6a,7p-diacetoxi-uacapano exibiu atividade anti-P. falciparum com uma ECso de > 100 pg/mL.
3-oxo, 15,17,18-triacetoxi-labda-7,13E-dieno mostrou efeito anti-P. falciparum com ICso de 30,7
pg/mL

14 diterpenos do tipo clerodano produziram forte atividade inibitéria com valores de ICso de 22,9 uM
para Entamoeba histolytica e de 28,2 uM para Giardia lamblia

Cinco novos diterpenos de cassano agiram contra Leishmania amazonensis a uma concentracao
de 20 pg/mL

Platipodiol

14-O-metil-ryanodanol agiu contra larvas de Aedes aegypti

Dois diterpenos ingenane agiram contra Nilaparvata lugens e Tetranychus urticae (250-1000 mg/L)
Vérios diterpenos demonstraram atividade contra Spodoptera frugiperda e Drosophila
melanogaster.

Clerodanes exibiram citotoxicidade contra células Sf9 (ICso: entre 0,76 + 0,098 e 1,22 + 0,038
Hg/mL)

cansuinina B, 20-OD-ingenol Z e 20-OD-ingenol E (0,1-200 pg/mL) exibiram atividade de bloqueio
do ciclo celular em embrides de Xenopus

STARKS et al., 2010
SALAE et al., 2012

SIVASOTHY et al., 2013
BARNES et al., 2013
SIRIDECHAKORN et al., 2014
Lletal.,, 2014

CHENDA et al., 2014

CIRNE-SANTOS et al., 2008
OLIVEIRA et al., 2012
ZHANG et al., 2013

EOetal., 2014

ZHANG et al., 2014
PARDO-VARGAS et al., 2014
HIRATA etal., 2015

KOCH et al., 2006

MATSUNO et al., 2008
RASAMISON et al., 2010

CALZADA et al., 2015
COSTA et al., 2011
MOREIRA et al., 2014
BARREIROS et al., 2007
DANG etal,, 2010
MUNOZ et al., 2013
RASIKARI et al., 2005

OKOUCHI et al., 2005
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Anticancer

Antigenotdxica
Antimutagénica

Quimiopreventiva

Imunoprotetora

Antinociceptiva

Chloranthus henryi
Gelonium aequoreum
Pinus sylvestris
Andrographis paniculata
Hedychium spicatum
Sequoia sempervirens
Taxus sumatrana
Celastrus hypoleucus
Euphorbia kansui
Daphne genkwa
Laetia thamnia

Petalostigma pubescens

Salvia officinalis
Sementes de café

Casearia sylvestris
Physcomitrella patens

Salvia corrugata

Hedychium coronarium
Cryptomeria jap6nica
Aralia cordata

Phaleria nisidai
Laurencia glandulifera

Henrilabdanos C (ICso: 0,09-0,66 uM) apresentaram citotoxicidade contra BEL-7402, BGC-823 e
HCT-8

Gelomulidas K produziu citotoxicidade contra A549, MDA-MB-231, MCF7 e HepG2, com ICso <20
pg/mL

15-¢til-18-metil-pinifolato (10 pg/mL) exibiram atividade contra Hela, SK-N-SH e BEL-7402

A andrographolactona exibiu valores de ICso de 0,05 mM contra linhagens de cancer de cdlon
Dois novos diterpenos do tipo labdano exibiram citotoxicidade contra A-431, MCF-7 e A-549
20-hidroxiferruginol e 6a-hidroxysugiol (ICso: 2-5 pg/mL) inibiram fortemente tumores de célon, do
pulméao e de mama

Cinco novos ésteres de diterpenos taxanos demonstraram atividade contra Hepa59T/VGH, NCI, e
Hela

(+)-7-desoxinimbidiol apresentou atividade anticancer contra HeLa, A549, CNE e MCF com ICso
entre 2,34 e > 50 pg/mL

12 diterpenos (0,1-50 ug/mL) inibiram a topoisomerase Il em células embrionérias de Xenopus
Yuanhuajine (ICso: 11,1-53,4 M) inibiram DNA Topoisomerase |.

Ent-caur-16-en-19-6ico (ICso: 5,03 pg/mL), en-3-hidro-hidroxi-ran-16-eno (ICso: 12,83 ug/mL) e ent-
caur-16-en-3alfa, 19-diol apresentaram atividade contra 22Rv1, LNCaP, bem como potencial
anticancer contra HT29, HCT116, SW480, SW620 e MCF-7.

Os diterpenos sonderianol e de primarano atuaram contra células leucémicas de camundongos
L1210, P388 e células de hepatocarcinoma.

Manool demonstrou atividade em HepG2 a 0,5-8,0 ug/mL.

Palmitato de cafestol (0,9 e 1,7 ug/mL) e uma mistura de cafestol e kahweol (> ou = 0,3 ug/mL)
exibiram efeitos antigenotoxicos na HepG2.

A casearina B mostrou ser genotoxica, mas ndo possui efeitos mutagénicos em células HepG2
(ensaio cometa).

Ent-beiereno, ent-sandaracopimaradieno, ent-caur-16-eno, e 16-hidroxi-ent-caureno exibiram
efeitos antimutagénicos em Nicotiana benthamiana e E. coli.

Fruticulina C, 7a-met6xi-19-acetoxi-roileanona, 7a, 19-diacetoxi-roiletanona, e 7-dehidroxi-
coniactone exibiram atividade quimiopreventiva (ICso: 0,06-59,5 uM) em testes de inibigdo de
histona-desacetilase

Isocoronarina D, metoxicoronarina D, etoxcoronarina D e benzoil eugenol inibiram NF-kB, COX-1 e
COX-2 (IC50: 0,9-57,6 uM).

Sugiol e Secoferruginol (10 uM) modularam a fung&o DC humana (produziu grandes quantidades
de IL-4 e pequenas quantidades de IFN-y) de forma a favorecer a polarizagao de células TH2.

O é&cido pimaradienoico produziu resposta celular através da expressdo de mRNA de Cyp26a1 e
ativacdo de RAR em células HepG2.

Simplexina (4,0 ug) aumenta a liberagao de IFNy em mononucleares.

O neorogioltriol (62,5 uM) diminuiu a produg&o de 6xido nitrico, COX-2 e expresséo do fator de
necrose tumoral alfa em células Raw264.7.

Ll etal., 2008

LEE et al., 2008
WANG et al., 2008
WANG et al., 2009
REDDY et al., 2009
SON et al., 2005
SHEN et al., 2005
XIONG et al., 2006
MIYATA et al., 2006
ZHANG et al., 2006
HENRY et al., 2006
GRACE et al., 2006

NICOLELLA et al., 2014
MAJER et al., 2005

PRIETO et al., 2013
ZHAN et al., 2015

GIACOMELLI et al., 2013

ENDRINGER et al., 2014
TAKEI et al., 2007
TANABE et al., 2014

KULAKOWSKI et al., 2015
CHATTER et al., 2009




Cardioprotetora

Antidiabética/hipolipemi
ante

Hepatoprotetora

Neuroprotetora

Antitrombotica

Antialérgica

Antitoxina

Antiangiogénica

Leonotis leonurus
Croton cajucara
Viguiera robusta
Pycnocycla spinosa
Baccharis trimera
Premna tomentosa

Polyalthia longifélia

Acanthopanax koreanum

Dioscorea bulbifera

Fritillaria ebeiensis
Aloysia virgata
Trogopterus xanthipes
Abies georgei

Suregada multiflora

Canistrocarpus
cervicornis
Sementes de café

7-0O-p-glicésido de luteolina e luteolina (10 mM) exibiram atividade antinociceptiva mediada por
receptor GABA.

Trans-dehidrocrotonina (5, 10 ou 15 mg/kg, i.v.) em ratos reduziu a liberag&o de 6xido nitrico.

Os diterpenos do tipo caurane e pimarano produziram atividade inibitoria da contratilidade vascular.
3,7,10,14,15-pentaacetil-5-butanoil-13,17-epoxi-8-mirinsina exibiu atividade antiespasmédica com
valor de ICso de 0,062 + 0,011 uM.

Os diterpenos neo- e ent-clerodano (30, 100 e 300 uM) na veia porta de ratos Wistar, despolarizada
com KCL induziu bloqueio dos canais de calcio dependentes de voltagem.

Trés novos diterpenos icetexano (3 pg/mL) apresentaram atividade antirradical DPPH®, com
atividade inibidora de a-glicosidase.

16a-hidroxi-cleroda-3,13 Z-dien-15,16-olide (50 mg/kg/dia durante 8 semanas, p.0.) em
camundongos produziram atividades antidipogénicas e antiobesidade.

O &cido acantoico (20 ou 50 mg/kg, i.g.) em camundongos expostos ao CCls e células estreladas
hepaticas estimuladas com TGF-p, inibiu a expressédo de a-SMA estimulada por TGF-p e aumentou
a expressdo de LXRp.

Diasbulina-D (16, 32 e 64 mg/kg/dia durante 12 dias) em camundongos aumentou a glutationa
peroxidase, a glutationa-S-transferase, a superdxido dismutase cobre-zinco e Mn-SOD e reduziu os
niveis de catalase.

Dois diterpenos labdanos (6a, 7p-di-hidréxi-Labda-8 (17), 12 (E), 14-trieno e 6-0x0-2a-hidroxi-labda-
7,12 (E), 14-trieno) mostraram efeitos neuroprotectores em células SH-SY5Y a 3, 10 e 30 pM.
(16R) -16,17,18-tri-hidroxifilocladan-3-ona e (16R) -16,17-di-hidroxifilocladan-3-ona (0,3-3 mg / kg,
i.p.) produziram efeitos semelhantes a ansioliticos em camundongos.

Manool (ICso: 11,0 pug/mL), (12R,13R) -8,12-epoxi-14-labden-13-ol (IC50: 8,7 ug/mL), pomiferina A e
8,11,13-abietatrieno-7alfa, 18-diol (ICso: 9,2 ug/mL), em trombina de plasma de coelho.
7-oxocallitrisico apresentou fraca atividade antitrombina e atividade moderada contra agregagéo
plaguetaria em coelhos a 100 pg/mL.

Ent-16-caiureno-3beta, 15beta, 18-triol, 3-oxo-16-caureno-15beta, 18-diol, ent-16-caiureno-3beta,
15beta-diol, abbeokutona, helioscopinolida A, helioscopinolida C e helioscopinolida | (ICso: 22,5 a
42,2 uM) exibiram atividade antialérgica em células RBL-2H3 com os valores ICso variando entre
22,5e42,2 M.

Diterpeno dolastano

Cafestol diminuiu a producédo de FAK e AKT e 6xido nitrico em HUVECs.

HE etal., 2012

SILVA et al., 2005
AMBROSIO et al., 2006
GHANADIAN et al., 2014
GARCIA et al., 2014
AYINAMPUD! et al., 2012
BEG etal,, 2015

BAletal., 2014

MAetal., 2011

XU etal., 2011

WASOWSKI; MARDER, 2011
YANG et al., 2010

YANG et al., 2010

CHEENPRACHA et al., 2006

MOURA et al., 2011

WANG et al., 2012
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2.2.1 Atividade antioxidante dos terpenos e diterpenos

Estudos in vitro e in vivo revelaram potenciais capacidades antioxidantes de alguns diterpenos
importantes (Figura 3), tais como camosol, 4cido carndsico (600 mg/kg) (ORTUNO et al., 2015;
CARVALHO et al., 2015), rosmadial, acido rosmarinico (PEREZ-FONS et al., 2006; PETIWALA;
JOHNSON, 2015), lobocompactois A e B (ICso: 17,80-59,06 uM) (MINH et al., 2011), foliol, linearol (5
LM), sidol (10 uM) (GONZALEZ-BURGOS et al., 2013) e diterpenos de jatrofano (CHEN et al., 2014).

Figura 3. Esqueleto basico de diterpenos com atividade antioxidante.
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Fonte: ISLAM et al., 2016a.
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Pérez-Fons e colaboradores (2006) observaram efeitos de diterpenos obtidos de Rosmarinus
officinalis nas membranas fosfolipidicas, com alteragdes na permeabilidade de membrana. Os modos
mais comuns de atividades antioxidantes sdo a inibigao da peroxidagéo lipidica (ORTUNO et al., 2015),
producédo de EROs e de radicais de 6xido nitrico (NO®) (CHEN et al., 2014). De acordo com Gonzalez-
Burgos e colaboradores (2013), diterpenos de caurano (por exemplo, foliol, linearol e sidol) sao relatados

como compostos citoprotetores por mecanismos antioxidantes.

2.2.2 Atividades antimicrobiana, antiviral e antimalarica dos diterpenos

Substéncias com um ou mais grupos -OH ativos, que também tém atividade antioxidante, podem
aumentar a permeabilidade da membrana de uma variedade de organismos, tais como bactérias, fungos
e virus. Devido sua alta lipofilicidade, os diterpenos em alta concentragdo podem facilmente penetrar na
membrana celular e criar poros. Assim, eles podem causar a perda de componentes celulares essenciais,
incluindo organelas, levando ao encolhimento celular e morte subsequente. Os diterpenos que possuem
estas propriedades incluem ent-beyer-15-en-19-ol (3,1 e 3,6 yg/mL) (DREWES et al., 2006), diterpenos
de casbane (MIC: 62,5-500 ug/mL) (SA et al., 2012) e diterpenos triciclicos fundidos com pirazole (MIC:
0,71-3,12 pg/mL) (YU et al., 2015).

Estudos recentes apontam que o timol tem forte inibicdo da Eikenella corrodens e Candida
albicans (VLACHOJANNIS et al., 2015). No entanto, os efeitos dos diterpenos foram principalmente
estudados usando concentragdes mais elevadas do que em baixas. Alguns diterpenos antibacterianos
importantes s&o diterpenos de ent-pimarano (MIC: <100 pg/mL), ent-pimara-8 (14), 15-dien-19-6ico (PA),
sal de sodio PA, ent-8 (14) 15-pimaradien-3beta-ol, ent-15-pimareno-8 beta, 19-diol, ent-8 (14), 15-
pimaradien-3beta-acetoxi (MIC: <10 yg/mL) (PORTO et al., 2009), pahangensina B (MIC: <100 ug/mL)
(SIVASOTHY et al., 2013), serrulatano 1 (MIC: 64-128 ug/mL) (BARNES et al., 2013), diterpenos
antifingicos  16a-hidroxicicloda (14) Z-dien-15,16-olide (MIC90: 50.3, 100.6 e 201.2 uM)
(BHATTACHARYA et al., 2015), diterpenos antivirais diterpenos ent-labden (OLIVEIRA et al., 2012), bem
como os diterpenos dolabelanos (PARDO-VARGAS et al., 2014). Alguns dos diterpenos com atividades

antimicrobiana e citotdxica estao representados na Figura 4.
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Figura 4. Alguns diterpenos com atividades antimicrobiana e citotdxica.
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Fonte: ISLAM et al., 2016a.

As atividades antibacterianas e antifungicas dos diterpenos estdo relatadas na Tabela 1.
Xenicanos (MANZO et al., 2009), 16a-hidroxiciclododa-3,13 (14) Z-dien-15,16-olido (BHATTACHARYA
et al., 2015) e 1,4-dihidroxi-2E, 6E,12E-trien-5-ona-casbano (VASCONCELOQS et al., 2014) produziram
uma forte atividade contra Candida albicans. O diterpeno dolabelladienetriol apresentou atividade anti-
HIV-1, com uma ECso de 7,2 uM (CIRNE-SANTOS et al., 2008); enquanto que a genkwadanina inibiu
fortemente o crescimento do virus da hepatite B e C (HBV e HCV) e HIV (EO et al., 2014). Além disso,
os diterpenos ent-labdano de Dodonaea viscose exibiram atividade antiviral contra o virus B2, B3, B4 e
B6 de Coxsackie com uma ICso:> 0,82-> 200 uM/mL (ZHANG et al., 2013). De outro modo, a atividade
anti-herpes e anti-influenza A foi demonstrada pelo tratamento com diterpenos (OLIVEIRA et al., 2012)
e miltiorins A-D (HIRATA et al., 2015), respectivamente. Verificou-se que as cefalininas A (ICso: 0,42 uM)
e B (ICso: 0,79 uM) de Caesalpinia minax produzem uma forte atividade contra Plasmodium falciparum
(MA et al., 2014), seguida de diterpenos isolados de Fuerstia Africana, Polyalthia longifolia (GBEDEMA
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etal., 2015), Hypoestes forskalei (AL MUSAYEIB et al., 2014), Vitex cauliflora (RASAMISON et al., 2010)
e Bowdichia nitida (MATSUNO et al. 2008).

2.2.3 Diterpenos e suas propriedades antiprotozoaria e inseticida

A leishmaniose, a malaria, e outras doengas transmitidas por insetos séo frequentemente
observadas em regides subdesenvolvidas. Os OEs, como diterpenos, que tém atividades citotdxicas, sdo
atualmente de grande interesse para combater esses tipos de doencgas. Costa e colaboradores (2011)
relataram cinco novos diterpenos da planta Caesalpinia echinata; e Moreira e colaboradores (2014)
identificaram platypodiol em Baccharis platypoda, que é relatado como tendo atividade leishmanicida. Os
diterpenoides clerodanes de Clerodendron infortunatum foram encontrados agindo contra a praga do
algodao, Helicoverpa armigera (ABBASZADEH et al., 2014). De outra forma, os diterpenos de duas
espécies de Erythroxylum foram relatados, anteriormente, por exibirem uma atividade inseticida contra
as larvas de Aedes aegypti, principal vetor da dengue, zika, chikungunya e febre amarela (BARREIROS
etal., 2007).

2.2.4 Efeitos citotdxicos dos diterpenos

Existem inUmeros relatos indicando que os diterpenos séo citotdxicos e anticancerigenos. Mas
estudos também apontam atividades antigenotoxicas e antimutagénicas. Os diterpenos derivados da
clorofila, a exemplo o FIT, apresentam atividades antioxidante, citotéxica, antimutagénica, antibiotico-
quimioterapica, hipolipemiante e neurofarmacoldgica (ISLAM et al., 2015). Dados toxicologicos sugerem
que o FIT é bem tolerado por roedores. No entanto, em altas concentragdes pode produzir EROs e induzir
potencial pré-inflamatdrio intrinseco, resultando em efeitos criticos nas células que podem levar até morte
celular. A concentragao de diterpenos é um fator crucial uma vez que a toxicidade de qualquer substancia
€ uma preocupagao quando se considera a sua concentragéo e tempo de exposicdo (COSENTINO et
al., 2014). Um bom numero de diterpenos em uma grande variedade de células foi listado, anteriormente,

na Tabela 1.

2.2.5 Atividade anticancer dos diterpenos

Tendo propriedades citotdxicas, bem como a capacidade de direcionamento celular, os
diterpenos podem afetar a morte celular programada. Por exemplo, varios estudos (in vitro, ex vivo e in

vivo) que foram conduzidos, independentemente, com uma variedade de diterpenos (Figura 5) revelaram
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que estes compostos s&o candidatos promissores para o tratamento de tumores, a exemplo dos taxanos,
um diterpeno de origem vegetal utilizado como agente quimioterapéutico. O taxol é utilizado para o
tratamento de cancer de mama, ovario, pulmao, bexiga, prostata, melanoma, esofagico, assim como
outros tipos de tumores sélidos. Também tem sido utilizado no sarcoma de Kaposi. Existem relatos de
que cinco ésteres de diterpenos de taxano isolados de Taxus sumatrana (SHEN et al., 2005) e (+)-7-
desoxinimbidiol exibem atividade antitumoral significativa contra varias linhagens de células tumorais
humanas (XIONG et al., 2006). Ter propriedades antagénicas como antioxidantes e citotoxicas apontam
que os diterpenos podem ser uma boa ferramenta para a terapia do cancer (LESGARDS et al. 2014).

O diterpeno (11,12,16-trihidroxi-2-oxo-5-metil-10-desmetil-abieta-1, 6,8,11,13-penteno) isolado a
partir do extrato metandlico de Premna serratifolia L., quando testado em neuroblastoma SHSY-5Y e
células de melanoma B16, mostrou uma atividade antitumoral significativa. Além disso, hd uma mencgéo
para o seu potente potencial antirradical (DPPH®) (HABTEMARIAM; VARGHESE, 2015). A inibi¢do de
topoisomerase | e Il de DNA foi observada no tratamento com diterpenos de Yuanhuajino (ICso: 11,1-
53,4 uM) (MIYATA et al., 2006) e 12 compostos de terpeno (0,1-50 pg/mL) (ZHANG et al., 2006),
respectivamente.

Os diterpenos, 13-hidrdxi-15-0xo-zoapatlino induziram hipodiploidia e externalizagdo de
fosfatidilserina, rompendo o potencial de membrana mitocondrial (PIAZ et al., 2007), enquanto carnosol
e carnosol aldeido causaram a expressao de genes dependentes de Nrf2 em culturas neuronais corticais
primarias de camundongos (FISCHEDICK et al., 2013). O éster de tigliano, diterpeno de Aleurites fordii,
a uma concentragao de 8 pg/mL induziu aumento de IFN-y em células NK92 (PEl et al., 2012). Além
disso, demonstrou-se que os diterpenoides triciclicos de clerodano bioativos exercem uma agéo
antiproliferativa conduzindo a apoptose em varias células tumorais derivadas de humanos e
camundongos (SANTOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2010 e 2014).
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Figura 5. Alguns diterpenos com atividade antitumoral.
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Fonte: ISLAM et al., 2016a.

A quimioterapia € um dos tratamentos mais comuns para o cancer de varias origens. No entanto,
é bem conhecido que a terapia com substancias quimicas que destroem células cancerosas também
podem atuar em células normais, o que poderia resultar no desenvolvimento de um novo cancer induzido
por essa terapia. Atualmente s&o utilizadas varias estratégias, entre as quais a segmentacao celular. No
entanto, por ser uma técnica onerosa, os cientistas farmacéuticos estdo concentrados em outros campos,
como a carga natural do produto. Os diterpenos fruticulina C, 7a-metoxi-19-acetoxi-roiletanona,7a,19-
diacetoxi-roiletanona e 7-dehidrdxi-conacitona exibem atividade quimiopreventiva (ICso: 0,06-59,5 uM),
pela atividade de indugdo da quinase redutase e histona desacetilase (GIACOMELLI et al., 2013),
enquanto a isocoronarina D, a metoxicoronarina D, a etoxcoronarina D, o benzoato de eugenol agiram
via inibicao do fator nuclear-kappa-B (NF-kB), ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e COX -2 (ICso: 0,9-57,6 uM)
(ENDRINGER et al., 2014).

Outros diterpenos, tais como os equinocais H-U exibem atividade inibidora de NF-kB (MITSUI et
al., 2015). De outro modo, dois diterpenos de lathyrane em Euphorbia lathyris (JIAO et al., 2009) e
diterpenos de jatrofano em Euphorbia dendroides (PESIC et al., 2011) exerceram atividade

anticancerigena em linhagens celulares de cancer resistentes a mdiltiplos drogas. A oridonina, um
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diterpeno de ent-caurano, isolado de Isodon rubescens, mostrou-se ligar diretamente com uma proteina
de choque térmico induzivel por estresse 70 1A (HSP70 1A). Como resultado, poderia ser usado como
um tratamento para a leucemia (PIAZ et al., 2013), mas de forma antagbnica, os diterpenos podem ter

efeitos antigenotdxicos e/ou antimutagénicos, como discutido no préximo item.

2.2.6 Atividades quimiopreventiva e antimutagénica dos diterpenos

O efeito prejudicial sobre os materiais genéticos é chamado de efeito genotoxico, que quando
nado reparado pode ser fixado ao DNA. Os OEs como antioxidantes sdo quimiopreventivos e/ou
antimutagénicos, a exemplo do manool, que foi relatado como antigenotdxico em células V79 e HepG2
a 0,5 - 8,0 yg/mL (NICOLELLA et al., 2014). Outros diterpenos também apresentam propriedades
antimutagénicas (Figura 6) tais como o palmitato de cafestol (0,9 e 1,7 ug/mL), uma mistura de cafestol
e cahweol (> 0,3 pg/mL) (MAJER et al., 2005) e beiereno, ent-sandaracopimaradieno, ent-caur-16-eno e
16-hidroxi-ent-caureno (ZHAN et al., 2015).

Figura 6. Diterpenos com atividades quimiopreventiva e/ou antigenotdxica/antimutagénica.
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2.2.7 Efeitos dos diterpenos no sistema imunologico

Os efeitos sobre o sistema imunoldgico é outro fator importante a considerar para qualquer droga
designada para consumo humano. Varios diterpenos foram identificados como tendo potencial
imunoestimulador em vez de imunossupressor, bem como anti-inflamatérios (Figura 7). Os diterpenos,
sugiol e secoferruginol (10 uM cada) modularam a fungéo imunolégica humana (produziram grandes
quantidades de IL-4 e liberaram pequenas quantidades de IFN-y), de uma forma que favorece a
polarizagdo das células TH-2 (TAKEI et al., 2007); enquanto o acido sandaracopimarico e o
sandaracopimaradieno-3p-ol (0,1-10 yM cada) produziram grandes quantidades de IFN-y e liberaram
pequenas quantidades de IL-4, dependendo da secrecdo de IL-12 (TAKEI et al., 2008). De outro modo,
0 &cido pimaradienoico, isolado de Aralia cordata, produz resposta celular através da expressao de
mRNA de Cyp26a1 e ativagdo de RAR em células HepG2 (TANABE et al., 2014).

Figura 7. Alguns diterpenos relatados como anti-inflamatérios e imunoestimuladores.
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2.2.8 Efeito antinociceptivo dos diterpenos

Alguns diterpenos com atividades antinociceptiva estao apresentados na Figura 8. O composto
neorogioltriol, isolado de Laurencia glandulifera, numa dose de 62,5 uM, reduziu a producao de 6xido
nitrico e COX-2, bem como a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em células Raw264.7

(CHATTER et al., 2009). Enquanto que a luteolina tem atividade antinociceptiva através da via mediada
39



por acido gama aminobutirico-A (GABAA) (HE et al., 2012). Cahweol, os conhecidos componentes do
café, também exibiram efeitos antinociceptivos periféricos em ratos Wistar machos (GUZZO et al., 2015).

O FIT também apresenta atividade antinociceptiva (ISLAM et al., 2015).

Figura 8. Diterpenos com atividade antinociceptiva.
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2.2.9 Diterpenos no sistema cardiovascular (SCV)

Em ratos Wistar, os diterpenos labdanos produziram prote¢éo proteica para o SCV através de
uma via de ativagédo independente da proteina quinase B (AKT/PKB) (CUADRADO-BERROCAL et al.,
2015). Os diterpenos neo- e ent-clerodano (30, 100 e 300 uM) agem via bloqueio dos canais de calcio
dependentes da voltagem (GARCIA et al., 2014). Efeitos contrarios foram observados para os diterpenos
do tipo caurano e pimarano, que produziram atividade inibitoria na contratilidade vascular (AMBROSIO
et al., 2006); e o trans-dehidrocrotonina (5, 10 ou 15 mg/kg, iv), que inibiu a produgao de NO+ em ratos
(SILVA et al., 2005). O 3,7,10,14,15-pentaacetil-5-butanocil-13 e o 17-epdxi-8-mirsinene, isolado de
Pycnocycla spinosa, tém atividade antiespasmaédica (valores de I1Cs de 0,062 £ 0,011 uM) em ratos
(GHANADIAN et al., 2014). Os diterpenos isolados de Aconitum napellus exibem atividade de bloqueio
do canal de potassio, que sdo seletivos na expressdo nos atrios, sugerindo ferramentas Uteis no
tratamento de arritmias ventriculares graves, como fibrilagao ventricular e morte cardiaca subita (KISS et
al., 2013).
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2.2.10 Diterpenos em lipidemia

Trés novos diterpenos isolados de Premna tomentosa possuem atividades antioxidantes in vitro
por mecanismos associados a captura de radicais livre, como DPPHe e também por produzirem atividade
de a-glucosidase (AYINAMPUDI et al., 2012). Por outro lado, o 16a-hidroxicicloda-3, 13 (14) Z-dien-15,
16-olida Polyalthia longiflia, numa dose de 50 mg/kg/dia, durante 8 semanas, em ratos C57BL/6,

apresentou atividades antiadipogénicas e antiobesidade (BEG et al., 2015).

2.2.11 Diterpenos no sistema hepatico

O é&cido acantoico a 20 ou 50 mg/kg inibiu a expressdo de a-SMA estimulada por TGF-B,
aumentou a expressdo de LXRpB em ratos induzidos com tetracloreto de carbono e estimulou o fator
hepatico de crescimento tumoral § (TGF-) em células estreladas (HSCs) (BAI et al., 2014). A diosbulina
D pode aumentar as biomoléculas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase
(GST), cobre-zinco-superdxido dismutase (CuZn-SOD), manganés-superdxido dismutase (Mn-SOD) e
catalase (CAT) em ratos (MA et al., 2011). Como a principal fungéo do antioxidante ¢ a citoprotegéo, a
diosbulina-D pode agir através de hepatoprotetividade mediada por protegdo antioxidante. Outros

diterpenos também apresentam atividades hepato, cardio e neuroprotetoras (Figura 9).

Figura 9. Diterpenos com atividade hepato-/cardio-/neuroprotetoras.
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Fonte: ISLAM et al., 2016a.

2.2.12 Diterpenos como agentes neuroprotetores

Exemplos de alguns diterpenos com funges neuroprotetoras s&o o linearol e sidol (GONZALEZ-
BURGOS et al., 2014), diterpenos de labdano (XU et al., 2011) e (16R) -16,17,18-trihidroxifilocladan-3-

ona e (16R) -16,17-di-hidroxifilocladan-3-ona (WASOWSKI; MARDER, 2011). Os diterpenos com
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potenciais antioxidantes séo também capazes de inibir a producdo de mediadores pro-inflamatérios como
IL-1, IL-1B, IL-6, IL-18, COX-1, COX-2, prostaglandinas, malonilaldeido e lipoperoxidase, com aumento
de GPx, GSH, GST e CAT, que conferem potencial de neuroprotecéo (ISLAM et al., 2016a).

Os diterpenos isolados de Curcuma kwangsiensis (SCHRAMM et al., 2012), ginkolida B (WU et
al., 2013) e acido carnosico (AZAD et al., 2015) sdo evidentes pelo seu potencial neuroprotetor. O FIT
também apresenta atividades ansioliticas, antidepressivas e antiepilépticas. Todas essas atividades sao
associadas as suas potencialidades antioxidantes. Estes diterpenos podem ser direcionados para
pacientes com doenga de Alzheimer (DA) e doenga de Parkinson (DP) (ISLAM et al., 2015 e 2016a).
Diterpenos podem atuar na isquemia cerebral (WU et al., 2013), dor neuropética (HU et al., 2012) e
neuroinflamagéo (JUNG et al., 2009).

2.2.13 Diterpenos com atividade trombolitica/antiplaquetaria

Um coégulo dentro do vaso sanguineo é denominado de trombose, que pode obstruir a
passagem de sangue, nutrientes, farmacos ou outras micro/macromoléculas para atender as demandas
de tecidos e células. E também uma das principais causas de choque e insuficiéncia cardiaca congestiva.
A agregacao plaquetaria € outro fenémeno obstrutivo. Os diterpenos isolados de Trogopterus xanthipes
e Siegesbeckia pubescens mostraram atividades antiplaquetarias e antitrombéticas em roedores (YANG
et al., 2010; WANG et al., 2011). Alguns exemplos de diterpenos com atividades antiplaquetarias,

antitrombdticas e vasorelaxantes estéo apresentados na Figura 10.

Figura 10. Diterpenos com atividades antiplaquetaria, antitrombética e vasorelaxante.
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2.2.14 QOutras atividades dos diterpenos

Algumas outras propriedades, como antialérgica (TANG et al., 2009), antitoxina (CHEENPRACH
et al., 2006; MOURA et al., 2011), antiasmatica (CHO et al., 2010) antiparasita endégeno (REINA et al.,

2011) e antiangiogénica (WANG et al., 2012), também foram relatadas para os diterpenos.

2.3 Fitol

O FIT (3,7,11,15-tetrametil hexadec-2-en-1-ol) € um isoprenoide caracterizado por ser um alcool
aciclico de cadeia longa e ramificada, constituinte da molécula da clorofila (BLANKENSHIP, 2002) e &
amplamente distribuido em algas (XIAO; YUAN; LI, 2013; ISHIBASHI et al., 2014) plantas, bactérias,
especialmente cianobactérias (JUDAH; BURDICK; CARROLL, 1954; HANSEN, 1980; RONTANI;
VOLKMAN, 2003; VAVILIN; VERMAAS, 2007; SCHOUTEN et al., 2008), presentes no intestino dos
animais ruminantes (HANSEN, 1960) e em produtos derivados do leite e de pescados (BROWN et al.,
1993). Quimicamente, o FIT &€ um diterpenoide (formula quimica: C20H400, peso molecular 296,54 g/mol,
densidade 0,8533 g/cm3, ponto de ebulicdo 132-202°C, indice de refragdo: 1,460-1,466, pressao de
vapor: <0,001 mmHg a 20°C e solubilidade em agua: 0,00327 mg/L a 25°C) (MCGINTY; LETIZIA; API,
2010).

Através de prospecgao cientifica e tecnoldgica do FIT, a partir de artigos publicados (Figura 11)
e patentes (Figura 12 e 13), em diferentes bases de dados, foi possivel evidenciar diversas atividades
biolgicas/farmacolédgicas deste diterpeno. Dentre os 149 artigos e 62 patentes, 27,52% de artigos e
87,09% patentes estavam relacionadas com o topico de busca FIT, suas fontes, sintese e metabolismo;
seguida por 1544% e 14,77% acerca do FIT com citotoxicidade, cancer, mutagenicidade,
teratogenicidade e FIT em doengas neurologicas, respectivamente.

Do ponto de vista farmacéutico, o FIT e os seus derivados tém apresentado propriedades
antimicrobiana, citotoxica, antitumoral, ndo mutagénica, antiteratogénica, antibiotica-quimioterapéutica,
antidiabética, hipolipemiante, antiespasmaodica, anticonvulsivante, antinociceptiva, antioxidante, anti-
inflamatdria, ansiolitica, antidepressiva, adjuvante imunoldgico, facilitador do crescimento de cabelo,
defesa contra queda de cabelo e atividade anticaspa. O biometabdlito importante do FIT é o &cido fitanico
(AF). As evidéncias mostram que AF tem atividade citotoxica, anticancerigena, antidiabética e
hipolipemiante. Além disso, pode ser considerado um biomarcador importante para algumas doencas,
como a doenga de Refsum, a sindrome de Sjogren-Larsson, a condrodisplasia punctata rizomélica,
polineuropatia cronica , doenca de Zellweger e doengas relacionadas. Assim, o fitol pode ser considerado

um candidato a farmaco.
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Figura 11. Compilacdo dos dados da prospecgéo cientifica. A: Artigos examinados em topicos de busca;
B: Artigos observados em bases de dados por porcentagem; C: Distribuicao de artigos para o periodo de
1954 e 2015. PM: PubMed, SD: Science Direct, WS: Web of Science; SC: Scopus.
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Figura 12. Prospecgéo tecnologica para o fitol. A: Patentes examinadas em tdpicos de busca; B:
Patentes observadas em bases de dados em percentagem. DII: indice de Inovacéo Derwent®; WIPO:
Organizagdo Mundial de Propriedade Intelectual; CIPO: Organizacdo Canadense de Propriedade
Intelectual; EPO: Escritorio Europeu de Patentes; USPTO: Organizagao de Propriedade Intelectual dos

Estados Unidos; INPI: Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
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Figura 13. Distribuicdo de patentes sobre o fitol, considerando o ano e pais de origem. A: Patentes
encontrados de 1999 a 2014 em tdpicos de busca; B: Pais de origem da patente; C: Categoria de
patentes observadas. US: Estados Unidos; CA: Canada; CN: China; WO: PCT; BR: Brasil; KR: Coreia
do Sul; RU: Russia; IT: Italia; DK: Dinamarca; SE: Suécia.
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2.3.1 Biossintese e metabolismo do fitol

A biossintese do FIT ocorre tanto por meio da via do acido mevalénico (VAVILIN; VERMAAS,
2002; ECKHARDT; GRIMM; HORTENSTEINER, 2004; BOUVIER; RAHIER; CAMARA, 2005) como pelo
2-C-metileritritol-4-fosfato (RATLEDGE; WILKINSON, 1990; SCHOUTEN et al., 2008). Os caminhos para
a biossintese do fitol e de seus derivados estdo apresentados nas Figuras 14, 15, 16 e 17. Existem
relatos de que ovelhas tratadas com 4 mL de solugéo de etanol a 14% (14[FIT]), em bidpsias revelaram
FIT no figado apds 96h, no pulm&o apds 24 e 120h, bem como em gordura, adrenal, bago, coragdo e
musculos. No entanto, em ratos tratados com 0,5 mg de (14[FIT]) em 0,5 mL de dleo de milho, o diterpeno
foi encontrado em 43,9%, 33,1%, 3%, 1% e 0,6% em teores fecais/intestinais, linfa, CO2 expirado, urina
e figado, respectivamente apds 24h. Em contraste, 80% de FIT inalterado foi encontrado no plasma de
camundongos alimentados com 2% de FIT apos 48h de administragdo (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010).
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Figura 14. Vias de biossintese do fitol.
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Figura 15. Vias de biossintese do acido fitanico. FALDH: aldeido desidrogenase saturada; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada; NADH:

nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida; NADP+: Nicotinamida adenina dinucleotidico fosfato oxidada; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida.
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Figura 16. Via do metabolismo do acido fitdnico. TPP: Tiamina Pirofosfato; Pi: Fosfato inorganico;

ALDH3A2: Aldeido desidrogenase saturado; ATP: Adenosina trifosfato; AMP: Adenosina monofosfato;

CoA: Co-enzima-A; PPi: Fosfato inorganico.

o T I
\KV\'NY\/\(\([)( Acido fitanico
ATP + CoA

Fitanoil-CoA ligase (Mg?*)
AMP + PPi

7Y Y7 7Y ) S°°” Fitanoil-CoA

a-cetoglutarato
Fitanoil-CoA hidrolase

(ascorbato, ferro)

OH Succinato
Y\/Y\/Y\/\,)\f(s-cm 2-hidroxifitanoil-CoA
o
CoA
2-hidroxifitanoil-CoA liase : .
Formil-CoA ATP AMP + PPi
(TPP, Mg?) < it Formil
ormato Formato tetrahidrofolato
\]/\/\I/\/\r\/\rco" tetrahidrofolato
Pristanal ligase (Mg?*)
NAD Cadeia CO,

ALDH3A2 poginee Acidos graxos de
NADH cadeia mediana
Mitocondria

COOH
WM HZO

Acido pristanico

Fonte: ISLAM et al., 2015.

50



Figura 17. Derivados do fitol (laboratério). Slr1652: isogénico Synechocystis sp; DMF: componente de

reagente de Vilsmeier.
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2.3.2 Propriedades biolégicas do fitol

2.3.2.1 Indicagdes toxicoldgicas do fitol

Dados toxicolégicos agudos revelaram que o FIT é bem tolerado em roedores (CHOI et al., 1993;
ATSHAVES et al., 2004; SAIKIA et al., 2010). Para ratos albinos e normais, a DLs foi calculada acima
de 5ge 10 g, respectivamente (RIFM, 1977 e 1978). O FIT, em aproximadamente 250 mg/kg (10 mg/kg
de peso corporal/dia), provocou alteracdes histopatolégicas com lesdes no figado, ruptura do cordao
hepatico e pequenas areas multifocais de necrose nos hepatdcitos, com infiltragdo precoce de células
inflamatérias em camundongos machos e fémeas (C57BL/6J) (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). Além
disso, o FIT foi considerado ndo mutagénico em Salmonella typhimurium (TA100), nas doses de 5,0 a
0,1% e antiteratogénico em 500 mg/kg em camundongos (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010).

2.3.2.2 Atividade antimicrobiana do fitol

O FIT apresenta atividade contra Salmonella typhimurium (ATSHAVES et al., 2004) e
Staphylococcus aureus (INOUE et al., 2005). Possui efeito antitripanossomal (ICso: 19,1 ug/mL, em
Trypanosoma brucei) (BERO et al., 2013) e antiesquistossomose (50, 75 € 100 ug/mL) (MORAES et al.,
2014). Pejin e colaboradores (2014) demonstraram atividade antimicrobiana do FIT contra oito bactérias
e oito espécies fungicas, com MIC de 0,003-0,038 mg/mL e MBC de 0,013-0,052 mg/mL, MIC 0,008-
0,016 mg/mL e MFC 0,090-0,520 mg/mL.

2.3.2.3 Atividade citotdxica do fitol

No ensaio MTT (in vitro), o FIT tem atividade citotdxica frente a sete células tumorais
(adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma de préstata PC-3, HL (leucemia), HT-29, A-549,
Hs294T e MDA-MB-231) e uma célula normal de fibroblasto pulmonar (MRC-5), com citotoxicidade
demonstrada em ICso de 8,79 £ 0,41 uM a 124,84 + 1,59 uM (PEJIN; KOJIC; BOGDANOVIC, 2014).

2.3.2.4 Efeitos antitumoral, antimutagénico e antiteratogénico do fitol

Os estrogénios desempenham um papel crucial na fisiologia normal (HELDRING et al., 2007). A
exposicdo exagerada a esse hormdnio pode causar cancer de mama, ovario e endométrio (BULUN et

al., 2005). A enzima aromatase cataliza a biossintese de estrogénio (SIMPSON et al., 2002). De acordo
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com GUO e colaboradores (2014), o trans-FIT atua como inibidor da aromatase corroborando com seu
potencial anticancerigeno (ICso: 1 uM), embora anteriormente o FIT tenha manifestado ser
antimutagénico (120 mg/kg, v.0), especificamente por ativagdo da proteina p38 com agéo na atividade
da proteina quinase C (PKC) (KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI, 1993); antiteratogénico (500 mg/kg,
po e 100 mg/kg, v.0) com os efeitos inibitorios sobre os receptores RAR e RXR, para que os acidos
retinoicos se liguem de forma precisa e produzam efeitos teratogénicos em uma grande variedade de
animais (ELMAZAR; NAU, 2004; TANG et al., 2007). Como antitumoral existem diversos relatos em ratos
(LISKA et al., 2002; WALSH, 2004; THORNBURG et al., 2006; WRIGHT et al., 2012; HELLGREN, 2014).
Ha também evidéncias de sua acado frente ao cancer de préstata devido a niveis elevados de acido
fitdnico, mas a concluséo é um pouco controversa (PRICE et al., 2010; WRIGHT et al., 2014; HELLGREN,
2014; KATARIA et al., 2015).

2.3.2.5 Fitol como adjuvante imunolégico

Um dos populares e bem conhecidos suplementos imunitarios séo as vacinas, cuja eficacia
depende, principalmente, do uso de antigeno(s) especifico(s) e potencial(is) adjuvante(s).
Recentemente, alguns derivados de FIT, nomeadamente: fitanol (40 mg/kg, i.p), fentolamina (2,5 € 5
mg/kg, i.p), fitanil mandsido (2,5 e 5 mg/kg; i.p) 44 mg/kg, i.p) (AACHOUI et al., 2011a, b) e cloreto de
fentanilo (44 mg/kg, i.p) (JELLUM; TRY, 1966; BAYLOR; EGAN; RICHMAN, 2002; GHOSH, 2005 e 2006;
LIM et al., 2005, 2006 e 2007; GHOSH, 2012; CHOWDHURY; FITCH; GHOSH, 2013) demonstraram
apresentar potenciais de imunovigilancia em camundongos albinos isogénicos (mutantes). Existe uma
demonstragao de fitanol e fitanil manosideo em aumentar as respostas dos anticorpos IgG1 e IgG2a,
com aumento dos efeitos apoptéticos/necréticos em células tumorais alvo (AACHOUI et al., 2011b). Além
disso, foi demonstrado que um derivado aldeido do fitol ((2E, 7R, 11R) -3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadecen-1-ol) apresentou efeito farmacoldgico por meio da bomba de efluxo dependente de ATP
(UPADHYAY et al., 2014).

2.3.2.6 Fitol em diabetes mellitus insulino-dependente

As tiazolidinedionas, comumente usadas no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, atuam,
principalmente, como sensibilizadores da insulina ativando receptores nucleares PPARs, seletivamente
o subtipo PPARy (SPIEGELMAN, 1988). O FIT é transportado para o figado, onde é metabolizado
enzimaticamente para acido fitdnico (VAN DEN BRINK, 2005 e 2004). O FIT e o &cido fitanico estdo

relacionados com a ativagdo de PPARs (BERNHARD; MAIER; RITZEL, 1967; MCCARTY, 2001; HEIM
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etal., 2002; ELMAZAR; NAU, 2004; GLOERICH et al., 2007; SCHAALAN et al., 2009; CHE et al., 2013;
ELMAZAR et al., 2013) e RXR, que s&o responsaveis por ativar GLUT2 e mRNA de glucoquinase. Assim,
ocorre a facilitagdo para o influxo de glicose hepatica. Além disso, agonistas de RXR podem aumentar a
expressao e translocacdo de GLUT4 em adipdcitos, € o catabolismo de glicose, juntamente com a
diminuigéo da produgao de glicose hepatica, o que demonstra atividade antidiabética (SCHAALAN et al.,
2009; ELMAZAR et al., 2013). Além disso, ha uma postulagao de melhorar o perfil de glicose aumentando
a sua captacao hepatica e diminuindo a gliconeogénese, suprimindo a produgao de glicose hepatica,
mobilizando lipidios do musculo, aumentando a sensibilidade muscular @ insulina, a partir da
administragé&o de FIT em dose oral de 250 mg/kg em ratos (SCHAALAN et al., 2009).

2.3.2.7 Fitol como mediador na redugéo de lipidios

Entre os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs), a forma alfa (PPARa) é
um fator de transcri¢do indispensavel para a regulagdo do metabolismo lipidico (BERNHARD; MAIER;
RITZEL, 1967; BRAISSANT; WAHLI, 1998). Embora os camundongos isogénicos alimentados com FIT
(50 uM) apresentassem aumento de fosfolipideos no figado (PICCININI, 1962), ele exibe atividade na
diminuigao lipidica devido a sua interagdo com PPARs (TAKAHASHI et al., 2002a, b e 2003; GOTO et
al., 2005; HOLMDAHL; HULTQVIST; OLOFSSON, 2009; OLOFSSON; HULTQVIST; HOLMDAHL, 2010;
PETER, 2014).

2.3.2.8 Atividades neurofarmacoldgicas do fitol

Epilepsia e ansiedade sao dois disturbios neuroldgicos bastante conhecidos. Por suas atividades
antiepiléptica (25, 50, 75 mg/kg; i.p) (COSTA et al., 2010), antinociceptivo (25, 50, 100 e 200 mg/kg; i.p)
(SANTOS et al., 2013), antidepressivo (COSTA et al., 2011) e ansiolitico (25, 50 e 75 mg/kg; i.p) (COSTA
etal., 2014), o FIT tem comprovadas atividades neurofarmacoldgicas em roedores, por sua possivel agao
mediada pelo receptor GABA, embora 0 mecanismo exato ainda néo esteja esclarecido (COSTA et al.,
2010 e 2014). Além disso, o FIT também apresentou atividade antiespasmddica (PONGPRAYOON et
al., 1992).

2.3.2.9 Atividades antioxidante e anti-inflamatéria

Foi relatado que o fitol possui efeito antioxidante in vitro pela eliminagéo de radical hidroxila (OH),

radical anion superoxido (25, 50, 100 e 200 mg/O2¢ -), radicais metoxi (radical CH20- -), radicais anidnicos
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de didxido de carbono, radicais de éxido nitrico e DPPHe (PEJIN et al., 2014). Além disso, possuli
atividade anti-inflamatéria (7,5, 25, 50 e 75 mg/kg) em modelos com ratos (SILVA et al., 2014).

2.3.2.10 Fitol na fisiopatologia

0O &cido fiténico, derivado do FIT, juntamente com o seu produto de a-oxidagao, chamado acido
pristanico (AVIGAN et al., 1966; ELDJARN; TRY; STOKKE, 1966), ficam acumulados em pacientes que
sofrem de doenca renal (JANSEN et al., 2002; MUKHERJI et al., 2002), SSL (WILLEMSEN et al., 2004;
VAN DEN BRINK et al., 2004), CDPR (STOKKE et al., 1986; SKJELDAL et al., 1987; HOEFLER et al.,
1988; TEN BRINK et al., 1991; SCHONFELD; KAHLERT; REISER, 2004), polineuropatia cronica com
encurtamento bilateral das falanges proximais e Ictiose (YAMAMOTO et al., 1995), ataxia progressiva e
disartria (CLAYTON et al., 1996), DR infantil, DX ou adrenoleucodistrofia neonatal com incongruéncias
(WISE et al., 1985; BUDDEN et al., 1986; WANDERS et al., 1987; SKJELDAL etal., 1987; WILLEMSEN
et al., 2004) e RBC em macacos (WATKINS et al., 2010). O &cido fitdnico vem sendo indicado como um
biomarcador importante para os pacientes mencionados (WIERZBICKI et al., 2003; KOMEN; DURAN;
WANDERS, 2005; VAN DEN BRINK; WANDERS, 2006; WANDERS; KOMEN, 2007; WATKINS et al.,
2010; MOSER et al., 2013).

O FIT pode aumentar os niveis plasmaticos de acido fitanico (WERNER et al., 2011), o que indica
risco aumentado de varias doengas linfomaticas, como linfoma de células B, linfoma folicular, linfoma
nao Hodgkin (OLLBERDING et al., 2013) e complicagdes cardiacas ou mesmo morte cardiaca (YOUNG;
JOHNSON; MULLER, 2001; MONNIG et al., 2004). O FIT também esta relacionado com a diminuicéo
da respiracdo mitocondrial € homeostase (SCHONFELD; KAHLERT; REISER, 2004; KOMEN et al.,
2007; SCHONFELD; REISER, 2008; LEIPNITZ et al., 2010; KRUSKA; REISER, 2011; BUSANELLO et
al.,, 2013; NAGAI, 2015), levando ao dano oxidativo (SCHONFELD; REISER, 2006; BUSANELLO et al.,
2010).

2.3.2.11 Fitol como fonte de energia alternativa

A crise energética progressiva exige mais investigagdes na busca de fontes alternativas de
energia; e os hidrocarbonetos sdo a primeira sele¢do. Os terpenoides se tornaram particularmente
atraentes neste aspecto porque s&o abundantes na natureza (BRIESKORN; DOMLING, 1969). De
acordo com Guanyi (2007) e Tracy, Crunkleton e Price, (2010), o FIT possui alto indice de octanas e
qualifica muitos dos requisitos como aditivo para gasolina, com potencial para se tornar uma nova fonte

de combustiveis para motores. Além disso, hd uma série de provas que revelaram o FIT como um auxiliar
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sintético essencial de a-tocoferol e seus derivados (HYATT, 1999; AQUINO; BONRATH, 1999; AQUINO;
BONRATH, 2000; FABRICE; WERNER, 2000; JEONG-SOO; HEUI-YOUNG; SIJOON, 2002; SIJOON et
al., 2002; ODINOKOV et al., 2003).

2.4 Sistemas de vetorizagao e nanoemulsoes

2.4.1 Sistemas de vetorizagédo

Os compostos fenolicos, especialmente os 6leos essenciais diterpénicos, sdo um dos principais
micronutrientes em nossas dietas e s&o evidentes em seus papéis na prevengdo de numerosas doengas,
incluindo estresse oxidativo, inflamacdo, céncer, doengas humanas crbnicas e doencas
neurodegenerativas (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011; ISLAM et al., 2016a). Os fendlicos s&o
principalmente classificados em compostos soluveis em &agua (por exemplo, é&cidos fendlicos,
fenilpropanoides, flavonoides e quinonas) e insolUveis em agua (por exemplo, taninos condensados,
ligninas e &cidos hidroxicindmicos ligados a parede celular) (RAHMANIAN et al., 2014 e 2015). No
entanto, a baixa biodisponibilidade de fenois é a principal limitagdo de sua aplicagdo bioldgica. Portanto,
a nanoencapsulagao como um sistema de distribuicdo pode resolver as restricdes de fenois.

A nanotecnologia esta se expandindo rapidamente em muitos setores, incluindo alimentos e
ciéncias farmacéuticas (HUANG et al., 2010; NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011). Uma das principais
aplicagdes da nanotecnologia é a nanoencapsulagdo de compostos bioativos para fins biologicos. Esses
processos ndo so protegem as substancias bioativas, mas também aumentam a sua biodisponibilidade
com a melhoria e aumento da relagdo superficie-volume, reduzindo o tamanho de particula (MEHRNIA
et al., 2016). As nanoparticulas podem também ser preparadas por polimerizagdo de mondémeros
(SOPPIMATH et al., 2001) e método de polimerizacdo ani6nica (SUN et al., 2010). As nanoparticulas de
biopolimero podem ser fabricadas controlando a montagem de dois biopolimeros diferentes, tais como
proteinas e moléculas de polissacarideo (BOUYER et al., 2012). As nanomicelas poliméricas e os
sistemas coloides s@o aplicados para a nanoencapsulagdo de fenolicos pouco soluveis em agua e
anfifilicos. Nesta ocasido, € possivel utilizar varios polimeros hidrofébicos biodegradaveis, tais como poli
(b-benzil-1-aspartato), poli (acido dl-lactico) ou poli (e-caprolac) (BAE; KATAOKA, 2009).

Os nanocarreadores sao classificados como poliméricos e ndo poliméricos. As nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis podem ser produzidas a partir de proteinas (tais como proteinas de gelatina
e de leite), polissacarideos (tais como quitosana, alginato de sédio e amido) e polimeros sintéticos (poli
(D, Lactideo), PLA , Poali (D, L-glicolideo), PLG, poli (lactido-co-glicolideo), PLGA e poli (cianoacrilato)

PCA) (JACKANICZ et al., 1973; FARRUGIA; GROVES, 1999). Os métodos comuns utilizados s&o:
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método de evaporagdo de solventes (SONG et al., 2008), emulsificagao/difusdo de solventes (REIS et
al., 2006), método de gelagéo iénica (KONECSNI et al., 2012), automontagem (LI et al., 2011), técnica
de separagao de fase de coacervagao (KARTHIKEYAN et al., 2013).

A fabricagdo de nanomicelas de polimero pode ser feita por métodos fisicos e quimicos. A
conjugagao quimica ocorre pela formagao de uma ligagao covalente, tal como uma ligagéo amida, entre
grupos especificos dos compostos encapsulados e o polimero hidrofébico do nucleo. Enquanto o
aprisionamento fisico de compostos bioativos é geralmente ocorrido pelos procedimentos de dialise ou
emulsificacdo em condigoes fisicas (BAE; KATAOKA, 2009). Alguns exemplos de nanomicelas s&o:
resveratrol com poli-caprolactona (LU et al., 2009), curcumina-nano-micelas preparadas por um método
de disperséo solida em uma etapa com monometil poli (etilenoglicol) -poli (¢-caprolactona) (GONG et Al.,
2013).

Os fenodlicos podem ser carregados em nanocristais. Neste ultimo caso, podemos utilizar agua,
solugdes aquosas ou meios ndo aquosos (por exemplo, polietilenoglicol liquido, 6leos) como meio de
disperséo (KAKRAN et al., 2012; DAS et al., 2014, PINHO et al., 2014). Os outros nanocarreadores,
popularmente utilizados para os nutracéuticos, incluindo os fendlicos, é a caseina, que é uma proteina
do leite (HOLT; SAWYER, 1993). As tecnologias de nanoencapsulamento recentes, amplamente
utilizadas, incluem: eletrofiagéo (modo: eletricidade para fiagdo) (FORMHALS, 1934), eletropulverizagao
(TAPIA-HERNANDEZ et al., 2015) e nanospray (MAHDAVI et al., 2014).

2.4.2 Nanoemulsoes

As nanoemulsdes sdo as dispersdes liquido-em-liquido cineticamente estaveis com tamanhos
de goticulas submicron. Geralmente, as suas gamas de tamanhos conduzem a propriedades Uteis tais
como elevada area superficial por unidade de volume, estabilidade, aparéncia opticamente transparente
e reologia. Atualmente, as nanoemulsdes estdo presentes em diversas areas, incluindo entrega de
farmacos, alimentos, cosméticos, farmacos e sintese de materiais (GUPTA et al., 2016). Além disso,
nanoemulsdes podem ser usadas como blocos de construgdo para a prepara¢do de materiais mais
complexos, como a sintese de polimeros (ASUA, 2002). A homogeneizagédo a alta presséo, a ultras-
sonografia, a temperatura de invers&o de fase, o ponto de inverséo da emuls&o e algumas abordagens
recentemente desenvolvidas, tais como 0 método de ruptura de bolhas, sdo comumente utilizadas na
preparacao de nanoemulsdes (GADHAVE, 2014).

As nanoparticulas podem também ser preparadas por polimerizagao de monémeros (SUN et al.,
2010). A preparagao de nanoemulsdes segue tipicamente um processo de dois passos: (i) preparacéo

de macroemulsdo através de um método de alta/baixa energia, e (ii) conversédo em nanoemulsdo. O
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método de alta energia é aplicado no caso da preparagdo de nanoemuls&o de tipo éleo/agua, enquanto
0 método de baixa energia para 6leo/agua (MASON et al., 2006). No entanto, a ruptura de bolhas na
interface dleo/agua (FENG et al., 2014), a maturagao por evaporacdo (RAO; MCCLEMENTS, 2010) e a
microfluidizagdo (FRYD; MASON, 2010) sdo alguns outros métodos usados na preparagdo de
nanoemuls6es. O tamanho das gotas € influenciado pelos surfactantes utilizados. A concentragéo e o
comprimento dos surfactantes séo as duas preocupagdes principais neste contexto. Os tensoativos,
utilizados como emulsionantes, reduziram principalmente a tensao interfacial e o tamanho das goticulas.
No entanto, podem estabilizar nanoemulsdes através de interagbes eletrostaticas repulsivas e
impedimento estérico (MASON et al., 2006).

Os mecanismos comuns de desestabilizagdo das nanoemulsdes séo: floculagdo, coalescéncia,
maturacdo de Ostwald e creme/sedimentacdo. A sele¢do do meio de dispersdo adequado, tempo de
conservagao e temperatura séo as trés principais solu¢des de problemas de desestabilizacdo das
nanoemulsdes (RAHN-CHIQUE et al., 2012). As nanoemulsdes tém varios modos de administragéo de
farmaco no corpo humano, nomeadamente administracéo topica, ocular, intravenosa, interna e oral. As
nanoemulsdes oleo/agua aumentam a solubilidade de farmacos lipofilicos na fase oleosa, enquanto que
a fase continua proporciona um ambiente suave, que pode dissolver biopolimeros, tais como alginato,
para ajustar a reologia, aparéncia e textura da formulagdo (BABOOTA et al. 2007). Algumas outras
aplicagdes de nanoemulsdes incluem: ultrassom (RAPOPORT et al., 2011), entrega de materiais
alimentares (YUAN et al., 2008), bem como terapéutica (AHMED et al., 2012). O tempo de ultrassons
também tem uma influéncia no tamanho das gotas das nanoemulsdes (MASON et al., 2006).

Estes sdo os principais componentes comumente encontrados em muitas plantas, alimentos e
bebidas diferentes. Os fendlicos s&o, principalmente, classificados em acidos soluveis em agua (por
exemplo, fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides e quinonas) e compostos insollveis em agua (por
exemplo, taninos condensados, ligninas e acidos hidroxicindmicos ligados a parede celular)
(RAHMANIAN et al., 2014 e 2015).

Os nanocarreadores poliméricos biodegradaveis podem ser produzidos a partir de proteinas (tais
como gelatina e proteinas de leite), polissacarideos (tais como quitosano, alginato de sddio e amido) e
polimeros sintéticos (tais como poli (D, lactideo), poli ) PLA, poli (D, L-glicolideo), PLG, poli (lactideo-co-
glicolideo), PLGA e poli (cianoacrilato) PCA) (JACKANICZ et al., 1973; FARRUGIA; GROVES, 1999). Os
métodos comumente utilizados sdo: método de evaporacdo de solventes (SONG et al., 2008),
emulsificagdo/difusdo de solventes (REIS et al., 2006), automontagem (LI et al., 2011), método de
gelificagdo ionica (KONECSNI et al., 2012), técnica de separacdo de fase de coacervagéo
(KARTHIKEYAN et al., 2013).
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2.5 Genotoxicidade e biomarcadores toxicogenéticos

A genotoxicidade ao material genético é induzida por agentes quimicos e/ou fisicos que
interagem com o DNA, bem como por outros caminhos celulares, podendo ocasionar adutos, quebras
de fitas, mutagdes de ponto e alteragdes estruturais e numéricas aos cromossomos (BAUMSTARK-
KHAN; HELLWEG; REITZ, 2010; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Cabe enfatizar que essas
alteragdes podem iniciar o desenvolvimento do cancer e também ocasionar impactos na fertilidade,
contribuir para alteragdes hereditarias e prejudicar a saude do ecossistema (SINGH et al., 2009; AHN et
al., 2009; BAUMSTARK-KHAN; HELLWEG; REITZ, 2010). Essas alterages no material genético podem
ser detectadas com aplicagdo de biomarcadores citogenéticos e/ou moleculares.

As andlises para deteccdo de danos ao material genético, geralmente, séo realizadas com
aplicagéo de diversos testes néo clinicos, em estudos in vitro e in vivo, a exemplo do teste em Salmonella
typhimurium (teste de AMES), cometa, micronucleos, Allium cepa, aberragdes cromossomicas €
mutacdes de genes em roedores (AHN et al., 2009). Na avaliagao de citotoxicidade, o teste com Artemia
salina, um minicrustaceo, pode trazer respostas na detecgdo de estresses celulares em populagdes
humanas (GAJARDO; BEARDMORE, 2012). Compostos quimicos que sao positivos nos testes citados
anteriormente sao diretamente reativos ao DNA, levando a mutagdes como, por exemplo, substituicdes
de pares de bases, o que indica que sdo, potencialmente, causadores de cancer (KITAGAWA et al.,
2015).

As plantas superiores s@o reconhecidas como excelentes modelos para estudos de
monitoramento ambiental e de quimicos e agentes bioldgicos indutores de danos ao material genético.
Além de muitas espécies, o Allium cepa vem sendo usado na avaliagéo de danos ao DNA. O teste Allium
cepa é capaz de avaliar diferentes alteragbes no material genético com base em marcadores
macroscopicos e microscopicos, a exemplo da toxicidade pela inibigédo de crescimento de meristemas
de raizes, das alteragdes cromossomicas, que vém sendo identificadas como consequéncias de danos
genotoxicos. Além da possibilidade de detectar efeitos tdxicos, citotoxicos, por alteragdes no indice
mitotico; e mutagenicidade, pela formacéo de micronucleos (LEME; MARIN-MORALES, 2009; YILDIZ et
al., 2009; LIMAN et al. 2011). Em raizes de A. cepa também é possivel aplicar o Ensaio Cometa, em gel
de agarose, para evidenciar genotoxicidade, bem como atividades de reparo de DNA (YILDIZ et al. 2009;
VENTURA et al., 2013; SANTOS; POURRUT; OLIVEIRA, 2015). Cabe também enfatizar que o teste A.
cepa tem reconhecida correlagdo com os resultados em outros sistemas teste em células procariéticas
e eucaridticas (FISKESJO, 1985; YILDIZ et al. 2009).

As células, especialmente as eucariéticas, sdo constantemente confrontadas pela acdo de

agentes quimicos endogenos e exdgenos, bem como por agentes fisicos que podem ser responsaveis
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por alteragdes gendmicas levando a alteragdes genéticas e/ou mutagdes que envolvem variagdes no
ciclo mitético. Assim, os testes com Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pombe séo importantes
para mensurar 0s mecanismo de alteragdes na fidelidade de replicagéo, sensibilidade a lesées no DNA
bem como os mecanismos de respostas celulares a esses danos (SKONECZNA; KANIAK;
SKONECZNY, 2015).

Algumas mutagbes aparecem de forma espontanea durante os mecanismos moleculares de
replicacdo, durante o metabolismo pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, segregacao de
cromossomos e por erros durante o ciclo celular. Assim, diferentes tipos de mutagdes podem ocorrer;
dentre elas, as alteragdes em sequéncias de DNA e bloqueios da DNA polimerase, mecanismos
moleculares que podem ser evidenciados em leveduras, com dados extrapolados para humanos
(FORTUNE et al., 2005). A resposta celular a danos oxidante/antioxidante ao DNA desses fungos é
semelhante a resposta de células de mamiferos e 30% dos genes relacionados a doengas humanas
apresentam genes homoélogos funcionais em leveduras (DANI et al., 2008; DE LA TORRE-RUIZ; PUJOL;
SUNDARAN, 2015).

Diversos estudos nacionais e internacionais também apontam que os testes para deteccéo de
genotoxicidade apresentam correlagdes positivas para carcinogenicidade. O Ensaio Cometa e o Teste
de Micronucleos séo indicados na avaliagdo de genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente de
forma associada (KANG et al., 2013). O Ensaio Cometa vem sendo aplicado na medicina em estudos de
biomonitoramento de patogéneses, incluindo as doengas cronicas, predicdo de tumores e doengas
neurodegenerativas, bem como na avaliagdo dos niveis de danos e mecanismos de reparo de DNA
(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). O principio basico do ensaio é a migracdo de fragmentos de
DNA durante a eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos migram e formam uma cauda similar ao
cometa (TICE et al., 2000; DUSINSKA; COLLINS, 2008). Na sua versao alcalina, pode detectar sitios
alcali labeis, quebras de fitas e danos oxidativos em células eucariéticas e procarioticas (SINGH et al.,
1988, FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL, 1995).

A identificacdo de quimicos genotdxicos é importante para a saude humana. Para tanto, é
necessario a aplicacdo de uma bateria de testes, dos quais, o teste de micronucleos assume importancia
para detectar agentes mutagénicos (RIM; KIM, 2015). Os microndcleos séo formados por pedagos de
cromossomos e/ou por perdas de cromossomos inteiros, durante o ciclo celular (SCOTT; EVANS, 1967).
A aplicagao do teste de micronucleos tem importancia toxicolégica devido ao seu potencial em detectar
efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos, assim como problemas epigenéticos e, especialmente, por ser

um teste preditivo para mutagénese e cancer.
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3 CAPITULO 1. Avaliagao dos efeitos toxicos, citotdxicos e genotéxicos do fitol livre e em nanoemulséo

3.1 Resumo

O diterpenoide fitol € importante por suas atividades biologicas. No entanto, € um composto nao soluvel
em agua. Este estudo visa a preparagéo de nanoemulsao de fitol e avaliagdo das suas atividades toxicas,
citotoxicas, genotoxicas do fitol livre e em nanoemulsionado. O fitol em nanoemuls&o foi preparado com
adaptacdo do método de inversao de fase. O teste de citotoxicidade foi realizado em Artemia salina,
enquanto a toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa nas concentragoes 2, 4, 8 e 16
mM. O dicromato de potassio e o sulfato de cobre foram os controles para os testes em A. salina e A.
cepa, respectivamente. Adicionalmente, a capacidade de genotoxicidade e de respostas adaptativas e/ou
reparo do DNA foi detectada em A. cepa, com o Ensaio Cometa. Os resultados revelaram que tanto o
fitol livre como nanoemulsionado exibiram citotoxicidade em A. salina (4, 8 e 16 mM); e toxicidade,
citotoxicidade em A. cepa, nas concentragdes de 8 e 16 mM, como também genotoxicidade em todas as
concentragdes testadas. Entretanto, foi possivel observar decréscimo no indice de danos ao DNA,
especialmente para o fitol em 2 mM, ap6s 48 e 72 h, sugerindo respostas adaptativas e/ou reparo de
DNA. O fitol nanoemulsionado apresentou atividades similares ao fitol, mas possivelmente pode
atravessar as membranas bioldgicas com melhor biodisponibilidade. Os dados sugerem estudos ndo
clinicos e clinicos com o fitol, especialmente o nanoemulsionado, para possiveis formulagbes

farmacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: Fitol, nanoemuls&o, genotoxicidade, respostas adaptativas e reparo do DNA.

3.2 Introdugao

O diterpenoide fitol (3,7,11,15-tetrametil hexadec-2-en-1-ol), aqui denominado por FIT, tem
propriedades antioxidantes, citotdxicas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, neuroprotetoras,
antidiabéticas e muitas outras atividades biolégicas e industriais (ISLAM et al., 2016a). Por ser um 6leo
essencial (OE), o FIT pode atuar com efeitos antagbnicos efou contraditérios, pois, em altas
concentragdes, tem agdo como pré-oxidante; e, em menores concentragdes, tem atividades
antioxidantes e citoprotetores em diversos sistemas teste (BAKKALI et al., 2008). O FIT é um agente
com toxicidade tolerada em roedores (ISLAM et al., 2015). No entanto, a avaliagdo do potencial
genotdxico em seres humanos de um composto € crucial para compreender 0s niveis € mecanismos de

toxicidades em relagéo ao material genético e a carcinogénese (GUZMAN et al., 2008).
62



E importante destacar que o FIT é uma molécula ndo solivel em agua, o que dificulta a sua
aplicagéo e formulag&o para o consumo humano. Assim, sua vetorizagdo em nanoemulsdes, lipossomas,
micelas e nanoparticulas pode favorecer suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodinamicas, com viabilidade oral e diversos beneficios biotecnolégicos, com énfase para os seus
possiveis potenciais toxicos, citotéxicos e genotdxicos (ONOUE; YAMADA; CHAN, 2014; FARCAL et al.,
2015). Os farmacos podem causar danos genotoxicos e/ou efeitos carcinogénicos (BRAMBILLA;
MARTELLI, 2009; BRAMBILLA; MATTIOLI; MARTELLI, 2010; DOWNES; FOSTER, 2015). Assim, os
produtos naturais e/ou sintéticos candidatos a insumos farmacéuticos devem ser avaliados quanto a
exclusao dos riscos do composto apresentar potenciais toxicos, genotoxicos e carcinogénicos (WATERS;
JACKSON; LEA, 2010), frente @ mensuracéo de riscos para instabilidade genética, mutagbes em genes,
danos em cromossomos, bem como para efeitos carcinogénicos (ZEIGER et al., 2015).

Os testes com A. cepa e A. salina se apresentam como biomarcadores toxicogenéticos de
importancia para avaliagéo de riscos ao material genético. A A. salina € um sistema teste comumente
aplicado na avaliacdo de toxicidade e citotoxicidade de uma variedade de substancias quimicas naturais
elou sintéticas (BARAVALIA et al., 2012). O teste em Allium cepa detecta efeitos citogenéticos com
biomarcadores para estudos de cito/genotoxicidade de contaminantes quimicos ambientais e de
farmacos (O"ZKARA et al., 2015). Os meristemas de raizes de A. cepa também podem ser avaliados
quanto a genotoxicidade e respostas celulares adaptativas e estudos de reparo de DNA (ACHARY;
PANDA, 2010). O estudo teve por objetivo incluir o FIT em nanoemulsdo (FNE) e avaliar os potenciais
toxicos, citotdxicos e mutagénicos do FIT e do FNE em A. salina e A. cepa, bem como sua genotoxicidade
e respostas adaptativas e/ou reparo de DNA em meristemas de raizes de A. cepa, com aplicacdo do

Ensaio Cometa na vers&o alcalina.
3.3 Materiais e Métodos
3.3.1 Reagente e produtos quimicos
O dicromato de potassio e o sulfato de cobre foram utilizados como padrdes para os testes de

A. salina e A. cepa, respectivamente. O FIT, padrdes e todos os reagentes e produtos quimicos

necessarios foram obtidos, comercialmente, da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.
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3.3.2 Obtencdo dos cistos de A. salina e bulbos de A. cepa

Os cistos de A. salina foram cedidos pelo Laboratério de Cancerologia Experimental do
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas; e os bulbos médios de A. cepa (cebola) foram

obtidos no mercado local de Teresina, Brasil, 2016.

3.3.3 Preparagéo da amostra teste

O FIT e o FNE foram dissolvidos em tween-80 a 0,05% e em solugéo salina (NaCl a 0,9%), para
obteng&o das concentragdes finais de 2, 4, 8 e 16 mM, conforme Islam e colaboradores (2016b). Utilizou-
se agua destilada para dissolver a solugao de sulfato de cobre para 0,0006 mg/mL e dicromato de

potassio para as concentragdes de 2-16 mM para os testes de A. cepa e A. salina, respectivamente.

3.3.4 Preparagao da nanoemulsdo

A nanoemulséo foi preparada pelo método de inversdo de fase, de acordo com Islam e
colaboradores (2016b). A fase oleosa foi composta por triglicerideos de cadeia média (1% p/p) em uma
mistura de surfactante (5% p/p) contendo fosfatidilcolina de soja e oleato de sodio (1:7 p/p). Este foi
titulado, lentamente, numa solugéo aquosa de 2-metilpirrolidona (2% p/v) a 70°C sob agitagdo magnética
constante (1.500 rpm). A emulsificagéo foi realizada utilizando um Ultra-Turrax T18 basico equipado com
a ferramenta de dispersdo S 18 N-19 G a 11.000 rpm durante um minuto e seguido por quatro minutos a
7.000 rpm. A mistura de tensoativos, que produziu dispersdes coloidais transparentes, foi selecionada a

partir de um diagrama de fases pseudoternario (OSTERTAG et al., 2012).

3.3.5 Andlise da distribuigdo de tamanhos e medigdes do potencial zeta

O didmetro médio das gotas foi calculado utilizando o método de anélise cumulativo, baseado
na intensidade da disperséo de luz em um analisador de tamanho de particula (Brookhaven Instruments,
EUA), com comprimento de onda de 659 nm com angulo de detecgdo de 90° a uma temperatura de
25°C. A correlagéo funcionou em modo paralelo e os dados foram analisados usando o software Zeta
Plus® Particle Sizing versdo 3.95. As medicbes de potencial zeta foram realizadas com o mesmo
equipamento utilizando uma intensidade de campo de cerca de 5,9 V cm-'. Foram realizadas cinco

corridas para cada amostra para determinar o valor do potencial zeta com o software PALS Zeta Potential
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Analyzer, utilizando a mobilidade eletroforética de acordo com a equagédo de Helmholtz-Smoluchowski.

As amostras foram diluidas em 1:100 (v/v) com &gua purificada.

3.3.6 Incorporagéo e dispersao de FIT na nanoemulsao

O percentual de dispersdo do FIT, na fase externa, foi testado adicionando um excesso de
farmacos a fase oleosa antes de realizar a emulsificagao descrita. As amostras foram armazenadas num
banho termostatico a 25°C com agitagdo durante um minuto, seguido por 15 minutos num banho de
ultrassons a cada 12h, durante 72h. Logo apds as amostras foram centrifugadas (1000 g durante 15 min)
e filtradas com membrana de acetato (0,45 ym) e o FIT carregado foi determinado, analiticamente, por
espectrofotometria UV-vis a 239 nm, utilizando a equagédo para um gréfico de curva padrao do fitol

ajustado e previamente construido.

3.3.7 Teste de citotoxicidade por bioensaio de letalidade em Artemia salina

Os ovos de A. salina foram incubados em agua salgada artificial (23,0 g de NaCl, 11,0 g de
MgCl.6H-0, 4,0 g de Na2S0s4, 1,3 g de CaCl».2H20, ou 1,3 g de CaCl,.6H.0 e 0,7 g de KCl em 1000 mL
de &gua) entre 25-30°C. Utilizou-se bicarbonato de sodio (Na2CO3) como agente tampao para manter o
pH da solugdo em 9,0. Apds 48h, incubaram-se nauplios vivos (A. salina) para este bioensaio. O teste
foi conduzido de acordo com o método descrito por Meyer e colaboradores (1982). Resumidamente, 10
(dez) A. salina vivas foram transferidas para cada tubo de ensaio. O volume final de cada amostra foi
ajustado para 5 mL com agua salina artificial (solugdo de salmoura) e agua mineralizada (1:1). As
amostras foram mantidas sob a mesma condi¢éo de incubacgdo por mais 48h. Os nauplios vivos foram
contados para determinar o nimero de mortes por amostra. A agua salina artificial e 0 KDCr foram
utilizados como controle negativo (CN) e positivo, respectivamente. Os resultados foram expressos como

porcentagem da mortalidade.

3.3.8 Avaliagéo da toxicidade/citotoxicidade e mutagenicidade pelo teste de A. cepa

As camadas exteriores e o parénquima de brotamento da coroa central dos bulbos de A. cepa
frescos, de tamanho médio, foram, cuidadosamente, removidos fazendo uma pequena incisao circular
para facilitar o crescimento radicular. Os bulbos foram entdo enxaguados com agua da torneira durante
20 minutos e a porgao de raiz foi embebida em agua destilada, em tubos de vidro (capacidade: 5-7 mL)

previamente esterilizado, durante as primeiras 48h a 25 £ 1°C no escuro. Apenas os bulbos com
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crescimento de raizes satisfatério foram transferidos para os tubos de vidro (cinco para cada
concentragéo e controles), para uma exposicao de 48 horas as substancias teste. Apos o periodo de
exposicao, as raizes foram contadas e medidas com paquimetro em mm. As raizes com comprimento <
10 mm foram fixadas com uma solugéo de carnoy (etanol: acido acético glacial (3:1; v/v)) durante 24h a
4°C e foram armazenados em etanol a 70% até o teste. Para a preparacédo das léminas, as raizes foram
submetidas a trés banhos em agua destilada durante 5 minutos, hidrolisadas com acido cloridrico 1 Mol
(HCI) a temperatura ambiente durante 11 minutos, seguindo-se com o tratamento com corante de Schiff
durante 2h, em recipiente de cor ambar. O corante foi removido com agua corrente e a regido
meristematica foi seccionada e submetida a um tratamento com solucdo de carmim acético a 2% para
observagdo fotomicroscopica com aumento de 400X. Foram contadas cinco mil células para cada
concentragéo teste. Um grupo controle negativo (CN) foi também feito com o veiculo utilizado para diluir
as amostras teste. Para analisar as atividades toxicas, citotoxicas e mutagénicas foram calculados o
crescimento de raizes e o numero de divisdes celulares para cada fase mitdtica. Foram analisadas 1.000
células por bulbo, totalizando 5.000 células por grupo de estudo. As concentragdes inibitorias 50% (Clso)
foram calculadas para inspecionar a porcentagem de inibicdo de crescimento de raizes (FISKESJO,
1993).

3.3.9 Determinag&o da genotoxicidade em meristemas de raizes de A. cepa

A genotoxicidade foi determinada com a aplicagéo do Ensaio Cometa em meristemas de raizes
de A. cepa, segundo Panda e Achary (2010) e Achary e Panda, (2014). Os bulbos de A. cepa (cinco
cebolas em cada grupo) foram tratados como descritos anteriormente. Apos tratamento com solugéo de
carnoy, as regides meristematicas das raizes foram cortadas em pedacos pequenos e tratadas com Tris-
HCI 0,4 M (pH 7,5) durante uma noite para obter o extrato nuclear. Em seguida, utilizando-se 1% de
agarose de baixo ponto de fusdo 1:1 (ABPF: 35 ° C). O extrato nuclear foi espalhado em I&minas
previamente preparadas com agarose de ponto de fus&o normal 2,25% (50°C) em tampao fosfato salino
(PBS; pH: 7,4). As laminas foram entéo secas em uma estufa a 37°C durante 1,5h e a eletroforese em
gel simples foi realizada a 300 mA durante 15 minutos. As laminas foram secas e depois fixadas em
solugdo de carnoy durante 10 minutos. Apds trés banhos em agua destilada, as laminas foram coradas
e seguidas para observacdo por fotomicrografia em aumento de 400X. O perfil genotoxico foi
determinado com base no nivel de danos no DNA, que foi classificado de zero (0) a quatro (4) de acordo
com os niveis de migracdo de fragmentos de DNA danificado em duas laminas, com leitura de 100 células
por lamina. A fim de observar a capacidade de reparo do DNA, o teste foi repetido por 48h e 72h. Deve
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ser observado que, exceto para a incubagao e observagdo microscopica, toda a operagao foi realizada
no escuro (TURKOGLU, 2012).

3.3.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padrdo. Os dados foram analisados
pela média da analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey de duas vias e do teste de
Bonferroni de uma via, usando o software GraphPad Prism (versdo 6.0), considerando p <0,05

significante e nivel de confianca em 95%.

3.4 Resultados

3.4.1 Caracteristicas da nanoemulsdo com FIT

As dispersoes coloidais exibiram tamanho pequeno e uniforme, distribuidas em goticulas, com
nanoveiculo mostrando um didmetro médio de 130,20 + 17,17 nm com um indice de polidispers&o (PDI)
de 0,185. No FNE, o tamanho da gota aumentou, ficando com didmetro médio de 245,50 nm e PDI de
0,384. Tanto o FIT como o FNE apresentaram valor de PZ elevado. A carga do farmaco foi calculada
utilizando a equagéo de regressao linear A = 0,0045C + 0,005, que foi extraida da curva padréo. A
absorbancia obtida foi substituida por "C" na equacéo, e a concentragdo de FIT (ug/mL) foi calculada. O
coeficiente de correlacdo da linha reta foi de 0,99. A carga maxima de FIT na nanoemulsdo Oleo/Agua
foi de 1,55 £ 0,012% (n = 3), 0 que permitiu a prepara¢do de nanoemulséo contendo FIT a 1% p/v (10

mg/mL). Esses dados estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos do FIT no tamanho (didmetro) e potencial zeta (PZ) do veiculo para nanoemulséo e
FNE.

Cédigo da formulagdo, Diadmetro (nm)*DP PDI PZ (mV) £ DP Quantidade do
composigao bioativo (%)

(NMP, Migliol®812, mistura de
surfactantes, fitol)

VE- 0,2:0,1:0,5:0 130,20 £ 17,17 0,185 -108 + 3,01

FNE- 0,2:0,1:05:0,10 245,50 £ 25,02 0,384 -17,8+2,83 1,55

Média + desvio padréo. VE: veiculo para nanoemuls&o; FNE: fitol em nanoemulsdo; PDI: indice de polidispersdo. NMP: N-
metil pirrolidona.
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3.4.2 Toxicidade/citotoxicidade do FIT e da FNE em Artemia salina

Os dados de toxicidade e citotoxicidade em A. salina estdo apresentados na Tabela 2. O FNE a
8 e 16 mM exibiu maior letalidade em nauplio vivo do que o FIT. As maiores porcentagens de mortalidade
(% M) observadas foram de 16,67%, 20% e 50% de FIT, FNE e dicromato de potassio, respectivamente.
O padrdo, dicromato de potassio, em todas as concentragdes, induziu maiores percentuais de
mortalidade em nauplios quando comparado com os grupos teste. Nao foi observada mortalidade nos

tubos marcados com CN do grupo. No entanto, em todos os casos houve uma relagéo dose-resposta.

Tabela 2. Atividade citotoxica do FIT, FNE em A. salina.

Percentual de mortalidade (%M)
Parametros FIT FNE Dicromato de potassio
CN 3,3+0,50
2 (mM) 33105 33105 16,6 + 0,52
4 (mM) 6,6 £ 0,52 6,6 £ 0,52 23,3+0,5
8 (mM) 10,0 £ 0,02 13,3+ 0,5 33,3+0,5
16 (mM) 16,6 £ 0,52 20,0 £ 1,02 50,0 £ 1,02

Média + desvio padréo. @p <0,05 comparado ao CN (0,05% tween 80 em 0,9% de NaCl); FIT: fitol livre; FNE: fitol em
nanoemulsdo. (ANOVA, one way e teste de Tukey, nivel de confianga de 95%); Cada concentragao foi testada em 3 tubos
(10 nauplios vivos/tubo).

3.4.3 Toxicidade/citotoxicidade e genotoxicidade do FIT e do FNE em A. cepa

O FIT e o FNE inibiram, significantemente, o crescimento de raizes em A. cepa nas duas maiores
concentragdes apo6s 48h, especialmente par 16mM, com percentuais de crescimento similares ao
observado para o sulfato de cobre, que reduziu em 73,65% o crescimento de raizes. Os dados
apresentados na Tabela 3 indicam que tanto o FIT como o FNE tiveram efeitos mais toxicos nas raizes
de A. cepa nas concentragdes 8 e 16 mM. No entanto, FNE em todas as concentragbes reduziu o
crescimento de raizes, observado em dias e em concentragdes diferentes. Em relagdo as alteragdes no
indice mitético em meristemas de A. cepa, observou-se um aumento de células em intérfase e uma

diminui¢do no indice mitético (IM), também nas maiores concentragdes para o FIT e FNE (Tabela 4).
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Tabela 3. Toxicidade em raizes de A. cepa expostas a diferentes tratamentos (n = 5 bulbos/grupo).

Média do comprimento das raizes (mm)

Crescimento (%)

Tratamentos
24h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
CN - 190+254 224+320 272+ 4,61 100 100 100
SC (?n(g)?rgﬁ) 3,0+1,122 7,4 £ 2,602 7,8+0,100 15,7 33,0 29,77
2 (mM) 146 £2,500 158+ 1,500¢  17,2+2,16P 76,8 70,5 65,6
4 (mM) 134+£2500 149+4500 16,0+ 1,88 70,5 66,5 61,1
8 (mM) 2,6 +2,88a 7,4 £ 2,602 9,4 £ 4,300 13,6 33,0 35,8
FIT 16 (mM) 16+1,820  22+6,102b 52+ 1,922 8,4 98 23,2
24h ECso: 6,11 £ 0,03 mM; IC: 4,24 — 8,81 mM; rz 0,98
48 h ECso: 7,98 + 0,02 mM; IC: 6,36 — 10,01 mM; r2 0,99
72h ECso: 9,85 + 0,04 mM; IC: 6,38 — 15,21 mM; r2 0,97
2 (mM) 148+238 154+1,68> 16,0+ 1,780 779 68,8 61,1
4 (mM) 13,0+£2,34> 142+10,88> 14,2+ 3,70 68,4 63,4 54,2
8 (mM) 2,2+ 1,92a 8,8 £ 2,582 10,4 + 3,142 11,6 39,3 39,7
FE 16 (mM) 1,4 £ 0,902 4,6 + 1,682 7,8 + 8,322 74 20,5 29,8
24h ECso: 5,79 £ 0,03 mM; IC: 4,26 — 7,88 mM; r2 0,98
48 h ECso: 10,04 + 0,03 mM; IC: 7,15 — 14,09 mM; r2 0,98
72h ECso: 14,35 + 0,06 mM; IC: 8,12 — 25,36 mM,; r2: 0,96

Média + desvio padréo. 2p <0,05 comparado ao CN (0,05% tween 80 em 0,9% de NaCl); p <0,05 comparado ao SC. CN
(controle negativo); SC (sulfato de cobre) FIT: fitol livre; FNE: fitol em nanoemuls&o. (ANOVA, one way e teste de Tukey, nivel
de confianga de 95%); Cada concentrago foi testada em 3 tubos (10 nauplios vivos/tubo).
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Tabela 4. Perfil citotoxico do FIT, FNE e controles em A. cepa.

Tratamentos Intérfase Préfase Metafase Anéfase Telofase IM (%)

CN 166,80 + 23,50 250,00 + 12,65 190,00 £1,58 229,80+ 2,38 189,80 + 3,96 85,96 + 2,05

SC 0,0006 (mg/mL) 840,20 + 6,082 80,60 + 4,982 39,20 £ 3,032 20,00+ 4,742 20,00 £ 6,322 15,98 £ 1,902

FIT 2mM 217,20 £ 19,68 459,40 £ 33,912 128,60 + 18,422 112,00 £ 13,492 106,00 + 15,862 80,60 + 8,16
4 mM 194,00 £ 8,15 392,00 £+ 17,89 150,40 £9,20 126,40+ 0,022 114,00 £ 0,042 78,28 £ 2,71
8 mM 503,60 + 43,32 167,00 £ 21,592 147,80 £25,09 104,60 +8,532 77,00 + 20,062 49,64 £ 0,0022
16 mM 634,20 £ 37,142 | 105,00 21,592 92,80 + 11,172 87,60 + 6,102 80,20 + 9,44a 36,56 + 0,0022

FNE 2mM 172,60+ 19,59 | 46560+67,060 131,60 £29,100 118,00 + 34,962 112,20 £ 14,442 82,90 + 13,89
4 mM 171,00 £ 19,49 422,00 £60,17¢ 164,00 +32,09¢ 139,00 £ 19,702 104,00 % 27,022 83,68 £ 14,55
8 mM 582,00 £ 47,642 | 128,00+23,87a 124,00+ 35,782 92,00+ 19,242 74,00 + 27,022 41,80 £ 10.592
16 mM 649,60 + 36,922 111,00 + 24,082 97,00 £ 10,902 84,00 + 13,402 58,40 + 22.102 35,04 + 7,042

Média £ desvio de 5000 células, 1000 células por bulbo de A. cepa. SC: sulfato de cobre; FIT: fitol livre; FNE: fitol em nanoemulséo; IM: indice mit6tico (raz&o entre as células em
divisao e células em intérfase); % IM em comparacéo ao CN.2p < 0,001 comparado ao CN; bp < 0,05 comparado ao SC (ANOVA, Two Way e teste de Tukey, nivel de confianca de

95%); CN: controle negativo (0,05% tween 80 em 0,9% de NaCl).
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3.4.4 Genotoxicidade por Ensaio Cometa em A. cepa

O FIT e o FNE em meristemas de raizes A. cepa induziram genotoxicidade nas concentragbes
testadas, como observado pelos significantes aumentos do indice e frequéncia de danos ao DNA (ID e
FD) em relagéo ao observado no controle negativo. Entretanto, nas duas menores concentragdes, foram
observados diminui¢do nesses parametros de genotoxicidade, especialmente para ID, na concentragao
de 2 mM, onde os dados foram significantes apds 48 e 72 h, em relagdo aos danos observados em 24 h

de exposicéo dos bulbos ao FIT e ao FNE (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade genotodxica do FIT, FNE e possiveis respostas adaptativas e/ou de reparo de danos ao DNA, em A. cepa.

% ID % FD
Tratamentos
24h 48h 72h 24h 48h 72h
CN - 49,5+5,0 49,5+9,0 50,0+7,0 29,0 £12,0 30,5£3,0 31,0£2,0
SC 0.0006 (mg/ml) 2595+ 0,12 2735+ 3,0 281,5+7,00 81,5 + 3,08 85,0 £2,02 96,0 + 8,0
2 (mM) 121,0 £ 21,0 59,5 + 5,0bc 49,5 + 3,5bc 44,0 £2,00 435+0,5 33,0 2,00
4 (mM) 159,5 £ 5,02 141,0 £ 2,02 108,0 + 10,02 64,5 £ 1,02 56,0 + 8,02 42,0 £ 6,02
FIT 8 (mM) 196,5 + 1,02 205,0 + 6,02 198,5 + 3,5 64,0 £2,02 76,0 £ 14,02 58,0 2,02
16 (mM) 207,5+7,58 215,0 + 4,02 210,0 + 4,02 70,0 + 4,02 77,0 £2,02 64,5+ 4,5
2 (mM) 169,5 £ 1,02 60,5+ 11,50.¢ 55,0 + 2,0bc 54,5 + 3,0a 45,5 + 3,00 335+7,00
4 (mM) 195,5 + 9,02 175,0 £ 2,08 158,0 + 12,002 55,0 + 2,08 62,5+ 1,02 56,5 + 1,08
FNE 8 (mM) 222,0 + 4,02 232,0 £ 2,02 227,0 2,002 66,5 £ 1,0 74,5+ 1,02 64,5+ 1,02
16 (mM) 241,0 15,02 262,5 + 3,02 251,0 £ 2,002 85,5+ 1,02 78,0 £4,02 65,5+ 5,02

Média + desvio padrdo de danos em 100 células por bulbo (5 bulbos); 2p <0,05 comparado ao controle; bp <0,05 comparado ao SC. ¢ p <0,05 comparado aos danos observados
em 24h de exposigao. (ANOVA one way e teste de Bonferroni, nivel de confianga de 95%); ID: indice de danos; FD: frequéncia de danos; CN: controle negativo (0,05% tween 80
em 0,9% de NaCl); SC: sulfato de cobre (0,0006 mg/mL); FIT: fitol livre; FNE: fitol nanoemulsionado.



3.5 Discussao

Os OEs devido a sua lipofilicidade podem penetrar nas membranas bioldgicas (CARSON et al.,
2002) causando danos a membrana. Além disso, reduzem o potencial de membrana mitocondrial e
afetam o ciclo ibnico de Ca?* (VERCESI et al., 1997) e outros canais inicos, €, assim, diminuem o
gradiente de pH e afetam a bomba de prétons e o pool de ATP. Essas alteragdes s&o associadas ao
estresse oxidativo devido a permeabilidade anormal da membrana e vazamento de radicais, citocromo
C, ions célcio e proteinas, levando a morte celular por apoptose e necrose (ARMSTRONG, 2006). Assim,
é importante a preparacdo de naoemulsdes. As nanoemulsdes s&o, normalmente, estabilizadas por uma
quantidade relativamente grande de surfactantes para produzir dispersdes transparentes (AMANI et al.,
2008), como observado para o FIT em nanoemuls&@o. A nanoemulséo com FIT estava transparente e
com tamanhos de goticulas na gama de 130 a 250 nm utilizando tensoativos de cerca de 5% p/p
(fosfatidilcolina de soja: oleato de sddio (1:7 p/p) associado ao co-solvente 2-metilpirrolidona (2% p/v)
(Tabela 1). Os efeitos da composigéo do surfactante (OSTERTAG et al., 2012) e raz&o do cosolvente,
tanto no tamanho das gotas quanto na sua distribui¢éo, foram medidos. A composi¢éo da fase oleosa,
surfactante e cosolvente utilizados neste trabalho produziu nanoemulsao estavel PZ altamente negativo,
garantindo, assim, uma estabilidade eletrostatica adequada contra a floculagéo (SABERI et al., 2013).

Os OEs contendo grupos OH fendlicos, a exemplo do FIT e do FNE, séo de natureza citotdxica
(SACCHETTI et al., 2005). O FIT e FNE exibiram % de mortalidade <50 na maior concentracéo testada
(16 mM), sugerindo efeitos toxicos. Oliva e colaboradores (2008) relataram que a citotoxicidade dos OEs
pode ser avaliada em A. salina. Em A. salina, o FIT e o FNE foram citotoxicos nas concentragdes testadas
(4, 8 e 16 mM), mas com percentuais de mortalidade abaixo do dicromato de potassio (Tabela 2), que é
um agente oxidante forte e inibidor de captagao de aminoacidos para a sintese de macromoléculas. Além
disso, pode causar a destruicdo de macromoléculas de células induzindo efeito oxidativo (ATSDR, 2000).
O teste de A. Salina é um teste toxicoldgico para anélises de extratos brutos, drogas e produtos quimicos
(SANGIAN et al., 2013) e nanomateriais (RAJABI et al., 2015).

Geralmente, o indice de toxicidade em A. salina € avaliado pela concentrag&o letal (CLso): acima
de 1000 pg/mL s&o néo tdxicas; 500 - 1000 pg/mL s&o toxicas. Substancias com CLso de 100 - 500 pg/mL
sdo de toxicidade média, enquanto que as substancias com CL50 de 0 - 100 pug/mL s&o altamente tdxicas
(CLARKSON et al., 2004). Além disso, o célculo da dose letal pode ser faciimente realizado através da
determinagédo da CLso da A. salina, uma vez que permite uma correlagéo com o teste de toxicidade aguda
realizado em roedores (SHARMA et al., 2013; NAIDU et al., 2014). A diminui¢do da atividade mitética
indica que estas substancias tém um efeito antimitético, permitindo-lhes interferir com o ciclo mitético

normal e aumentar a duragéo das fases G2 e S (YILDIZ et al., 2009).
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Diversos mecanismos podem ser sugeridos para as atividades toxicas e citotoxicas do FIT e do
FNE em Artemia salina (Figura 1). O descompasso entre a oferta de ATP e a sua procura provoca falhas
de ATP, que por sua vez provocam altera¢do do potencial de membrana e danos cronicos na membrana
e fugas. Além disso, através da estimulagao da cascata inflamatéria, pode aumentar a produgédo de
espécies reativas de oxigénio celular (EROs), bem como morte celular necrética. Uma alteragdo no
suprimento de ATP e/ou sobrecarga extracelular de K* pode ativar o sistema Na*/K*/ATPase, resultando
em influxo de Na+ e sobrecarga de Ca*2. O ultimo caso, juntamente com a altera¢do do gradiente de pH,
pode aumentar a geragdo de EROs mitocondrial e a morte celular apoptética mediada por ativagéo de
caspase. Por outro lado, a sobrecarga de Ca*2 despolariza o reticulo endoplasmatico e a membrana
plasmatica, ativam fosfolipases e proteases dependentes de Ca*2. Também aumenta a transicao de
permeabilidade, resultando em hiperconstricagdo e apoptose mediadas por ruptura sarcoplasmatica e
necrose em células eucarioticas. Além disso, uma ativagdo aguda do sistema Na*/K*/ATPase pode

diminuir a proliferacéo celular.

Figura 1. Sugestbes de mecanismos citotoxicos postulados para o FIT e FNE em Artemia salina. CYP-
c: citocromo-c; RE: reticulo endoplasmatico; EROs: espécies reativas de oxigénio; mEROs: Espécies

Reativas de Oxigénio mitocondrial.
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Em A. cepa, o comprimento da raiz € um parametro importante para a avaliagdo de toxicidade,
devido ao fato de que a zona de alongamento de meristemas de A. cepa pode servir como um sinal
externo sensivel de eventos celulares internos continuos (ADEYEMO; FARINMADE, 2013). Qin e
colaboradores (2015) sugeriram que o cobre inico (2 e 8 uM), acumulado nas raizes de A. cepa, inibiu
o crescimento radicular resultando em aberragdes cromossémicas devido a acumulagéo de cobre na
ponta da raiz, interferindo nos arranjos dos microtubulos. Em A. cepa, os efeitos tdxicos e citotdxicos,
que causam uma inibi¢do no crescimento radicular geralmente se relacionam com o alongamento do
ciclo celular durante a diferenciagéo (FUSCONI et al., 2006), atividade meristematica apical (WEBSTER,;
MACLEOD, 1996), e a inibigdo da sintese proteica (SETH et al., 2007). O sulfato de cobre,
significativamente (p <0,05), reduziu o comprimento da raiz em A cepa. Por outro lado, tanto FIT quanto
FNE reduziram o comprimento da raiz em A. cepa, sugerindo um efeito toxico nas duas mais altas
cocentragdes (Tabela 3).

O FIT e FNE (8 e 16 mM) inibiram a divis&o celular nas regides meristematicas das raizes de A.
cepa. As substancias citotoxicas também podem inibir o crescimento de drgaos vegetativos em algumas
plantas (YILDIZ et al., 2009), por exemplo, em A. cepa (HERRERO et al., 2012). Geralmente, o IM pode
identificar, de forma confiavel, a presenca de efeitos citotoxicos de uma substancia. Considera-se que
uma redugéo de 50% no IM, quando comparado com o CN, é um valor limitante: a redugéo <50% induz
um efeito subletal e <22% provoca um efeito letal (MESI; KOPLIKU, 2013), como observado para FIT e
FNE (Tabela 4). Com algumas excegdes, quando comparadas com os grupos controle (CN e SC), ambas
as formulagdes de FIT exibiram efeitos citotéxicos (redugao de IM > 50%) significativos (p < 0,05), como
também efeitos tdxicos. A divisao celular foi reduzida significativamente apds o tratamento com as doses
crescentes de FIT. O IM, um parametro confiavel, que permite estimar a frequéncia de divisao celular, é
geralmente usado para rastreio de agentes citotdxicos (FERNANDES et al., 2007).

Uma reduc&o significativa do IM pode ser devida a agdo antimitética de substancias. Os agentes
utilizados para interferir no ciclo celular normal podem causar uma diminuigdo do numero de células em
divisdo (SHARMA,; VIG, 2012). Pode ser devido & inibi¢&o da sintese de DNA ou bloqueio de G1, inibi¢éo
da formagao de microtubulos e sintese de supressao de DNA ou efeito do composto de teste na fase G2
do ciclo celular (MAJEWSKA et al., 2003). No entanto, alguns agentes podem atuar como inibidores da
prometafase que podem atrasar ou parar a célula no estagio de metéfase, devido as interagdes agente-
microtubulo (PANDEY, 2008).

Outras explicagdes de mecanismos celulares para citotoxicidade podem ser relacionadas com
os relatos de que os OEs podem ser ativados pela luz, que pode corroborar para as atividades citotoxicas
e mutagénicas. De outro modo, tendo alta lipofilicidade e em altas concentragdes, os OEs penetram

facilmente nas membranas celular e mitocondrial e formam adutos covalentes com macromoléculas
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celulares, resultando, assim, em suas atividades pré-oxidantes, citotoxicas e genotoxicas (BAKKALI et
al., 2008). Entretanto, o FIT apresenta atividades citotéxicas, mas também tem agdo antioxidante em
pequenas concentragdes (ISLAM et al., 2016a, b).

Cabe enfatizar que os OEs fendlicos em alta concentragdo devido aos seus efeitos pro-oxidantes
podem aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e malondialdeido. De outra forma,
as EROs, principalmente o radical hidroxila (*OH), eventualmente, liga-se aos ions metalicos distribuidos
aleatoriamente no DNA, conduzindo, em dltima instancia, a SSB (SAGE; HARRISON, 2011), o que
também pode ser explicado pela modificagéo do DNA oxidativo (RUCINSKA et al., 2004). O FIT tem um
grupo OH no seu carbono a (C1); e, conforme Shah et al. (2014), os compostos com grupos OH ativos,
tais como diterpenoides, podem matar micro-organismos devido ao aumento da atividade citotoxica
(GYAWALLI; IBRAHIM, 2014). Existem evidéncias de que alguns OEs (por exemplo, eugenol, isoeugenol,
metileugenol e safrol) causam sintese de DNA ndo programada. Assim, suas atividades citotoxicas e
genotoxicas sao, provavelmente, devido a liberagcéo da lactato desidrogenase (LDH). No entanto, o FIT,
possivelmente, pode ativar receptores hormonais nucleares e influenciar a expressao génica e a
diferenciacéo celular semelhantes ao retinol e a outras substéncias bioativas lipossoluveis, incluindo os
compostos fendlicos (ISLAM et al., 2015).

Varios diterpenos e seus derivados foram relatados para atividades citotoxicas e genotoxicas em
sistemas de teste bioldgicos. Por exemplo, 0 manool, o diterpeno e 0 mais abundante micrometabdlito
encontrado em Salvia officinalis séo evidentes para atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antimicrobianas. Também o manool em fibroblastos de pulméo de hamster chinés (V79) e em células de
hepatoma humano (HepG2) apresentou efeitos citotoxicos e genotoxicos de uma forma dependente da
concentragdo (NICOLELLA et al., 2014). Em concentracdo alta, atividade citotdxica e genotdxica,
enquanto antigenotoxico em baixa concentragdo em células HepG2. Exemplos de alguns outros
diterpenos ou seus derivados indicados como de potenciais citotdxicos e genotoxicos sdo os — frans-
dehidrocrotonina (AGNER et al., 1999), 13-miristato de forbol-12-acetato (WESTPHAL et al., 2009),
paclitaxel (TURKEZ et al., 2010), 3,4-secoisopimar-4 (18), acido 7,15-trien-3-6ico (DI SOTTO et al.,
2012), taxodiona (KUZMA et al., 2016).

Estudos de genotoxicidade s&o importantes para determinar agentes que podem perturbar o
material genético causando mutagdes genéticas ou cromossdmicas. Em geral, os resultados do teste de
genotoxicidade sdo usualmente tomados como indicadores de efeitos mutagénicos (ADEYEMO;
FARINMADE, 2013). Como relatado no presente estudo, o FIT e o FNE induziram toxicidade e
citotoxicidade nas maiores concentragdes em A. salina; e genotoxicidade em meristemas de A. cepa nas
concetragdes testadas (2, 4, 8, e 16 mM). Entretanto, nas duas concentragdes menores (2 e 4mM), apds

48 e 72h de exposicao, foi observado dimuicdo para os indices de danos (Tabela 5), por provaveis
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mecanismos de respostas adaptativas e/ou reparo de DNA. Em outros estudos de genotoxicidade em A.
cepa foram relatados que o Al¥*induz dano ao DNA em alta concentragéo (200-800 uM). Mas, respostas
adaptativas para prote¢do gendmica, em baixa concentragdo (5 ou 10 uM) (PANDA; ACHARY, 2010;
ACHARY; PANDA, 2014). As lesdes de DNA, principalmente as rupturas de dupla cadeia (DSB), além
das quebras de uma unica cadeia, sdo les6es de DNA prejudiciais que ndo s&o necessariamente em
locais adjacentes, tornando-as dificeis de reparo (SAGE; HARRISON, 2011). De acordo com Lo'pez-
Camarillo e colaboradores (2009), as DSBs podem ser reparadas pelas vias de reparo de recombinagéao
homologa (HRR) e unido de extremidade ndo-homologa (NHEJ).

Entretanto, estudos indicam que as proteinas MAPK podem induzir respostas adaptativas em A.
cepa. Existem relatos de que as fosfatases MAPK (MKP) estdo envolvidas em resposta aos danos ao
DNA mediada pela via MAPK (ULM et al., 2001), pois atuam sobre fatores transcricionais em células
eucarioticas (YANG et al., 2003). Em células vegetais, o dano ao DNA ativa quinases ATM e ATR, via a
serina/treonina quinase WEE1, interrompendo, transitoriamente o ciclo celular e permitindo que as
células reparem danos ao DNA, antes do inicio da mitose (DE SCHUTTER et al., 2007). Yen e
colaboradores (2005) relataram que os flavonoides dos residuos de café torrado exibiam capacidade de
reparo do DNA através de vias dependentes de ATM e ATR quinases. Entretanto, o FIT (10 pug/mL) em
células granulosas de ovario humano pode regular, negativamente, a expressao de aromatase por
inibicdo de p38 MAPK (GUO et al., 2014). A ativagdo de quinase, durante rupturas de dupla cadeia de
DNA (DSBs), foi relatada para ativar as vias de sinalizagao a jusante que conduzem a parada transitéria
do ciclo celular e inibicao da replicacdo de DNA, facilitando a reparagdo do DNA (MANNUSS et al., 2012).

As respostas aos danos de DNA também podem ser relacionadas com a poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP) e a proteina quinase DNA-dependente (DNA-PK) que também séo sensores de
danos ao DNA, uma vez que estas enzimas desempenham papéis importantes na tolerancia ao estresse
genotoxico, apoptose, necrose, transcri¢do e controle do ciclo celular em células eucaridticas (ADAMS-
PHILLIPS et al., 2010). Matsuda e colaboradores (2013) descobriram que o fitol, em baixas
concentragdes (0,5% e 1%), diminuiu a expressdo de mRNA de ACO (um gene alvo de PPARa) no figado
e nos hepatdcitos primarios de rato.

Em sintese, o FIT/FNE, em baixa concentragdo, podem, possivelmente, a exemplo de outros
flavonoides (YEN et al., 2005) e para o FIT (GUO et al., 2014), influenciar na expresséo da ataxia
telangiectasia-mutado (ATM) e ATM-Rad3-relacionadas (ATR) quinases, o que pode retardar G1, Me S,
fases do ciclo celular, sugerindo uma resposta adaptativa e / capacidade de reparagdo do DNA. No
entanto, em alta concentragdo, podem inibir a sintese de DNA ou bloquear G1, inibindo a formagao de
microtUbulos e suprimindo a sintese de DNA, juntamente com a detengéo do ciclo celular na fase G2.

Além disso, a alta concentragdo FIT/FNE pode alterar o potencial de membrana aumentando a sua
77



permeabilidade, rompendo as membranas da célula e mitocondrias. A baixa concentragdo FIT/FNE
também pode estimular a recombinagao homoéloga e / ou ndo-homologa para reparo de DNA, regulagao
de gene e proliferagdo celular em células eucariéticas. Adicionalmente, a estimulacdo de sistemas
antioxidantes fisiolégicos e de reparagdo pode também ser ligada a uma concentragéo FIT/FNE baixa.
Por outro lado, em alta concentragdo, FIT/FNE, através de receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARs), proteina cinases ativadas por mitégeno (MAPKSs), citocromo ¢ (CYP-c) e fator
nuclear kappa B (NF-kB), como ja relatado para o FIT (MATSUDA et al., 2013), as vias podem interferir
na regulacao de genes, levando a interrupgao da proliferagao celular.

O evento de necrose em células eucarioticas induzida por FIT/ FNE pode ser devido a alteragdo
do potencial de membrana, a ruptura da membrana bem como as vias dependentes de caspase (Casp)-
8. Por outro lado, Bax, Bcl-2, Casp-8 e -9 podem estar ligados a morte celular apoptotica por FIT/FNE.
O FIT/FNE, em alta concentragdo, pode produzir efeitos pré-oxidativos e, eventualmente, causar a
destruicdo de macromoléculas celulares, incluindo carboidratos, proteinas, lipideos e materiais genéticos
(DNA, RNA). Se a capacidade de reparagao parar e/ou 0 dano continuar sem ser reparado podera ocorrer

eventos mutagénicos (Figura 2).
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Figura 2. Sugestdes de mecanismos postulados para os efeitos toxicos, citotéxicos e genotéxicos do fitol (FIT) livre e nanoemulsionado (FNE) em Allium cepa.

ATM: Ataxia telangiectasia mutada; PPARs: Proliferadores de peroxissoma; RTK: receptor tirosina cinases; PKC: proteina cinase C; ERK: quinase extracelular;
MAPKs: proteina cinases ativadas por mitdgeno; CYP-c: citocromo ¢; NF-kB: fator nuclear kappa B.
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3.6 Conclusao

O FIT livre e nanoemulsionado, em Artemia salina e Allium cepa, apresentaram atividades
toxicas e citotdxicas nas concentragoes 4, 8 e 16 mM e de 8 e 16 mM, respectivamente, possivelmente
por mecanismos citogenéticos indutores de apoptoses e de anormalidades nucleares em células
eucarioticas e/ou por efeitos pré-oxidantes. Efeitos genotdxicos também foram observados em A. cepa,
pelo aumento do indice e frequéncia de danos, nas concentragdes testadas. Entretanto, os efeitos
genotoxicos para as concentragdes de 2 e 4 mM foram reduzidos apos 48 e 72h de exposi¢ao dos bulbos
de A. cepa ao FIT e FNE, significantemente para 2 mM, com sugestao de respostas adaptativas e/ou
reparo dos danos ao DNA em meristemas de raizes de A. cepa. O FIT e, especialmente o FNE, por sua
maior biodisponibilidade em nanoemulsdo, em concentragdes adequadas, sao potenciais candidatos a

formulagdes farmacéuticas antitumorais.
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4 CAPITULO 2: Efeito citoprotetor do fitol na inibicdo de estresse oxidativo induzido por espécies reativas

de oxigénio

4.1 Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar possiveis vias de citotoxicidade e /ou de efeitos citoprotetor do fitol,
um oleo essencial diterpenoide. O bioensaio de letalidade em Artemia salina e o teste de hemdlise foram
os sistemas teste. O fitol foi testado nas concentracdes de 40, 80 e 160 uM e 2, 4 e 8 mM, de forma
isolada e em cotratmento com: (1) &cido etileno diamino tetra-acético (lise de membranas); (2) dicromato
de potassio (oxidante); (3) sulfato de cobre (citogenotdxico) e (4) acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (antioxidante celular). Para verificar a atividade citotdxica dependente do
tempo de agéo do fitol, a mortalidade da A. salina foi mensurada as 24 e 48h de exposicéo. O teste de
hemolise foi realizado em eritrécitos de ratos tendo o trolox como um padrao. Os resultados sugerem
que o fitol ndo € citotoxico em baixas concentracoes (40, 80 e 160 uM), mas tdxico/citotdxicos em altas
concentracdes (4 e 8 mM) para A. salina e eritrocitos de ratos. Foi observada uma citotoxicidade
aumentada durante de 24 a 48h de exposigao em A. salina. Em ambos os sistemas teste, os grupos co-
tratados com citotoxicos, oxidantes, citogenotoxicos e antioxidantes sugerem que o fitol, em altas
concentragdes, pode agir como oxidante/pré-oxidante, induzir lise de membranas e citotoxicidade.
Entretanto, em baixas concentragdes, pode ser considerado como citoprotetor, possivelvemte associado
a mecanismos antioxidantes, via remogao de radicais. Os dados apontam que o fitol, dependendo de
suas concetragdes, pode ser constituinte quimico para formulagdes farmacéuticas como antitumoral e

na prevengao de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Artemia salina; Citoprotetor; Estresse oxidativo; Fitol; Toxicidade.

4.2 Introdugao

Frequentemente, os dleos essenciais (EOs) s@o mais antioxidantes e citotdxicos do que
genotoxicos. Os OEs diterpénicos também s&o bem conhecidos com esse tipo de atividade. No entanto,
eles muitas vezes ndo tém alvos celulares especificos, provavelmente devido a sua elevada
hidrofobicidade, o que torna as membranas celulares facilmente permeéveis (BAKKALI et al., 2008). O
fitol (FIT) (3,7,11,15-tetrametil-1-hexadeceno-2-ol) é um diterpenoide com diversos efeitos

farmacoldgicos, tais como antioxidante, antimicrobianos, citotoxicos e genotdxicos (ISLAM et al., 2015).
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O bicensaio de letalidade em Artemia salina, um artrépode, vem sendo aplicado na avaliagdo
toxicalcitotoxica de uma grande variedade de substancias sintéticas, semi-sintéticas e naturais de origens
inorganicas e organicas, devido a sua rapidez, confiabilidade, economia, simplicidade, conveniéncia e
aplicabilidade (MEYER et al., 1982; BARAVALIA; VAGHASIYA; CHANDA, 2012). Artificialmente, os
cistos do microcrustaceos séo submetidos a produgdo de nauplios em solugao salina. Os nauplios vivos
entre 24 e 48h de formagédo sdo considerados 0s mais suscetiveis as substancias teste. Finalmente, a
porcentagem da letalidade é determinada por meio da comparagdo da média de sobrevivéncia das larvas
nas amostras testadas e controladas (MEYER et al., 1982).

O teste de hemolise em eritrécitos de ratos também é um método para testar citotoxicidade e
capacidade antioxidante de uma grande variedade de substéncias (GIRISH; VASUDEVARAJU;
PRASADARAO, 2012). A estabilidade do teste é fortemente afetada por um nimero de fatores externos
ou internos, como temperatura, tipo e quantidades de substancias quimicas. Em busca de atividades
antioxidantes, o peroxido de hidrogénio (H202) &€ um forte indutor de radical hidroxila (*OH), podendo ser
usado para induzir estresse oxidativo sobre A. salina. O *OH, eventualmente, liga-se com ions metalicos
aleatoriamente distribuidos no DNA, ocasionando danos nessa molécula por meio de oxidagdes e
quebras de fitas simples (SAGE; HARRISON, 2011). O objetivo do estudo foi de avaliar as possiveis vias
de citotoxicidade e/ou citoprote¢do do FIT em cotratamento com agentes quimicos citotoxicos, oxidantes,
citogenotdxicos e antioxidantes, com aplicagao dos sitemas teste A. salina e hemdlise em eritrocitos de

ratos.
4.3 Materiais e Métodos
4.3.1 Reagentes e produtos quimicos

O Tween-80 (0,05%), dissolvido em solugéo salina (NaCl a 0,9%), serviu como veiculo para FIT
e para o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), enquanto que agua destilada foi
utilizada como solvente para outros reagentes. O FIT, acido etileno diamino tetra-acético (EDTA),

dicromato de potassio, sulfato de cobre e todos os reagentes e produtos quimicos necessarios utilizados
neste estudo foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
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4.3.2 Cistos de Microcrustaceos

Para a preparagdo dos experimentos com Artemia salina, os cistos de microcrustaceos foram
gentilmente fornecidos pelo Laboratério de cancerologia experimental do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Piaui.
4.3.3 Preparagdo de amostras para o bioensaio de letalidade em A. salina

No teste com A. salina, o FIT, os citotdxicos (EDTA, KD, CS) e o trolox foram preparados em 40,
80 e 160 uM na etapa 1; enquanto que, na etapa 2, foram preparados em 2, 4 e 8 mM. Na etapa 3, as

concentragdes do FIT foram de 40, 80 e 160 uM e 2, 4 e 8 mM, como descrito 0 quadro a seguir.

Quadro 1. Cotratamento do FIT com agentes quimicos citotdxicos, oxidantes, citogenotoxicos e

antioxidantes.
ETAPA 1 ETAPA2 . ETARA3
Citoprotegdo em A. salina Citoprotegdo em A. salina Citotoxicidade dependente do tempo
40,80 e 160 uM 2,4e8mM e concentracdo
Tratamento/grupo Tratamento/grupo Tratamento/grupo
I FIT* X1 FIT** [ FIT*
[l EDTA* XIIl; FIT*+EDTA X1 FIT**
I1l: DK* XIV: FIT**+DK
IV: SC* XV: FIT*+SC
V: FIT*+EDTA XVI: FIT*+TRO
VI: FIT*+DK XVII: FIT*+TRO+DK
VII: FIT*+SC XVIII: FIT*+TRO+SC
VIIl: TRO*+DK
IX: TRO*+SC
X: DK*+FIT+TRO
XI: SC*+FIT+TRO

*concentragdes 40-160 uM; **concentragdes 2-8 mM; auséncia de asterisco indica concentragéo de 80 uM (exceto CN); FIT:
fitol; EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético; DK: dicromato de potassio (K2Cr207); SC: sulfato de cobre (Cu2S04.5H20);
TRO: Trolox.
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A mortalidade de A. salina foi quantificada apds 24h nas etapas 1 e 2; e, ap6s 24 e 48h, para a
etapa 3. Os experimentos foram conduzidos juntamente com um controle negativo (veiculo, CN),
diferentes concentragdes das substancias teste num conjunto de trés tubos por concentragéo. Junto com
a letalidade percentual, os valores de CLso (concentragao que causa 50% de mortalidade) foram obtidos

a partir da linha tragada com a melhor relagao entre os valores de letalidade.

4.3.4 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

Este ensaio foi realizado de acordo com MEYER e colaboradores (1982), com algumas
modificagcbes. Resumidamente, foram incubados cistos do microcrustaceo (A. salina) em um béquer
contendo uma mistura 50:50 de solu¢do salina (agua do mar artificial: 23,0 g de NaCl, 11,0 g de
MgCl..6H20, 4 g de Na2S0q, 1,3 g de CaCl2.2H20, 0,7 g de KCl em 1 L de agua destilada, sob pH de 8,5
utilizando Na2CO3 1N) e agua mineral sob arejamento constante durante 48h a 27 + 3°C. Apds
incubagao, os nauplios ativos, livres de conchas do microcrustaceo, foram recolhidos a partir da por¢éo
mais iluminada da camara de incubagéo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por
meio de uma pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solugéo salina.
Em cada experimento, adicionou-se 0,5 mL da amostra teste a 4,5 mL de solugéo de salina, mantendo

a mesma temperatura de ecloséo, sob a luz os nauplios sobreviventes foram contados.

4.3.5 Teste de hemolise em eritrocitos de ratos

O teste de hemolise foi realizado com FIT e/ou TRO com as concentracdes de 40, 80 e 160 uM
e 2,4 e 8 mM. Em todos os casos, todos os cotratamentos foram feitos na concentragéo de 80 uM. O
teste de inibigdo da HL foi realizado em ratos Wister albinos de oito semanas de idade (Rattus norvegicus,
com peso corporal entre 180 e 220 g), obtidos no Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os
animais receberam livre acesso a alimentos (Purina, Brasil) e dgua ad libitum e foram mantidos sob
iluminagéo controlada (12 H de luz / luz) a 24 + 2 °C. Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Animais
da Universidade Federal do Piaui sob n°® 109/14.

4.3.6 Inducao de hemdlise em eritrcitos de ratos por perdxido de hidrogénio

Para testar a inibicdo de hemolise induzida por H20., recolheu-se o sangue do plexo retro-orbital
de ratos Wistar anestesiados (35 mg/kg pentobarbital sodico, intraperitoneal). Os sistemas-teste de RBCs

foram preparados em 10% de suspensédo em solugdo tampao fosfato (PBS) PH 7,4). Em seguida,
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adicionou-se 0,15 mL de H202 (200 mM em PBS, pH 7,4) e 0,2 mL de solug&o da amostra foi adicionada
em 0,5 mL de suspensdo RBCs a 10%. A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 30 minutos e
imediatamente centrifugada a 2500 rpm durante 3 minutos. Em seguida, foram misturados 0,2 mL do
sobrenadante com 2,8 mL de PBS (pH 7,4) e a absorbancia foi medida a 475 nm (GIRISH;
VASUDEVARAJU; PRASADARAQO, 2012). Para o CN, adicionou-se 0,2 mL do veiculo. A taxa percentual
de hemdlise foi calculada utilizando a seguinte formula, tendo em conta que 100% de hemdlise foi

induzida por H202 (branco):

Inibico da hemdlise (%) = [(Abs branco — Abs amostra) x 100] / Abs branco

Onde, “Abs branco” é a absorbancia de controle com 100% de hemdlise induzida por H202; e
‘Abs amostra” é a absorvancia de aliquotas contendo vérias concentragdes da amostra a ser estudada.
Este experimento foi conduzido com os grupos como - FIT *, TRO * e FIT * + TRO. O asterisco (*) indica

tratamento com 40-160 pM e 2-8 mM; enquanto a auséncia de (*), indica 80 uM.

4 3.7 Estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP). Para a determinagédo das
diferengas, os dados foram comparados pela Analise de Variancia Unidirecional (ANOVA) seguida pelo

teste de Newman-Keuls (p <0,05).

4.4 Resultados

4.4.1 Atividades citotdxica/citoprotetora do FIT em A. salina

A Tabela 1 indica a etapa 1 do tratamento em que os grupos (Grupos-I a XI) sdo tratados com
FIT, com um desestabilizador de membrana (EDTA), com um oxidante (KD), com um composto citotdxico
e genotdxico (CS) e um citoprotector (TRO). A mortalidade foi contada ap6és uma exposigéo de 24h,
indicando que o FIT (Grupo ), em todas as doses testadas, nao foi citotoxico. O EDTA (Grupo II), 0
desestabilizador de membrana gerou 3,33% de mortalidade sob a dose de 160 uM. A maior citotoxicidade
foi observada no Grupo lll, tratado com KD. A KD a 40, 80 e 160 uM exibiu percentual de mortalidade
13,33 £ 0,58, 23,33 £ 0,58 e 26,67 + 0,58, respectivamente.

O grupo tratado com CS (Grupo IV) também produziu citotoxicidade sobre os nauplios. No

entanto, a atividade foi menor que a Grupo lll. O CS produziu a maior porcentagem de mortalidade, 20,00
90



* 1,00, na dose de 160 uM. Os grupos FIT tratados com 80 uM de EDTA (Grupo V), KD (Grupo VI) e CS
(Grupo VII) aumentaram o percentual de mortalidade, respectivamente na ordem de Grupos: VI> VII> V,
onde Grupo V foi quase semelhante ao grupo tratado apenas com EDTA (Grupo ). TRO a 40-160 uM,
quando cotratado com 80 uM de KD (Grupo VIII), apresentou um maior efeito citoprotetor do que CS
(Grupo 1X). O KD (Grupo X) e o CS (Grupo XI) foram cotratados com FIT (80 uM) + TRO (80 uM), onde
o Grupo XI, diferente de Grupo X, permaneceu inalterado quanto a taxa de mortalidade dos nauplios,

levando-se em conta a comparagao aos grupos Vil e IX.

Tabela 1. Efeitos citoprotetores do FIT em baixas concentragdes em A. salina.

% mortalidade
Tratamento/grupo CLso [IC, r7]

40 uM 80 uM 160 pM
I FIT* 0,0+0,0 0,00£0,0 0,0+0,0
Il: EDTA* 0,0+0,0 0,00£0,0 33105 104,4 [-,-]
I1l: DK* 13,3+£0,5 23,3105 26,6 £0,5 40,0 +£ 0,2 [28,8-55,7, 0,99]
IV: SC* 3305 13,3+ 1,1 20,010 64,6 £ 0,5 [35,2-118,6, 0,99]
V: FIT* + EDTA 0,0+0,0 33105 66+0,5 80,1 1,0 [very wide, 1,00]
VI: FIT* + DK 66+0,5 10,0+ 1,0 16,6 £0,5 53,6 £ 0,9 [3,0-943,0, 0,89]
VII: FIT* + SC 33105 10,0+ 1,0 16,6 £ 0,5 66,8 + 0,7 [20,7-215,5, 0,98]
VIIl: TRO* + DK 33105 66+0,5 13,3+£0,5 70,5+ 1,2[6,5-765,9, 0,98]
IX: TRO* + SC 33105 66+0,5 16,6 £0,5 82,8 +2,1[7,8-872,8, 0,92
X: DK* + FIT+TRO 33105 33105 10,0+ 1,0 78,0 £2,0[0,5-1198,6, 0,72]
XI: SC* +FIT+TRO 33+£05 66+0,5 16,6 £ 0,5 82,8 +2,1(7,8-872,8, 0,92
CN (0,5 mL de veiculo) 0,0£0,0

*concentragdes 40, 80, 160 uM; auséncia de asterisco indica concentragéo de 80 uM (exceto CN); FIT: fitol; EDTA: acido
etilenodiamino tetra-acético; DK: dicromato de potassio (K2Cr207); SC: sulfato de cobre (Cu2S04.5H20); TRO: Trolox; CN:
controle negativo (0,05% tween-80 dissolvido em 0,9% de NaCl). Valores representam média + desvio padrdo; CLso:
concentragdo com 50% de letalidade; IC: intervalo de confianca (95%); r2: coeficiente de determinagao.

Na etapa 2, o Grupo Xll, tratado com FIT em 2, 4 e 8 mM, apresentou porcentagem de
mortalidade em 10,00 + 1,00, 23,33 + 0,58 e 43,33 + 1,15, respectivamente, as 24h. Com uma excegao
com a dose de 8 mM, o FIT no Grupo XIlI cotratado com 80 uM de EDTA, produziu taxas de mortalidade
semelhantes ao Grupo XII. No entanto, o FIT, quando cotratado com KD (80 puM) (Gr-XIV), diminuiu as
taxas de mortalidade, onde a porcentagem de mortalidade foi calculada como 6,67 £ 0,58, 20,00 + 1,00
e 33,33 0,58 como 2, 4 e 8 MM de FIT, respectivamente. O Grupo XV sugere que o FIT (2, 4 e 8 mM)
cotratado com CS (80 uM) produz as taxas de mortalidade semelhantes (com uma excegao com a dose
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4 mM) as do Grupo XIlI, tratadas com EDTA. O FIT cotratado com TRO (80 uM) (Grupo XVI) aumentou
as taxas de mortalidade da A. salina em todas as doses; a maior porcentagem de mortalidade foi
observada a 8 mM por 46,67 £ 0,58. Grupo XVII refere o cotratamento de FIT com TRO (80 uM) + KD
(80 uM) em que a mortalidade foi encontrada entre o Grupo XIV e o Grupo XlI. No entanto, o FIT quando
cotratado com TRO (80 uM) + CS (80 uM) (Grupo XVIII) provoca um aumento da mortalidade em
concentragdes de 2 e 4 mM, mantendo-se inalterado a 8 mM em comparagao com o Grupo XIl. Uma
taxa de mortalidade aumentada em Gr-XVIII também foi observada quando comparada com Grupo XV
(FIT tratado com CS) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos citoprotetores do FIT em altas concentracdes em A. salina.

% mortalidade
Tratamentos CLso [IC, r7]
2mM 4 mM 8 mM

XII: FIT* 10,0+ 1,0 23,3105 433+ 1,1 3,4+1,0[0,5-22,5, 0,95]
-Xlll: FIT** + EDTA 10,0+ 0,0 23,3105 40,0+1,0 3,2+0,8[0,6-17,1,0,96]
-XIV: FIT** + DK 6,6+0,5 20,010 33,305 3,3+0,7[1,0-10,7, 0,98]
-XV: FIT** + SC 10,0+ 1,0 26,6 £0,5 40,0+1,0 3,0+0,6[1,1-8,2,0,99]
-XVI: FIT** + TRO 16,6 £ 0,5 33,3105 46,6 + 0,5 3,1+£1,2[0,08-118,6, 0,84]
-XVII: FIT** + TRO+DK 13,3105 30,010 36,6 £ 0,5 2,4+0,2[1,6-3,5,0,99]
-XVIII: FIT** + TRO+SC 13,3105 30,0+£1,0 433+0,5 2,7+0,5[0,9-8,3, 0,98]
CN (0,5 mL de veiculo) 33+£05

**concentragdes 2, 4 e 8 mM; auséncia de asterisco indica concentracéo de 80 uM (exceto CN); FIT: fitol; EDTA: &cido
etilenodiamino tetra-acético; DK: dicromato de potassio (K2Cr207); SC: sulfato de cobre (Cu2S04.5H20); TRO: Trolox; CN:
controle negativo (0,05% tween-80 dissolvido em 0,9% de NaCl). Valores representam média + desvio padrdo; CLso:
concentragdo com 50% de letalidade; IC: intervalo de confianga (95%); r2: coeficiente de determinagao.

Os dados apresentados na Tabela 3 s&o para a etapa 3, no qual Grupo | e Grupo Xl foram
prolongados por mais 24h para contar a mortalidade dos nauplios. Os dados sugerem que o FIT, em
baixas concentragdes (40, 80 e 160 pM, Gr-l), ndo induz a mortalidade de néuplios. No entanto, as
concentragdes de 2, 4 e 8 mM de FIT aumentaram as taxas de mortalidade, respectivamente em 33,3,
66,7 e 33,4%. Nao houve mortalidade observada em Artemia salina no CN tratado apenas com o veiculo
por 24 e 48h.
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Tabela 3. Citotoxicidade do fitol, tempo e concentragdo dependente em A. salina.

% mortalidade
Tratamentos/h CLso [IC, r2]
40 uM 80 uM 160 uM
FIT 24 h 0,000 0,0£0,0 0.0£0.0
FIT 48 h 0,000 0,0£0,0 0.0£0.0
% mortalidade
2mM 4 mM 8 mM
FIT24 h 10,0+ 1,0 233+0,5 433+1.1 3.4 +£1.0[0.5-22.5, 0.95]
FIT 48 h 13,3105 30,0+1,0 46605 2.9+0.7[0.7-12.0, 0.97]
% mortalidade
CN (0,5 mL de veiculo) 24 h 0,0£0,0
CN (0,5 mL de veiculo) 48 h 0,000

FIT: fitol; CN: controle negative (0,05% tween-80 dissolvido em 0,9% de NaCl). Valores representam a média + desvio
padréo; CLso: concentragdo com 50% de letalidade; IC: intervalo de confianga (95%); r2: coeficiente de determinagéo.

4 4 2 Citotoxicidade e atividade antioxidante do FIT em eritrécitos de ratos

Os dados apresentados na Tabela 4 indicam que todos os grupos de tratamento inibem a lise
dos glébulos vermelhos. No grupo FIT (*), a maior inibicdo de HL foi observada com 160 uM por 58,85 +
0,01; enquanto a menor, com 8 mM por 10,61 + 0,01. A inibicdo da lise pelo FIT foi observada pelas
concentragdes na ordem 160 uM> 2 mM> 80 uM> 4 mM> 40 yM> 8 mM. Caso contrario, TRO * mostrou
inibicdo da lise na ordem de 160 yM> 2 mM> 4 mM> 80 uM> 40 yM> 8 mM. O FIT, quando co-tratado
com TRO (80 uM), exibiu a maior porcentagem de inibigédo de HL com 160 uM por 69,46 + 0,01 seguida
por 49,91 + 0,01, 46,93 + 0,01, 28,31 £ 0,01, 26,26 + 0,01 e 15,27 + 0,01 com 2 mM, 80 uM, 4 mM, 40

UM e 8 mM, respectivamente.
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Tabela 4. Hemolise em eritrécitos induzida por estresse oxidativo.

Inibicao de hemdlise

Tratamentos
40 uM 80 uM 160 uM 2mM 4mM 8 mM
R 22,940,012 30,540,012 58,8 £ 0,012 | 40,4 0,012 25,510,012 10,6 £ 0,012
Arert CEso: 58,7 + 1,2 [CE: 1,2-270, r2: 0,83] CEs: 5,2 0,7 [CE: 1,3-20,0, % 0,97]
. 32,2+0,0120d 40,6 £0,012> 64,8+0,012> | 60,8 £0,012.0.¢ 48,0+ 0,0122¢ 21,7 £0,012b.d
RO CEso: 44,3 + 1,0 [CE: 0,7-249, r2: 0,83] CE s 6,4 + 0,3 [CE: 3,7-11,2,r2: 0,99]
FI'I;**+ TRO 26,2£0,02>  469+0,0122¢ 694 +0,0125| 499+0,012>  283+0,012  152+0,012b
T+ TRO CEs: 51,9 £ 0,7 [CE: 9,5-282, r2: 0,96] CEs0: 5,1 + 1,0 [CE: 0,5-50,8, r2: 0,93]
CN (veiculo) 3,5+0,01

*concentragdes 40, 80 e 160 uM; **concentracdes 2, 4 e 8 mM; 2p<0,05 comparado ao CN (0,05% tween 80 em 0,9% de
NaCl); bp<0,05 comparado ao Grupo I; ¢p<0,05 comparado ao Grupo l; 9p<0,05 comparado ao Grupo Ill (ANOVA e t-
Student-Newman-Kewls); FIT: fitol; TRO: trolox; CEso: concentragdo efetiva minima 50%; IC: intervalo de confianga (95%);
r2; coeficiente de determinagéo; valores representam a média + desvio padrdo (n=5).

4.5 Discussao

O teste com A. salina é amplamente utilizado como sistema de teste para avaliagao primaria da
toxicidade de compostos brutos, bem como de isolados. Além disso, os compostos citotoxicos, com
sensibilidade significativa para os nauplios, podem ser recomendados como guias para a deteccéo de
compostos antitumorais e pesticidas (MEYER et al., 1982) e tém uma grande correlagdo com as
linhagens celulares de tumor solido humano. O teste também pode ser aplicado para avaliagéo de
estagios de desenvolvimento embrionario, uma vez que os agentes testados, neste sistema, séo
considerados como tendo propriedades ovicidas e larvicidas. A mortalidade dos nauplios em A. salina
refere-se: a) a atividade de detergente/desestabilizadora das substéncias de teste, que podem causar a
lise ou protrusdo da membrana celular, b) superproducao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNSs), dano oxidativo e/ou efeitos pré-oxidativos, causando a destruigéo de proteinas, lipidos,
DNA e outros fenémenos relacionados (MANILAL et al., 2009).

Nesta pesquisa, primeiramente realizou-se um estudo citotoxico do FIT em A. salina. Além disso,
tamém foi realizado estudo de hemolise em eritrécitos, que pode ser aplicado para estudos de danos
oxidativos/antioxidantes. Pela indugdo de eOH é possivel avaliar a capacidade antirradical de
substancias. Esse mecanismo provavelmente pode ser sugerido para as atividades antimicrobiana e
citotoxica do FIT (ISLAM et al., 2015).

Para uma melhor compreensdo dos provaveis mecanismos de acdo do FIT foram realizados

estudos de cotratamento do FIT com agentes quimicos citotdxicos, oxidantes, citogenotoxicos e
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antioxidantes, como descrito no Quadro 1. Na Etapa 1 (dados apresentados na Tabela 1), o FIT (Grupo-
[), em baixas concentragées (40, 80 e 160 uM), ndo produziu mortalidade para A. salina. No Grupo Il, o
EDTA exibiu baixa mortalidade apenas na concentra¢do mais elevada (160 uM), enquanto que no Grupo
V, observou-se com 80 e 160 pM.

O EDTA age, principalmente, através da desestabilizacdo da membrana por efeitos de
fluidizacao e expansao. A intercalagdo de EDTA na membrana lipidica induz a curvatura da membrana.
A perda de material da membrana lipidica facilita a instabilidade da membrana, levando a
permeabilizagdo de membrana e a lise celular (PRACHAYASITTIKUL et al., 2007). Embora a agdo de
EDTA em néuplios vivos tenha sido insignificante, o FIT a 80 pM, cotratado com EDTA, n&o inibiu o
evento. O FIT pode n&o ter qualquer interacdo antagonista com EDTA. Além disso, um aumento
insignificante nas taxas de mortalidade pode ser devido a efeitos ndo toxicos do FIT a 80 uM, uma vez
que o potencial de membrana é um parametro importante para ilustrar 0 mecanismo de acdo das
moléculas citotoxicas. Tratamentos que alteram o potencial de membrana também podem alterar fungoes
celulares. Existem agentes que podem fazer com que os potenciais de membranas se aproximem ou
tornem-se zero (ZHANG; LIU; WANG, 2016), tendo como resultado final a perda de materiais celulares,
o metabolismo celular irregular e, finalmente, a morte celular. EDTA, diferente de FIT, pode agir através
desta via.

O dicromato de potassio apresenta potencial oxidante. Os compostos de cromo (VI) séo
relatados como sendo t6xicos e carcinogénicos, uma vez que podem passar facilmente através das
membranas celulares. Uma vez dentro da célula, o cromo (V) é reduzido aos seus estados de oxidagao
inferiores [Cr (V)] e [Cr (IV)] e depois Cr (lll), por moléculas de baixo peso molecular, redutores
enzimaticos e nao enzimaticos. Estes intermediarios reativos de cromo sdo capazes de gerar um
espectro completo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, em excesso, podem causar danos as
proteinas celulares, lipideos, DNA e levar a um estado conhecido como estresse oxidativo (PATLOLLA
etal., 2009).

Num estudo recente, Rasool e colaboradores (2014) sugerem que o dicromato de potassio
produz alto nivel de malondialdeido e baixos niveis de enzimas antioxidantes [catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)] em camundongos machos, levando a danos ao DNA
em células testiculares e anormalidades reprodutivas adversas em animais. Os OEs podem implicar
danos sobre o DNA; um deles € o radical hidroxila que, eventualmente, liga-se a ions metalicos
aleatoriamente distribuidos no DNA, tendo como consequéncia a indugéo de quebras do tipo fita simples
no material genético (SAGE; HARRISON, 2011), o que também é evidente para a oxidagao modificativa
sobre 0 DNA (RUCINSKA; SOBKOWIAK; GWOZDZ, 2004). Pejin e colaboradores (2014) sugeriram que

o FIT € um poderoso eliminador de radicais hidroxila, anion superdxido, metoxi, anion dioxido de carbono,
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dxido nitrico e DPPHe. Em nosso estudo, no Grupo lll tratado com KD, foram observadas maiores taxas
de mortalidade em todas as concentragdes testadas. No entanto, o KD em Grupo VI, Grupo VIl e Grupo
X, quando cotratados com FIT (80 uM), TRO (80 uM) e FIT (80 uM) + TRO (80 uM), foi observado redugao
nas taxas de mortalidade dos nauplios. A atividade observada foi mais proeminente na seguinte ordem:
FIT + TRO> TRO> FIT. O TRO é um conhecido antioxidante devido a sua capacidade de captura de
espécies reativas de oxigénio. Assim, FIT e TRO podem, provavelmente, apresentar mecanismos
antioxidantes similares.

Vale ressaltar que a formagao de EROs, em sistemas biologicos, pode ser realizada por catélise
de Cuz*, com consequente resposta citotoxica (SANS et al., 1999). O sulfato de cobre (SC) em células
de A. cepa em cometa alcalino (pH 12,3) induziu genotoxicidade por quebras de cadeias de DNA (YILDIZ
et al., 2009). Cuz* é também um mediador inflamatério para as células (CLAYTON; CLAYTON, 1981).
Um estudo realizado com nanoparticulas de 6xido de cobre (CUONPs) e SC, em artrépode e Drosophila,
indicou que ambos CuONPs e SC sdo genotoxicos. Existe uma sugestdo para estresse oxidativo
mediado por danos as macromoléculas celulares (CARMONA et al., 2015). Em nosso estudo,
considerando Grupos V, VII, IX e XI, deve-se dizer que SC tem efeitos toxicos em A. salina. Embora haja
uma taxa de mortalidade reduzida, observada no Grupos VI, IX e Xl cotratados com FIT (80 uM), TRO
(80 uM) e FIT (80 uM) + TRO (80 uM), mas a atividade foi quase semelhante, exceto para doses de 40
e 80 uM tratadas com 80 uM de FIT no Grupo VII. Desse modo, as atividades de FIT e TRO podem estar
mais relacionadas com a neutralizagdo de oxidantes fortes, efeitos oxidantes mediados por KD.

Na Etapa 2 (dados apresentados na Tabela 2), concentracdes elevadas de FIT, bem como o seu
cotratamento com substancias citotoxicas, demonstraram citotoxicidade concentra¢do-dependente.
Grupo XIII (FIT + EDTA), Grupo XIV (FIT + KD), Grupo XV (FIT + CS) e Grupo XVII (FIT + TRO + KD)
diminuiram a mortalidade de A. salina. A ordem decrescente da taxa de mortalidade foi crescente para
os grupos XIV> XVII> XIII>XV. Entretanto, o FIT, cotratado com 80 yM de TRO (Grupo XVI), exibiu uma
porcentagem aumentada de mortalidade dos nauplios, provavelmente devido a efeitos pro-oxidantes do
FIT em altas cancentragdes. Evento similar foi observado no caso do Grupo XVIll, onde o FITa2 mMe
4 mM exibiu taxas de mortalidade elevadas, permanecendo inalteradas com 8 mM em comparagéo com
0 Grupo XII. Os OEs terpenoides também s&o bons exemplos de antioxidantes. Em doses baixas, estes
tipos de OEs podem atuar como protetores celulares a medida que eliminam espécies reativas
prejudiciais a membrana celular. Os OEs sao hidrofébicos na natureza, e, em altas concentragées, séo
capazes de atravessar a célula, bem como a membrana mitocondrial podendo destruir as moléculas
celulares essenciais e material genético (BAKKALI et al., 2008).

Bakkali e colaboradores (2008) também sugerem que, em células eucariéticas, os EOs podem

provocar despolarizagdo das membranas mitocondriais, diminuindo o potencial da membrana. Isto afeta
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o ciclismo iénico de Ca** e outros canais idnicos, eventualmente reduzindo o gradiente de pH, afetando
a bomba de prétons, o estoque de ATP, e alterando a fluidez das membranas. Este ultimo efeito faz com
que as membranas se tornem anormalmente permeaveis, resultando em fuga de radicais, citocromo C,
Ca** e proteinas, resultando, assim, em estresse oxidativo e falha bioenergética. A permeabilizacdo das
membranas mitocondriais externas e internas leva a morte celular por apoptose e necrose. Como Grupo
XlIl e Grupo XV foram tratados com o oxidante KD, a redugdo da mortalidade dos nauplios pode ser
devido as capacidades antioxidantes e pré-oxidantes do FIT. Além disso, os resultados do Grupo XIV
sao a confirmacao do efeito pré-oxidativo em altas concentragdes.

No entanto, considerando o Grupo IV e o Xl, podemos dizer que o SC produz efeitos tdxicos
sobre nauplios, o que pode estar relacionado a sua citotoxicidade mediada pelo estresse oxidativo. De
acordo com Lépez-Camarillo e colaboradores (2009), quebras de fitas duplas em eucariontes (DSBs)
podem ser reparadas por recombinagao homéloga e por unido nao homoéloga. Assim, os grupos VI, IX,
Xl e-XV, cotratados com FIT e/ou TRO, podem proteger as células de A. salina contra o estresse oxidativo
mediado por este tipo de evento. Contudo, as atividades citotoxicas dos OEs ou dos seus componentes
principais sdo por vezes ativadas pela luz e podem induzir a formagao de adutos. Os OEs fototdxicos
sao capazes de atravessar a membrana celular sem causar danos a ela ou as macromoléculas celulares.
No entanto, podem reagir e formar radicais dentro da célula, apos exposicao a luz. A fototoxicidade dos
OEs depende dos tipos de compostos presentes neles, concentragdo e sua localizagdo na célula, bem
como se eles produzem ou n&o diferentes tipos de radicais apos a exposicao a luz (BAKKALI et al.,
2008).

De acordo com Ghaneian e colaboradores (2015), o FIT produziu toxicidade dependente de
tempo em ratos albinos. E bem sabido que o teste em A. salina é um sistema de teste dependente da
luz como para a manutengdo continua da luz e da temperatura é essencial junto com o balango do
eletrolito e o pH para a suscetibilidade dos nauplios. Neste estudo, os Grupos | e Xl na Etapa 3 (Tabela
3) apontam que o FIT, em concentragdes mais elevadas, € citotoxico; e a toxicidade depende do tempo
de exposicdo deste OE diterpénico. Assim, nossos resultados podem estar relacionados a atividade
citotdxica observada em Schistosoma mansoni por Moraes e colaboradores (2014) e Ghaneian e
colaboradores (2015). No entanto, a exposigao a OEs poderia induzir danos mitocondriais e ao DNA,
formacdo de deficiéncia respiratéria devido a pequenas mutagdes citoplasmaticas em que,
exponencialmente, aumentam em células mais sensiveis (BAKKALI et al., 2008). Dessa maneira, o FIT
pode também ocasionar a mortalidade dos nauplios.

De outra forma, o FIT a 80 yM como cotratamento com o Grupos VI, VII, X e XI, diferente do
isolado, reduziu a porcentagem de mortalidade dos crustaceos; o que também foi observado em Grupos

XIV e XVII, cotratados com KD (80 uM) e TRO (80 uM) + KD (80 uM), respectivamente. O FIT tem um
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grupo hidroxila (-OH) na sua posigdo C1. De acordo Gyawali e Ibrahim (2014), as substancias com
grupamento -OH ativo apresentam potencial antioxidante, mas também podem causar citotoxicidade. Os
OEs terpenoides sa@o os melhores exemplos (BAKKALI et al., 2008). O perédxido de hidrogénio (H202) é
um oxidante forte bem conhecido, uma vez que, potencialmente, produz *OH, e que pode estar causando
estresse aos RBCs no ensaio de hemdlise (GIRISH; VASUDEVARAJU; PRASADARAO, 2012). Em
nossos estudos, o FIT possui potencial redutor significativo (p <0,05) de *OH até 4 mM. Embora a
atividade observada seja inferior a tratada com TRO em concentragdes semelhantes, mas o FIT, quando
cotratados com TRO (80 uM), aumentou, significativamente, a porentagem de inibi¢do de HL com todas
as concentragdes de ensaio em comparagéo com os grupos CN e FIT.

Interessantemente, o FIT, em adigdo ao TRO (80 uM) em concentragdes de 2-8 mM, produziu
taxa de inibic&o dentro dos grupos FIT e TRO. Considerando a inibi¢&o de hemdlise, os tratamentos com
40 uM apontam que o FIT, em concentragdo muito baixa, é incapaz de combater o potencial do OH
proveniente do H20,, diminuindo a protecéo de A. salina da lise mediada pelo estresse oxidativo. No
entanto, o FIT, em concentragdes elevadas (4 e 8 mM), também reduz a protegdo. Isto pode estar
relacionado com a alta concentragdo mediada pela lise de membrana e citotoxicidade observada em A.
salina. Por fim, ao considerar o Grupo VI em comparagdo aos Grupos IX, X, XI, XVI a GXVIII e todos os
grupos-teste apresentados no ensaio de hemolise, pdde-se assegurar que o FIT produziu atividade
semelhante ao TRO.

Em sintese, o FIT (Figura 1), em baixa concentracdo, atua como um redutor de radicais,
protegendo a célula contra efeitos prejudiciais induzidos pelo estresse oxidativo, demonstrando, assim,
sua atividade antioxidante. Mas, em alta concentragdo, devido a alta hidrofobicidade, atravessa
faciimente as membranas celulares e mitocondriais, causando a perda de elementos essenciais a célula,
alterando o potencial de membrana, neutralizando espécies reativas e, eventualmente, causando
autodestruicao de estruturas celulares, como proteinas, lipidos e DNA; o que leva a cito/genotoxicidade

e a disfuncéo mitocondrial, bem como eventos mutagénicos (ISLAM et al. 2016b).
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Figura 1. Eventos toxicoldgicos do fitol. [FIT em baixa concentragdo: atua como neutralizador de radicais livres e protetor celular contra os efeitos deletérios do

estresse oxidativo, portanto, possuindo agéo antioxidante. FIT em alta concentragéo: devido sua elevada lipofilicidade, podera atravessar a membrana celular e

mitocondrial, desencadeando perda de constituintes celulares essenciais e permitindo entrada de toxinas externas; neutraliza espécies reativas de oxigénio e,

eventualmente, ocasiona autodestruicdo de macromoléculas celulares como — proteinas, lipideos e DNA; Portanto, induz cito-/genotoxicidade e disfungao

mitocondrial. Danos genotoxicos, se permanecerem nao reparados, podem desencadear eventos mutagénicos.]

Lise de membrana e
Liberagdo de liberagdo de fluidos e
radicais livres @ eletrélitos essenciais

Radicais livres

Membrana
celulares

celular

fons oxidaveis <--.._

Lesdo/disfun¢do
mitocondrial

Capacidade antioxidante

Necrose Ndo mutagénico

Mutagenicidade

Citotoxicidade
(protetora)

99



4.6 Conclusao

A citotoxicidade foi induzida pelo FIT em A. salina e em eritrocitos de ratos em concentragdes
mais elevadas. No entanto, a atividade citoprotetora em baixas concentragdes, que, provavelmente, pode
ser sugerida por mecanismos antioxidantes. Entretanto, a citotoxicidade, possivelmente pode ser
relacionada a eventos de lise e a alteragdes de potenciais de membranas, aumento permeabilidade
celular, indugao de apoptoses e necroses, alteragdes no ciclo celular e/ou efeitos pro-oxidantes. O efeito
citoprotetor do FIT é dependente da concentragéo, enquanto a citotoxicidade parece ser devido nédo
apenas a concentracdo, mas também ao tempo de exposi¢do, como identificado nos sistemas teste
aplicados. As atividades citotoxica/citoprotetoras e oxidante/antioxidantes sdo relevantes para

formulagdes farmacéuticas.
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5 CAPITULO 3: Avaliacdo da capacidade antioxidante do fitol e de sua formulagdo em nanoemulsdo

5.1 Resumo

O diterpenoide fitol (C20H4001) é um isoprenoide derivado da molécula da clorofila-a. Existem relatos de
diversas atividades farmacolégicas como: anti-inflamatéria, citotdxica, antitumoral, antiteratogénica,
antidiabética, antianciolitica, antidepressiva e antioxidante. S&o escassos os estudos sobre o fitol em
formulacbes farmacéuticas. Assim, o estudo teve os objetivos de desenvolver nanoemulsdo a base de
fitol e de avaliar suas propriedades antioxidantes in vitro, ex vivo e in vivo. As substancias teste foram
avaliadas nas concentragoes de 2, 4, 8 e 16 yM. A nanoemulsdo, carregada com fitol, foi feita pelo
método de inversdo de fase. O fitol livre € nanoemulsionado foram testados quanto a atividade antir-
radical (DPPHe: radical 1,1-difeni-picrilidrazil; ABTSe*: Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico); ®*OH: radical hidroxila; NO*: radical de dxido de nitrito, peroxidac&o lipidica, potencial redutor
e inibicdo da hemdlise em eritrocitos de ratos em comparagdo com um analogo de a-tocoferol (Trolox -
controle positivo). Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em defesas antioxidantes, para
superoxido dismutase, catalase e duplos mutantes foram tratadas com as substancias teste € com
perdxido de hidrogénio. Os resultados sugerem que o fitol livre e nanoemulsionado exibiram significantes
atividades antioxidantes antirradicais livres, in vitro e ex vivo, em eritrécitos de ratos em dose-
dependente. Em S. cerevisiag, as concentragdes mais elevadas foram citotdxicas e/ou oxidativas.
Entretanto, em baixas concentragbes apresentaram atividades antioxidantes frente ao perdxido de
hidrogénio. O fitol livre e nanoemulsionado exibiram similares e significantes potenciais antioxidantes
dependendo da concentragdo. Os dados do estudo sugerem que o FIT livre € nanoemulsionado
apresentam potencial para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas frente a possiveis danos

genéticos relacionados ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: antioxidantes; radicais; nanoemuls&o; fitol; Saccharomyces cerevisiae.

5.2 Introducao

O Fitol (3, 7, 11, 15-tetrametilnexadec-2-en -1-ol), no estudo denominado por FIT, além de
antioxidante, possui inUmeras atividades biologicas, incluindo antimicrobiana, antiespasmddica,
antimutagénica, antibiotico-quimioterapéutica, anticancerigena, antiteratogénica, antidiabética,
hipolipemiante, anticonvulsivante, imunoadjuvante, antinociceptiva, anti-inflamatoria, ansiolitica,

antidepressiva, antiqueda capilar e assim por diante (ISLAM et al., 2015). Segundo Andrade e Fasolo
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(2012), compostos com atividades antioxidantes e antimicrobianas podem promover a saude geral
(ANDRADE; FASOLO, 2014). O FIT ainda é usado como fragrancia em uma série de produtos
cosmeéticos e nao cosméticos (ISLAM et al., 2015).

Atualmente, pesquisas extensivas estao focando nos produtos naturais derivados das plantas,
apesar dos medicamentos sintéticos. O uso de compostos antioxidantes naturais, em terapia para
doengas relacionadas com o estresse oxidativo, ganhou interesse maci¢o por suas habilidades de
extinguir os radicais livres e proteger o corpo contra a patogénese induzida pelo estresse oxidativo. Por
outro lado, sendo um 6leo essencial, o FIT € uma molécula ndo soluvel em agua, o que limita a sua
aplicagéo e uso em produtos para humanos. Assim, a importancia do desenvolvimento de nanoemulsdes
para avaliagdo de atividades antioxidantes do fitol livre e nanoemulsionado em estudos in vitro (captura

de raicais livres), ex vivo (hemdlise em eritrocitos de hemdlises) e em Saccharomyces cerevisiae.

5.3 Materiais e Métodos

5.3.1 Reagentes e quimicos

O Tween-80 (0,05%), dissolvido em solugéo salina (NaCl a 0,9%), foi utilizado como veiculo.
Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico, TRO), como padrdo para todos os
ensaios antioxidantes in vitro e ex vivo. O FIT, todos os reagentes e produtos quimicos necessarios,
utilizados neste estudo, foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

5.3.2 Preparagéo do FNE

O FNE foi preparado pelo método de inversdo de fase de emulsdo. Resumidamente, titulou-se,
lentamente, uma fase oleosa constituida por triglicerideos de cadeia média (1% p/p) e um tensioativo
(5% p/p) composto de fosfatidilcolina de soja e oleato de sddio (1: 7 p/p) com uma solugdo aquosa de 2-
metilpirrolidona (2% p/v) a 70 °C sob agitagdo magnética constante (1.500 rpm). Este foi emulsionado
utilizando um Ultra-Turrax T18 basico equipado com a ferramenta de dispersado S 18 N-19 G a 11.000
rpm, durante um minuto, seguido por quatro minutos a 7.000 rpm. A mistura de tensioativos que produziu
dispersdes coloidais transparentes foi selecionada num estudo anterior utilizando um diagrama de fase
pseudoternario (OSTERTAG; WEISS; MCCLEMENTS, 2012).
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5.3.3 Anélise da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de FIT e medic¢do do potencial zeta

O didmetro médio das gotas das nanoparticulas foi calculado utilizando o método cumulativo de
analise baseado na intensidade da luz dispersa, num analisador de tamanho de particula
(Brookhaveninstruments, EUA) a 25°C, usando um comprimento de onda de 659 Nm e angulo de
deteccado de 90°. A correlagéo foi realizada em modo paralelo e os dados foram analisados utilizando o
software Zeta Plus® ParticleSizingversao 3.95. As medicdes de potencial Zeta (PZ) foram realizadas
utilizando o mesmo equipamento e mesma intensidade de campo (aproximadamente 5,9 Vicm).
Utilizaram-se cinco corridas para cada amostra para determinagao do valor de PZ, utilizando o software
PALS ZP Analyzer e a mobilidade eletroforética de acordo com a equagao de Helmholtz-Smoluchowski.

As amostras foram diluidas a 1: 100 (v/v) com agua purificada.

5.3.4 Carga de farmaco nas nanoemulsdes

A capacidade das nanoemulsdes para complexar o FIT foi testada por adigédo de um excesso do
farmaco na fase oleosa antes do passo de emulsificagdo ja descrito. As amostras foram armazenadas
em banho termostastico a 25°C e submetidas ao vértex durante um minuto, seguido por 15 minutos em
banho de ultrassons a cada 12 h, durante 72 h. Apds centrifugagédo (1000 x g durante 15 minutos), as
amostras foram filtradas através de uma membrana de acetato (0,45 um); e o FlTcomplexado foi
determinado, analiticamente, por espectrofotometria UV-Vis a 239 nm utilizando a equag&o do grafico de

curva padréo ajustada, anteriormente construida.

5.3.5 Teste de inibicdo de hemolise

O teste foi realizado em um rato albino Wister (Rattus norvegicus, peso corporal: 220 g),
proveniente do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui, Brasil. O animal recebeu livre acesso
aos alimentos (Purina, Brasil) e agua e foi mantido sob iluminagao controlada (12 h de luz/escuro) a 24
+ 2°C. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Animais da Universidade Federal do Piaui, com

aprovagao de n° 109/14.
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5.3.6 Preparagéo da amostra

Para os ensaios in vitro e ex vivo, FIT e FNE foram emulsionados em Tween-80 a 0,05%
dissolvido em NaCl a 0,9%, nas concentragdes finais que variaram de 2, 4, 8 e 16 M, conforme Islam et
al. (2016b). O TRO padrao foi também dissolvido no mesmo veiculo para dar as mesmas dilui¢des que
FLNE e FNE. Para o ensaio de S. cerevisiae, o FIT e FNE foi ajustado para a mesma dose e no mesmo

veiculo. O H202 (10 mM) foi utilizado como estressor (STR) neste estudo in vivo.
5.3.7 Teste de inibigdo de DPPHe

O teste para a atividade de inibicdo de DPPH:- foi feito utilizando o método descrito por Manzocco,
Anese e Nicoli (1998). Resumidamente, amostras de 0,3 mL com concentragdes de 2, 4, 8 e16uM foram
adicionadas a 2,7 mL de solucédo etandlica de DPPH (0,5 mM). Apds 30 minutos, a absorbéncia foi
medida utilizando um espectrofotdmetro a 517 nm. Uma concentragdo semelhante de TRO serviu como
controle positivo, enquanto que apenas 0,3 mL de veiculo foi adicionado & solu¢do de DPPH para o
controle negativo (CN). O branco néo continha nenhuma amostra. O potencial de eliminagéo de radical

DPPH- foi calculado utilizando a seguinte equacao:

Abr — Aar]
—|x

% de inibicdo de DPPH e = [ Ao

Onde “Abr” é a absorbancia dos radicais livres de DPPH+ antes da reagdo; e “Aar’ é a

absorbéncia dos radicais livres de DPPH+ apds a reacao.
5.3.8 Atividade de descoloragdo do ABTS«+

O ensaio de descoloragao de ABTS++ foi feito como descrito por Seeram e colaboradores (2006),
com modificagdes. Os radicais ABTSe+ foram produzidos por adi¢do de didéxido de manganés sdlido (80
mg) a uma solugdo aquosa de ABTS a 5 mM em tamp&do Na*/K* 75 mM (pH 7,0). Em seguida,
adicionaram-se 2,8 mL da amostra a 0,2 mL de solu¢do de ABTSe+. A absorbancia foi lida a 750 nm

apds 5 minutos. A percentagem de capacidade de eliminagao foi calculada da seguinte forma:

106



Abr — Aar

% de descoloragao ABTS ¢ += [ e

]xlOO

Onde “Abr’ é a absorbancia dos radicais livres de ABTSe+ antes da reagdo; e “‘Aar” é a

absorbancia dos radicais livres ABTSe+ apds reacdo com as amostras do teste.
5.3.9 Atividade de eliminagéo de *OH

A capacidade das amostras de ensaio para purificar o perdxido de hidrogénio (H20) foi
determinada de acordo com o método descrito por Ruch, Cheng e Klaunig (1989). Resumidamente,
preparou-se uma solugao de H202 40 mM em tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). A concentragdo de H20,
foi medida por espectrofotometria a 230 nm. As amostras de teste (2-16 uM) e padrdes foram adicionados
ao H20; e a absorbancia a 230 nm foi determinada apds 10 minutos. Uma solugé@o contendo tampéo
fosfato, sem H20», serrviu como o branco. A percentagem de eliminagéo de H202 foi calculada utilizando

a seguinte equagéo:

% de eliminagdo de H202 = [ ]xlOO

Onde “AQ” é a absorbancia do controle; e “A” é a absorbancia da amostra de teste.
5.3.10 Atividade de eliminag&o do radical 6xido nitrico (NO)

Para testar a atividade de eliminagéo de NO-, foram misturados 0,375 mL da amostra teste (FIT,
FNE e trolox), 1,5 mL de nitroprussiato de sodio (10 mM) e 0,375 mL de tampéo fosfato salino (PBS, pH
7,4). Em seguida, depois a absorbancia (Abr) foi lida a 546 nm. Ap6s incubagao da mistura reacional a
37°C, durante 1 hora, misturou-se 1 mL da solu¢do com 1 mL de reagente de Griess. A mistura reacional
foi entdo incubada a temperatura ambiente, durante 30 minutos; e a absorbancia final (Aar) foi medida a
546 nm. O controle negativo continha apenas 0,375 mL do veiculo (MARCOCCI et al., 1994). A
quantidade de inibicdo de NO- foi calculada pela seguinte equagao:

107



% de inibicao de NO o = [

Onde “Abr” é a absorbancia dos radicais livres de NO+ antes da reagao; e “Aar” € a absorbancia

dos radicais livres de NO- apds a reagao com o reagente de Griess.
5.3.11 Atividade de inibi¢ao da peroxidacao lipidica

O ensaio TBARS (radicais de acido tiobarbiturico) foi utilizado para medir a quantidade de
atividade de peroxidagdo lipidica. Resumidamente, foram adicionados 0,1 mL de amostra
(FIT/FNE/TRO/CN) a 1 mL de gema de ovo homogeneizada (1% p / v) em tampéo fosfato 20 mM (pH
7,4). A oxidacdo lipidica foi induzida pela adi¢do de 0,1 mL de solugdo de dicloridrato de 2,2'-azobis (2-
metilpropionamidina) (AAPH: 0,12 M). A mistura reacional foi incubada a 37°C durante 15 minutos. Apos
arrefecimento, centrifugaram-se 0,5 mL da amostra, apds adigao de 0,5 mL de &cido tricloroacético (15%)
a 1200g, durante 10 minutos. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de
TBA (0,67%) e aquecida a 95°C, durante 30 minutos. Apds arrefecimento, a absorbéncia foi medida a
532 nm utilizando um espectrofotdmetro. Os niveis de perdxidos lipidicos foram expressos como nM de
TBARS/mg de gema de ovo utilizando um coeficiente de extingdo de 1,56 x 105 mL/cm. Finalmente, os
resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER;
CHEESEMAN, 1990).

5.3.12 Capacidade de potencial redutor

O teste de potencial foi conduzido utilizando um método descrito por Oyaizu (1986) com as
seguintes modificacdes. Uma amostra de 0,2 mL foi adicionada a 0,5 mL de tampé&o fosfato 0,2 M (pH
6,6) e 0,5 mL de KsFe (CN) 6 (1% p / v) e a mistura reacional foi aquecida a 50°C, durante 20 minutos.
Em seguida, foram adicionados 0,5 mL de &cido tricloroacético (10% p / v) com agitagdo constante,
seguido por adicdo de 1,175 mL de agua destilada e 0,125 mL de FeCl3 (0,1% p/v), ap6és 5 minutos. A
absorbancia da amostra foi tomada a 700 nm em relagao a um branco (sem amostra). Para o CN, apenas
0,2 mL do veiculo foram adicionados e as amostras foram tratadas de forma semelhante. A atividade de

poténcia de redugéo foi calculada como descrito:
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Ats — Abs

%dePR=[ yre

]xlOO

Onde “Ats” é a absorbancia da amostra de teste; e “Abs” & a absorbancia do branco.
5.3.13 Capacidade de inibicdo de hemolise em eritrécitos de ratos

Para testar a inibig&o de HL, induzida por H202, foi coletado o sangue do plexo retro-orbital de
ratos Wistar anestesiados (pentobarbital sédico 35 mgl/kg, intraperitoneal) e os eritrécitos foram
preparados para suspensao a 10% em PBS (pH 7,4). Em seguida, foram adicionados 0,15 mL de
perdxido de hidrogénio (200 mM em PBS, pH 7,4) e 0,2 mL da solugao de amostra a 0,5 mL da suspens&o
de eritrécitos a 10%. A mistura reacional foi incubada a 37°C, durante 30 minutos e, imediatamente,
centrifugada a 2.500 rpm, durante 3 minutos. Em seguida, misturou-se 0,2 mL do sobrenadante com 2,8
mL de PBS (pH 7,4) e mediu-se a absorbancia a 475 nm (GIRISH; VASUDEVARAJU; PRASADA RAO,
2012). Para o CN, foram adiciononados 0,2 mL do veiculo. A taxa percentual de hemdlise foi calculada

utilizando a seguinte formula, tendo em conta que a hemdlise 100% foi induzida por H20: (branco):
% de inibigdo de HL = [Absbranco — Absteste)x100]/Absbranco

Onde “Absbranco” é a absorbancia do controle com 100% de hemodlise induzida por H202; e

‘Absteste” é a absorbancia de aliquotas contendo varias concentragdes da amostra estudada.
5.3.14 Testes oxidantes/antioxidantes com Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de levedura, previamente subcultivadas, foram linearmente semeadas em meio
YEPD estéril (extrato de levedura a 0,5%, peptona a 2%, dextrose a 2% e agar bacteriolégico a 2%). Em
seguida, aplicaram-se 0,01 mL de uma amostra de produtos em teste e/ou controle em discos de papel
estéril conforme o tratamento. Para os grupos cotratados e sozinhos, as amostras de teste (FIT e FNE)
e as amostras com peroxido de hidrogénio foram adicionadas, respectivamente. Os grupos CN e
perdxido de hidrogénio foram tratados com veiculo estéril (tween-80 a 0,05% dissolvido em NaCl a 0,9%)
e H20o, respectivamente. Os tratamentos foram feitos imediatamente apds semeio dos organismos sobre
as placas de Petri. As placas foram entao invertidas e mantidas numa incubadora a 35 £ 1°C durante 72

h. Os halos de inibicdo (em mm) foram entdo medidos. Eles variaram de 0 mm (crescimento completo)

109



a 40 mm (sem crescimento), com base no raio nas placas de petri. Todos os tratamentos foram realizados
em duplicata (FRAGOSO et al., 2008).

5.3.15 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdao (DP). Para os testes
antioxidantes in vitro e ex vivo, os dados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste post-hoc de t-Student-Newman-Keuls. Para S. cerevisiae, o0 teste de Bonferoni e dois
pos-testes de Tukey foram realizados usando o software GraphPad Prism (verséo 6.0), valores

significantes para p <0,05.

5.4 Resultados e Discussao

5.4.1 Caracterizagéo do fitol em nanoemulséo (FNE)

A Tabela 1 resume as caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsbes 6leo-em-agua
transparentes produzidas com sucesso na auséncia ou presenga de fitol. As dispersbes coloidais
apresentaram tamanhos pequenos e, uniformemente, distribuidos de goticulas, com veiculo (VE)
mostrando um didmetro médio de 130,20 nm e indice de polidispersidade (Pdl) de 0,185. A carga do
farmaco fez com que o tamanho da gota de FNE aumentasse para um didmetro médio de 245,50 nm
(Pdl = 0,384). As nanoemulsdes do VE e FNE apresentaram valores de (potencial zeta) PZ negativos
elevados. A carga do farmaco foi calculada utilizando a equacgéo de regressao linear, A = 0,0045C +
0,005, que foi extraida da curva padrdo. A absorbancia medida foi substituida por "C", expressa em
pg/mL (FIT). O coeficiente de correlacdo da reta foi de 0,9999. A carga maxima de FIT nas nano-
emulsdes 6leo-em-agua (O/A) foi de 1,55 £ 0,012% (n = 3), 0 que permitiu produzir nanoemulsdes
contendo FNE a 1% p/v (10 mg/mL).
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Tabela 1. Efeitos do FIT no tamanho (didmetro) e potencial zeta (PZ) do veiculo para nanoemulséo e
FNE.

Cédigo da formulagao, Didmetro (nm) £ DP IPd PZ (mV) £ DP Quantidade do bioativo (%
composicao

(NMP, Migliol®812, mistura de
surfactantes, fitol)

VE, 0,2:0,1:0,5:0 130,20 + 17,17 0,185 -108 £ 3,01

FNE, 0,2:0,1:05:0,10 245,50 £ 25,02 0,384 -17,8+2,83 1,55

Média + desvio padréo. VE: veiculo para nanoemulsdo; FNE: fitol em nanoemulsao; IPd: indice de polidispersdo. NMP: N-
metil pirrolidona.

As nanoemulsdes sdo comumente estabilizadas por quantidades relativamente grandes de
surfactantes, a fim de produzir dispersdes transparentes (AMANI et al., 2008). Neste estudo, produzimos
nanoemulsdes extraordinariamente transparentes com tamanhos de goticulas na gama de 130 a 250 nm
utilizando baixos niveis de tensioativo (cerca de 5% p/p). Este foi o resultado da utilizagdo de um par de
surfactantes adequado, composto de fosfatidilcolina de soja e oleato de sodio (1: 7 p/p), associado ao
co-solvente 2-metilpirrolidona (2% p/v). O efeito da composi¢do do surfactante (OSTERTAG; WEISS;
MCCLEMENTS, 2012) e da relagdo cosolvente (SABERI; FANG; MCCLEMENTS, 2013), tanto no
tamanho das goticulas como na distribui¢cdo do tamanho das goticulas, foi descrito anteriormente. Além
disso, a composicdo da fase oleosa/surfactante/co-solvente utilizada neste trabalho produziu
nanoemulsdes estaveis com potenciais zeta altamente negativos, garantindo resiliéncia eletrostatica
adequada contra a floculacao.

A carga de FIT contribuiu para o aumento da dimens&o das goticulas de nanoemulséo, o que
provavelmente ocorreu devido a solubilizagdo do FIT na fase oleosa. Em estudos anteriores, com
microemulsdes contendo o farmaco antitumoral doxorrubicina, foram relatados resultados semelhantes,
com carga de farmaco aumentando o tamanho das gotas das microemulsées (FORMARIZ et al., 2010).
O mesmo efeito foi observado também para microemulsdes de anfotericina B complexadas 6leo em agua
(PESTANA et al., 2008). O FIT é um liquido imiscivel em agua e, tal como observado com anfotericina
B, a sua solubilizagdo, em fase oleosa, contribuiu para aumentar o tamanho das goticulas. O mecanismo
deste ultimo caso nao é claro, mas a redugao de PZ, observada para nanoemulsdes carregadas com
farmaco, confirmou que o FIT também perturba o filme de surfactante na interface 6leo/agua. E possivel
que a droga esteja parcialmente localizada nesta regido, o que é importante para os efeitos antioxidantes
do FIT.
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5.4.2 Atividade antioxidante do fitol em inibicdo de DPPH.

O teste de DPPH- ¢ o0 ensaio mais realizado para determinagdo de atividade antioxidante, pelo
monitoramento da diminuicdo da absorbancia da amostra teste. Ele avalia a atividade de eliminagdo
radical. Trolox, (+) -catequina, galato de etila, acido ascorbico e a-tocoferol sdo geralmente utilizados
como padrdes para o rastreio de novos compostos (ANTOLOVICH et al., 2002). A Tabela 2 mostra que
0 FNE produziu um maior efeito inibidor quando comparado com o FIT para todas as quatro doses
testadas, porém a atividade foi inferior ao padrdo (TRO) tratado com as mesmas doses. As maiores
inibicbes foram observadas para 16 uM de FIT, FNE e TRO foram de 50,44 + 0,01, 58,17 £ 0,01 e 76,59

1 0,01%, respectivamente. Houve uma relagéo dose-resposta entre as doses testadas e a inibigéo.

5.4.3 Atividade antioxidante do fitol llivre e em nanoemuls&o na descolora¢do do ABTS«+

O ensaio ABTS, que monitora a remocdo de ABTS*, é outro método usado para testar a
atividade antioxidante. E um substrato de peroxidase por oxidagdo na presenca de H202 que gera um
cation de radical metaestavel (ANTOLOVICH et al., 2002). Ele confirma que houve melhora na
capacidade de inibicdo de FNE em comparagédo com TRO. A dose de 16 uM de FNE, ou TRO exibiu
inibigdo de 59,18 £ 0,01% e 0,76 £ 0,01%, respectivamente (Tabela 2). Também houve rela¢éo dose-

resposta entre as amostras de teste.

5.4.4 Atividade antioxidante do fitol livre € em nanoemulsdo na eliminagéo de *OH

O radical hidroxila (*OH) geralmente reage com unidades de &cidos graxos polinsaturados de
fosfolipidios da membrana celular e causa destruicéo celular (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2003).
A medig&o do radical hidroxila aniénico é feita de forma semelhante aos ensaios DPPH e ABTS, em que
0 *OH, produzido a partir do H202, é eliminado pela amostra testada. Descobrimos que o FNE, em vez
do FIT, apresentou maior inibigdo. A maior inibi¢do foi observada para a dose mais alta (16 uM),
resultando em 50,79 £ 0,01%, 62,75 + 0,02% e 69,09 + 0,02% para FLNE, FNE e TRO, respectivamente.
O IC revelou que tanto o FIT (IC = 1,07-7,15 uM, r2 = 0,89) como o FNE (IC = 1,87-12,16 uM; r2 = 0,89)
apresentaram atividade melhorada em comparagéo com TRO (IC = 1,61-6,62 uM; r2 = 0,93) (Tabela 3).

Também houve relagdo dose-resposta para as amostras testadas.
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Tabela 2. Potencial antioxidante do FIT/FNE in vitro em comparagao aos controles.

DPPH (% neutralizagao) ABTS (% neutralizagao) OH (% neutralizagao) NO (% neutralizagéo)
Amostras
FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO
16 (M) 5044 £0012  5817+001%  7659+0012 | 5459+0012  5918+001a  60,76+0018 | 50790012 62750028  69,09+0,028 | 5836+0012b  6506+0,012 74,69+ 0,02
8 (UM) 43634003 343440022 6740+0012 | 4003+0022  3924+0018  4958+0018 | 3593+0,03% 3618+0012  4875+0012 | 3281+0018  37,11+0022 4818 +0,02
4 (uM) 3957 £0012  27,16+0012  4521+0012 | 2227+0018  2441+002  27,71+0028 | 3061+0012 2741+0012  4156+0012 | 2354+0012  3423+0012 39,99 +0,01
2 (uM) 31,06£0,013> 19490018  2617+0020 | 1573+0042b  1606+001> 10360012 | 2164+0,012 1582+0012  2266+0,018 | 12854002  893+0,012 36,56+ 0,012
CN 2,19+0,05 1,29 +0,03 0,89+ 0,02 1,01 +0,01
TBARS (% Inibigao da peroxidagao lipidica) RP (% Inibicdo da oxidagéo) HL (% Inibicao da hemolise)
Amostras
FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO
16 (uM) 66,89 + 0,012 74,52 +0,012 95,02 + 0,012 64,13 + 0,012 87,34 +0,012 94,0 9+ 0,05 58,85 + 0,0120 43,82 + 0,012 65,81+ 0,012
8 (UM) 50,75 + 0,012 50,75 £0,012 81,56 + 0,012 46,49 + 0,012 83,88 £ 0,012 87,71 £ 0,02 30,54 + 0,012 35,19 + 0,012 34,08 + 0,012b
4 (uM) 38,89 + 0,012 38,890,012 65,86 + 0,012 38,89 + 0,01 77,82+0,012 83,19 + 0,032 22,91+ 0,012 19,37 £ 0,012b 16,76 + 0,012b
2 (M) 31,72+ 0,012 13,91£0,01 16,81 + 0,012 34,44 + 0,012 64,47 +0,012 80,27 + 0,05 10,61 + 0,012b 13,59 + 0,012 8,010,012
CN 2,11+ 0,04 2,03+ 0,02 1,07 £0,02

ap < 0,05 em comparagéo com CN (0,05% de tween 80 em NaCl a 0,9%); °p < 0,05, em comparagéo com TRO (ANOVA e teste de t-Student-Newman-Kewls, como p6s-teste); FIT: Fitol livre; FNE: Fitol em nanoemulsé&o;
TRO: trolox (padrao); Valores s&o as médias + DP (n = 5).
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Tabela 3. Potencial antioxidante do CEsodo FIT/FNE in vitro e do padrao (trolox).

Teste DPPH Teste ABTS Teste OH Teste NO
Parametros FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO
CEso(MMIL) | 1394025 414053 3144027 | 4234047  450£047 420 024 | 2764039  477+055 3264039 | 517£058  476+070 272051
cl 063306 1341282 219-4,14 218-821 219926 344513 1,07-7,15 1871216 161662 2,12-12,60 1731300 0491514
2 096 085 098 0,94 093 0,99 0,89 0,89 093 0,90 0,88 075
Teste TBARS Teste RP Teste HL
Parametros FIT FNE TRO FIT FNE TRO FIT FNE TRO
CEso (MMIL) 2524038 4224045 3,2120,58 2,08£0,43 1,05£0,12 0412038 5,63+0,66 3,8120,46 6,7240,76
cl 0,956,71 235759 230-4,47 0,42-10,27 0,78-1,41 0,01-16,81 2,19-14,49 2,05-7,08 3,52-12,83
2 0,89 095 098 0,82 099 0,84 0,89 094 0,94

CEso: Concentragéo efeitva 50% em uM; Cl: Intervalo de confianga; r2: Coeficiente de determinagéo.
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5.4.5 Atividade antioxidante do fitol livre € em nanoemuls&o na inibicao da peroxidagéo lipidica

No ensaio TBARS, a peroxidacao lipidica (PL) foi detectada por medicdo da quantidade de
malonaldeido (MDA) formado a partir de acidos graxos insaturados. Quanto mais MDA reagisse com 0
acido tiobarbiturico (TBA), mais forte a coloragéo rosa da amostra e maior a absorbancia (ANTOLOVICH
et al., 2002). A peroxidagéo lipidica € geralmente completada por AAPH (in vitro), mas foi fortemente
inibida por TRO, seguida de FNE e FIT. O parametro IC demonstra a atividade de proeminéncia do FNE
com um coeficiente de 0,95 (r2) (Tabela 3). No entanto, neste estudo, 16 UM de FNE e FIT exibiram
inibicdo de PL em 74,52% e 66,89%, respectivamente. A oxidagao/peroxidagao de lipideos por produtos
quimicos exdgenos € uma das principais causas de lesao hepatica (DIRLIK et al., 2009). Neste ensaio
in vitro, a relag@o concentragdes-resposta e a inibigao significante (p <0,05) de PL sugerem que o FIT

tem uma potente capacidade antioxidante.

5.4.6 Capacidade antioxidante do fitol livre e em nanoemuls&o no potencial redutor (PR)

O ensaio de PR é um teste antioxidante rapido e sensivel, no qual a absorbancia aumenta com
a formag&do de um complexo de cor com ferracianeto de potassio, acido tricloroacético e cloreto férrico.
Um aumento na absorbancia indica atividade antioxidante da amostra teste (JAYAPRAKASH; SINGH;
SAKARIAH, 2001). Os antioxidantes sdo os agentes redutores. De acordo com a Tabela 2, o FNE
melhorou a atividade de redugdo mais do que a FIT para todas as doses testadas. O FIT (16 uM) mostrou
uma capacidade de redugéo semelhante a dose mais baixa de FNE (2 uM). O IC calculado para FIT,
FNE e TRO foi de 0,42-10,27 pM (2 = 0,82), 0,78-1,41 pM (2 = 0,99) e 0,01-16,81 uM (r2 = 0,84),
respectivamente (Tabela 3). Embora a atividade fosse menor do que o TRO, houve uma relagéo
concentragao-resposta em todos os casos. Um mecanismo simplificado possivel para a atividade

antioxidante do FIT é mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Possiveis mecanismos de redugao do fitol. Em A: vias de radicais livres (neutralizagao); B: via

de ionizag&o.
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5.4.7 Capacidade do fitol livre € em nanoemulsao na inibicao de hemdlise em eritrécitos de ratos

O teste de hemolise ex vivo foi realizado tratando primeiro eritrécitos de rato com um agente de
lise, H202. Em seguida, a inibicdo de hemdlise foi avaliada pela medicdo da concentragdo de
hemoglobina na reagdo (GIRISH; VASUDEVARAJU; PRASADA RAO, 2012). Neste estudo, o FIT,
proficientemente, regulou a estabilidade da membrana dos eritrocitos e, assim, reduziu a hemolise. A lise
dos eritrécitos foi diminuida em 58,85 + 0,01%, 43,82 + 0,01% e 65,81 £ 0,01% ap6s o tratamento com
16 uM de FIT, FNE e TRO, respectivamente. Radicais oxidativos, especialmente *ON, podem se ligar ao
heme de Fe?*, que altera suas fungdes fisioldgicas (ARCHER, 1993), uma vez que a hemoglobina livre
é crucial para a respiragdo de oxigénio dissolvido (O2) e dioxido de carbono durante processos

metabdlicos normais. Uma vez que o FIT exibiu uma forte atividade de eliminagao de *ON neste estudo,
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o diterpeno pode alterar os efeitos in vivo prejudiciais deste radical. No entanto, a menor inibigdo de HL
com FNE pode ser devido a sua maior hidrofobicidade em alta concentragio e antioxidante induzida
efeitos pré-oxidativos (BAKKALI et al., 2008).

5.4.8 Atividades oxidantes/antioxidantes do fitol livre (FIT) e nanoemulsionado (FNE) em Saccharomyces

cerevisiae

Existem evidéncias de que o corpo previne danos de radicais livres (VALKO et al., 2007) usando
algumas enzimas e substratos (MUNNE-BOSCH et al., 2001). Por exemplo, a enzima de dismutag&o,
superoxido dismutase (SOD), pode converter O em gés oxigénio (O2) ou H20.. Por outro lado, a enzima
catalase (CAT), que é ubiqua na maioria dos organismos vivos, é responsavel pela conversao de H20:
em agua (H20) e oxigénio (O2) (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004). Estas duas enzimas sdo essenciais
para a neutralizacdo de EROs e manter as células livres de danos mediados por estresse oxidativo
(ANDRADE et al., 2011). As S. cerevisiae tém enzimas antioxidantes no citoplasma, mitocondrias, e em
toda a superficie da célula (PINHEIRO; BELO; MOTA, 2002). Além disso, um dos seus polimeros
estruturais da parede celular (1-3/1-6) B-glucanos possui atividades antioxidante (KOGAN et al., 2005) e
imunomoduladora (LI et al., 2006).

Portanto, este organismo pode ser usado para medir a a¢do antioxidante de uma grande
variedade de substancias organicas e inorganicas. Alem disso, este modelo eucariético permite a
investigacdo dos efeitos dos antioxidantes ao nivel celular, e, é assim, uma alternativa as linhagens
celulares de mamiferos. Com base nos ensaios de formagéo de colénias realizados por Bakkali e
colaboradores (2008), alguns OEs sdo citotdxicos para S. cerevisiae, principalmente na fase de
crescimento estacionario. No entanto, depende do estado de crescimento celular, como as células na
fase vegetativa, que sdo muito mais sensiveis devido ao poder de penetragéo elevada de OEs, mais
eficientemente, nos locais de brotamento. OEs contendo fendlico, aldeido e OH alcodlico s&o citotoxicos
na natureza (SACCHETTI et al., 2005) e podem agir contra fungos (SOYLU; SOYLU; KURT, 2006).

A utilizagao de FIT, em dispersdes aquosas, requer uma estratégia de solubilizagdo poderosa,
tal como a nanoemuls&o. Estudos anteriores relataram a eficacia da carga de terpenos insollveis em
nanoemulsdes e 0 aumento da estabilidade dessas misturas (MASWAL; DAR, 2014). Além disso, uma
formulagéo de sinergia antioxidante contendo delta, alfa e gama tocoferol, carregado em nanoemulsoes,
diminuiu a inflamagdo em camundongos CD-1, o que foi atribuido ao aumento da biodisponibilidade de
gama (2,2 vezes) e delta (2,4 vezes) tocoferol, quando comparado com compostos puros (KUO et al.,
2008). A atividade antioxidante do composto anticancerigeno quercetina também aumentou quando

carregada em nanoemulsdes, medida como uma funcéo da eficacia antitumoral profilatica contra tumores
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de mama induzidos por DMBA (JAIN; THANKI; JAIN, 2014). Também foi mostrado para combater a
cardiotoxicidade e nefrotoxicidade induzida por doxorrubicina e ciclosporina A (JAIN et al., 2013).

Os OEs sdo conhecidos por suas atividades antioxidantes e citotoxicas. Em baixas
concentracgdes, os antioxidantes ndo podem penetrar a membrana mitocondrial e, assim, podem reter
atividades antioxidantes, ao invés de citotdxicas ou pré-oxidantes. Baixas concentracdes de retinol e
tocoferol apresentam atividades antioxidantes e antimutagénicas, enquanto que, altas concentragdes,
sdo genotoxicas (BRONZETTI et al., 2001). Portanto, tanto a concentragao do antioxidante quanto a
integridade da membrana mitocondrial sdo chaves para as atividades antioxidantes e citotoxicas dos
OEs.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 4, o FIT teve atividades oxidativas em
Sod1ASod2A em todas as doses testadas. Porém, as zonas de inibicao (7,00-11,00 mm) foram mais
baixas do que as observadas para o STR (25,25 mm). O FIT também exibiu um efeito oxidativo nas
linhagens SOD-WT e Sod1A a 16 uM. A sobrevivéncia das linhagens foi, significativamente, aumentada
(p<0,05) com as doses tratadas, onde FIT produziu uma diferenca estatistica (p <0,05) de 2 uM com 16
M em SOD-WT, 2 uM e 4 uM com 16 pM em Sod14, 2 uM com 4 uM, 8 uM e 16 uM em Sod2A e 2 uM
com 16 uM em linhagens Cat14, respectivamente.

A Tabela 5 mostra que o FNE 2, 4, 8 e 16 uM teve efeito oxidativo nas linhagens Sod1ASod2A
e Sod1ACat1A e o FNE 4, 8 e 16 uM e efeito na linhagem Cat1A, mas as zonas de inibigdo eram
menores, quando comparadas com o peroxido de hidrogénio. Apenas a dose de 2 UM teve um efeito
antioxidante em Cat1A quando comparada com o perdxido de hidrogénio. Neste caso, o FNE 16 uM
também tinha atividade oxidativa na linhagem SODWT. No entanto, houve aumento das taxas de
sobrevivéncia no restante das cepas testadas.

Os dados aqui apresentados ndo sugerem diferenca estatistica entre as doses de FNE testadas.
Por outro lado, houve diferenga nos resultados para os tratamentos FIT e FNE para as linhagens Cat1A
e Sod1ACat1A. O FIT aumentou, significativamente, as taxas de sobrevivéncia (p<0,05), mas o FNE
apresentou efeitos oxidativos em todas as doses testadas, exceto 2 uM. Pode haver um efeito do veiculo
no qual as nanoparticulas de FIT foram emulsionadas. Contudo, os dados apresentados nas Tabelas 4
e 5 sugerem zonas de inibicao inferiores para ambas as formulagdes, que eram inferiores ao grupo

tratado com o perdxido de hidrogénio.
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Tabela 4. Avaliagdo oxidante/antioxidante do FIT (fitol) em linhagens de S. cerevisiae, avaliados pelo tamanho (0-40 mm) do halo de crescimento em placas de

petri.
Tamanhos (MM) de Halos de crecimento de linhagens de S. cerevisiae
Parametros
SOD-WT Sod1A Sod2A Cat1A Sod1ASod2A Sod1ACat1A
CN (10 pL) 5,00 + 1,24 5,50 + 1,04 6,25+ 0,73 6,75+ 0,85 0,50 £ 0,33 0,25+ 0,29
H;0; (10 mM) 20,25 + 0,292 24,50 + 1,942 24,00 £ 0,672 24,00 £ 2,732 25,25 £ 3,573 12,75+ 0,732
FIT

16 (UM) 7,75 £ 1,522 10,75 £ 0,482 10,25 £ 0,55 10,75+ 0,86 11,00 £ 0,472 8,75+ 0,992

8 (UM) 7,50 £ 0,58 9,75+ 0,48 9,75+£0,87 9,25+0,76 8,75+ 1,372 7,75+ 1,192

4 (UM) 6,50 + 2,03 9,25+ 0,63 9,25+ 1,09 8,00 + 0,56 8,75+ 1,372 7,00 0,822

2 (uUM) 5,00 + 0,67 8,50 + 0,29 8,50+ 0,75 7,50 +£ 0,74 8,50 + 1,002 5,50 + 0,752

FiTe H:0,

16 (UM) 10,25 £ 0,292 13,25 £ 1,892 7,75+1,73° 6,50 + 1,890 8,50 + 1,002 8,75 + 0,%%0

8 (UM) 9,50 + 0,33 7,00 + 1,68° 8,25+ 0,85 5,00 + 1,58 7,00 + 0,822 7,75 + 1,19b

4 (uM) 9,50 + 1,00° 5,50 + 0,87b¢ 7,50 + 1,38 7,50 + 1,29 9,00 + 1,252 7,00 + 0,822

2 (UM) 8,25+ 0,73b¢ 5,25 + 0,755¢ 4,25 + 0,73pcde 3,75 + 0,465¢ 8,75 + 1,28 5,50 + 0,780

ap < 0,05 em comparagéo com CN (0,05% de tween 80 em NaCl a 0,9%); bp <0,05 em comparagédo com H20z; °p < 0,05 em comparagdo com FIT 14,16 uM; 9p <0,05 em comparagao com FIT

7,08 uM; ep < 0,05 em comparagao com FIT 4 uM (ANOVA one-way seguida pelo teste de Bonferoni com intervalo de confianga de 95%); Valores sdo as médias + DP (n = 4).



Tabela 5. Avaliagéo oxidante/antioxidante do FNE (fitol nanoemulsionado) em linhagens de S. cerevisiae, avaliados pelo tamanho (0-40 mm) do halo de

crescimento em placas de petri.

Halos de inibigdo em milimetros na linhagem teste

Parametros
SOD-WT Sod1A Sod2A Cat1A Sod1ASod2A Sod1ACat1A
CN (10 L) 5,00 + 1,24 5,00 + 1,04 6,25+ 0,73 6,75+0,85 0,50 £ 0,33 0,25+ 0,29
H20; (10 mM) 20,25+ 0,29 24,50 £ 1,942 24,00 £ 0,672 24,00 £2,732 25,25 £ 3,572 22,75+ 0,732
FNE
16 (M) 9,25+ 0,872 10,00 £ 0,822 8,75+ 1,09 8,25+ 1,19 10,25 £ 0,672 9,50 £ 1,112
8 (M) 8,75+ 0,87 8,50 + 1,11 9,25+ 0,55 8,75+ 0,552 9,50 + 0,752 9,25+ 0,872
4 (uM) 8,25 + 0,55 7,00 +£0,82 7,50 £ 1,00 8,25 + 0,552 8,00 £ 0,472 8,25+ 0,872
2 (UM) 6,50 £ 0,75 6,25+ 0,55 6,25 + 0,55 6,50 £ 0,582 6,25 + 0,552 7,00 £ 0,822
FNE e H,0,
16 (M) 9,75+ 0,852 6,25 + 0,550 7,75+ 1,520 6,75+ 1,79 8,25 + 0,9920 7,75+ 1,782
8 (UM) 7,00 £ 1,700 8,25 + 1,280 8,00 + 1,250 6,00 + 1,832 9,00 + 0,940 8,50 + 1,38e0
4 (uM) 8,00 £ 0,470 7,50 + 1,530 8,25 + 1,590 8,25 + 0,982 6,25 + 0,2920 7,75+ 0,7320
2 (UM) 5,50 + 0,330 6,00 + 1,060 5,50 + 0,750 5,00 + 0,8200 6,00 + 0,6720 6,00 + 1,062

ap < 0,05 em comparacao ao CN (0,05% tween 80 em 0,9% de NaCl); bp < 0,05 em comparagéo ao H.02 (ANOVA one-way seguido do teste de Bonferoni com intervalo de cofianca de 95%);

valores s&o as médias + DP (n=4).
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Os dados apresentados nas Tabelas 3 e 4 revelam que ambas as formulag6es de FIT protegem,
eficazmente, todas as linhagens de S. cerevisiae testadas, demonstrando, assim, as capacidades de
defesa antioxidante do FIT e do FNE. No entanto, nos grupos tratados sem o peroxido de hidrogénio
(nulo) e grupos co-tratados com 16 uM de FIT/FNE, as zonas de inibigao foram, ligeiramente, maiores
do que para as outras doses cotratadas. Pode haver um efeito hiperoxi, que foi, eventualmente,
minimizado ap6s a aplicagdo do STR, que apresentou atividade tanto do FIT como do FNE. No teste in
vitro de eliminacdo de OH (Tabela 2), FIT aumentou, significativamente (p<0,05), o potencial de
eliminagdo de OH. Assim, o peroxido de hidrogénio, neste caso, produziu radicais HO+ que podem
confrontar com o FIT (FIT/FNE). Enquanto a defesa aumentou com doses decrescentes de FIT e FNE,
a atividade foi significante (p<0,05) quando comparada aos grupos tratados com CN e perdxido de
hidrogénio.

E evidente que, tal como outros aerdbios, a S. cerevisiae tem um nimero de defesas
antioxidantes, tais como: (I) uma superdxido dismutase citosolica de cobre-zinco (CuZn-SOD, Sod1)
codificada pelo gene SODT; (Il) uma superoxido dismutase de manganés mitocondrial (Mn-SOD, Sod2)
codificada pelo gene SOD2; (Ill) uma catalase citosolica codificada pelo gene CAT1; E (IV) uma catalase
peroxissomal codificada pelo gene CATT.

No entanto, a S. cerevisiae pode realizar tanto o metabolismo aerébico como o anaerébico
dependendo da natureza da fonte de carbono. Sob condi¢des aerdbicas, a S. cerevisiae produz energia,
principalmente, dentro de suas mitocdndrias usando um processo semelhante ao das células humanas.
De acordo com COSTA et al (1997), quando o S. cerevisiae do tipo selvagem é exposta ao superoxido
gerador de etanol (O2-) e H2O durante o crescimento diauxic e pos-diauxic, a mutante Sod mitocondrial
(Sod2A) produz protegao essencial contra o estresse oxidativo. Um estudo semelhante foi sugerido ao
trabalhar com &cido L-ascorbico por Saffi et al (2006). Neste estudo, ambas as formulagdes de FIT
protegem os mutantes citosolicos Sod1A, mitocondrial Sod2A e de figado Cat1A, o que pode confirmar
a potencial prote¢ao contra o dano oxidativo por FIT.

Estudos anteriores in vivo mostraram que 6, 12, 24 e 48 uM de FIT apresentaram atividade
antioxidante em camundongos. Foi também postulado significante efeito redutor de radicais livres.
Existem também evidéncias ex vivo dos efeitos antioxidantes do FIT em doses de 2, 6, 12 ¢ 18 uM em
camundongos Swiss (ISLAM et al., 2015). Existem compostos (NUNES et al., 2014), incluindo diterpeno
e acido carnosico (C20H2504), que tém atividade antioxidante devido a presenca de grupos -OH ativos
(ARUOMA et al., 1992). H& uma série de antioxidantes naturais, comercialmente usados, incluindo
alguns diterpenos-caweol, cafestol (LEE; CHOI; JEONG, 2007), acido carndsico e carnosol e produtos
de oxidag&o de acido carnésico (rosmanol e isorosmanol) (MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2000). Por outro

lado, existem também numerosos antioxidantes naturais com grupos hidroxilo reativos (-OH), incluindo
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carvacrol, timol, euginol, isoeuginol, gereniol, acido cafeico, acido p-cumarico, terpein-4-ol, alfa-terpenal,
limoneno e p-cimeno (SHAH; BOSCO; MIR, 2014).

O FIT é um OE fendlico que contém um grupo -OH na sua posi¢ao C1, o que é de interesse para
a sua atividade antioxidante. Além disso, um numero aumentado de grupos OH pode aumentar a
polaridade dos diterpenos. Recentemente, verificou-se que os derivados de aldeido, oxima e
cromocrotonilode etila, derivados do FIT, tém 2, 4 e 6,5 vezes mais potentes atividades antitubercular,
(SAIKIA et al., 2010), apresentando, assim, um melhor perfil farmacoldgico com produtos sintéticos de
FIT.

5.5 Conclusoes

Tanto o FIT quanto o FNE exibiram potentes atividades antioxidantes em ensaios in vitro e ex
vivo em eritrcitos de ratos, nas concentragbes testadas. Mas, em Saccharomyces cerevisiae, foram
oxidantes em 16 UM para a maioria das linhagens e para os duplos mutantes em todas as concentragdes
testadas. Entretanto, o FIT e o FNE foram antioxidantes frente ao perdxido de hidrogénio nas menores
concentragdes, e para a maioria das linhagens testadas. O FNE apresentou perfil antioxidante similar ao
FIT. Como bioprodutos antioxidantes, o FIT e o FNE devem ser testados em outros sistemas teste para
atividades antioxidantes visando ao desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas para terapias de

doengas relacionadas com o estresse oxidativo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Evidéncias cientificas apontam diversas atividades farmacolégicas e terapéuticas para o fitol,
mas ainda séo restritas as informagdes sobre 0s seus riscos toxicogenéticos, bem como os estudos das
atividades farmacolégicas do fitol em nanoemulséo. Nos sistemas A. salina e A. cepa foi possivel pontuar
para o fitol e para a nanoemulsdo atividades tdxicas, citotoxicas genotdxicas e mutagénicas, com
capacidade de reparo de danos, especialmente para as maiores concentragdes testadas. Efeitos
contrarios foram observados em concentragdes menores. Em estudo com A. salina e em eritrocitos de
ratos, em cotratamento com drogas padrdes para toxicidade, citotoxicidade e atividade antioxidante, tais
como o &cido etileno diamino tetra-acético, dicromato de potassio, sulfato de cobre e trolox, foi possivel
evidenciar que o fitol pode induzir lise de membranas, oxidagéo celular, citogenotoxicidade nas maiores
concentragdes testadas. E, nas menores concentragdes, atividade citoprotetora e antioxidante. Assim, o
fitol teve atividades citoprotetoras por possiveis mecanismos associados a atividades antioxidantes, que
também foram evidenciadas in vitro pela captura e sequestro de radicais livres; ex vivo por inibir lise de
membranas celulares; e em Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em defesas antioxidantes
para superdxido dismutase citoplasmatica e mitocondrial, bem como para catalse e duplos mutantes. Por
suas propriedas tdxicas, citotoxicas/citoprotetoras, oxidantes/antioxidantes, em estudos néo clinicos, 0
fitol e, em especial, sua formulagdo em nanoemulséo podem ser consideradas como de importancia para
prevencao e terapias de patogéneses associadas ao estresse oxidativos e proliferagao celular. A Figura
1 e a Tabela 1 apresentam os dados que sumarizam os efeitos demonstrados pelo FIT e FNE em
sistemas teste aplicados. Assim, como sugestdes para 0s provaveis mecanismos para explicar as
atividades indentificadas, o estudo segure novas pesquisas com outros sistemas teste indispensaveis

para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas.
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Figura 1. Atividades farmacologicas do FIT livre e nanoemulsionado em sistemas teste para avaliagdo toxicogenética, oxidante/antioxidantes.
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Antioxidante/ citoprotetora (2 , 4, 8, Citoprotetora (40, 80 €160 uM,)
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Tabela 1. Efeitos do FIT e FNE em sistemas teste e seus provaveis mecanismos de agéo.

Sistema teste/atividade

Fitol livre

Fitol nanoemulsao

Concentragbes/Possiveis mecanismos

ConcentragOes/Possiveis mecanismos

Allium cepa

8 e 16 mM/ Alteracao do potencial de membrana; apoptose e

8 e 16 mM/ Permeabilidade elevada; Alteragao do potencial de

Toxicidade , ,
Necrose. membrana; ruptura da membrana; apoptose e necrose.
8 e 16 mM/ Efeito pro-oxidante; inibicdo de crescimento de regiées | 8 e 16 mM/ Efeito pré-oxidante; inibigdo de crescimento de regides
Citotoxicidade meristematicas; Antimitética através da interferéncia do ciclo meristematicas; Antimitotica através da interferéncia do ciclo
mit6tico normal ou aumento da duragdo das fases G2 e S. mit6tico normal ou aumento da duragdo das fases G2 e S.
2,4,8e 16 mM/ A ruptura das cadeias de DNA mediada por 2,4,8e 16 mM/ A ruptura das cadeias de DNA mediada por
Genotoxicidade espécies reativas de oxigénio (EROs) e malondialdeido (MDA), espécies reativas de oxigénio (EROs) e malondialdeido (MDA),
pricipalmente as rupturas de cadeia simples (SSB). pricipalmente as rupturas de cadeia simples (SSB).
, 2 e 4 mM/ Inibicio de quebras de DNA e a ocorréncia do reparo 2 e 4 mM/ Inibicdo de quebras de DNA e a ocorréncia do reparo
Resposta Adaptativa L% . Jou N . L% . JoU N .
elou Reparo de DNA por recombinagao de homologos e/ou ndo homologos por recombinagao de homélogos e/ou ndo homdlogos

(HRRINHEJ).

(HRRINHEJ).

Artemia salina

Toxicidade/citotoxicidade

4, 8 e 16 mM/ Efeito pro-oxidante/ alteracdo de potencial de
membrana.

4,8 e 16 mM/ Elevada permeabilidade; Efeito pro-oxidante;
alteragéo do potencial de membrana.

Citoprotetora

40, 80 e 160 uM/ Efeito antioxidante através de captura de
radicais e inibi¢do de peroxidagao lipidica.

Eritrocitos de ratos

Citotoxicidade

8 mM/ Lise de membrana induzida por EROs; Efeitos nocivos
sobre macromoléculas celulares tais como carboidratos,
proteinas, lipideos e materiais genéticos (DNA, RNA).

Antioxidante/citoprotetora

2,4,8,16, 40, 80 e 160 uM/ Redugao do estresse oxidativo,
provavelmente através do efeito de remogéo de EROs,
especialmente o radical hidroxila OH; Inibicdo da peroxidacdo
lipidica.

2,4, 8 e 16 uM/ Reducao do estresse oxidativo, provavelmente
através do efeito de remogéo de EROs, especialmente o radical
hidroxila OH; Inibigdo da peroxidagao lipidica.
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Saccharomyces cerevisiae

16 UM para superoxido dismutase citoplasmatica em mitocondrial
e em todas para os duplos mutantes. Estresse antioxidante ou

8 e 16 UM para superdxido dismutase citoplasmatica em
mitocondrial e em todas para os duplos mutantes superoxido
dismutase citoplasmatica em mitocondrial e em todas para 0s

Oxidativa efeito pro-oxidante; alteragéo do potencial de membrana e lise de | duplos mutantes e catalase. Elevada permeabilidade de
membrana. membrana; Estresse antioxidante ou efeito pro-oxidante; alteragéo
de potencial de membrana e lise de membrana.
2 e 4 uM/ Efeito de captura de EROs, especialmente o radical 2 e 4 uM/ Efeito de captura de EROs, especialmente o radical
Antioxidante *OH; Efeitos de regulagéo positiva sobre sistemas antioxidantes *OH; Efeitos de regulagéo positiva sobre sistemas antioxidantes

fisioldgicos, tais como superdxido dismutase (SOD: citosdlica e
mitocondrial), catalase.

fisiologicos, tais como superdxido dismutase (SOD: citosélica e
mitocondrial), catalase.

Estudos antioxidantes (in vitro)

DPPHe

ABTSe*

*OH

NOe

2,4, 8 e 16 uM/ Capacidade de captura de radical.

2,4, 8 e 16 uM/ Capacidade de captura de radical.

Peroxidacao lipidica

2,4, 8¢ 16 uM/ Inibigdo da produgéo do &cido tiobarbiturico.

2,4, 8¢ 16 uM/ Inibigdo da producéo do &cido tiobarbiturico.

Potencial redutor

2,4, 8¢ 16 uM/ Inibicdo da capacidade de redugéao férrica (Fe3 +)

2,4, 8¢ 16 uM/ Inibigdo da capacidade de redugao férrica (Fe3 +)

DPPHe: 1,1-difenil-picrilhidrazil radical; ABTS**: Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico); *OH: Radical hidroxila; NO*:Radical 6xido nitrico; EROs:
Espécies reativas de oxigénio.
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Among all plant derivates, essential oils (EOs) have gained the of many scientists. Diterpenes, a family
of components present in some EO, are becoming a milestone in the EOs world. The goal of this review is to de-
scribe a scenario of diterpenes taking into health-consumption deportment. Previous studies revealed that
diterpenes have antioxid: imicrobial, antiviral, antiprotozoal, cytotoxic, anticancer, antigenotoxic,
antimutagenic, chemopreventive, antiinflammatory, antinociceptive, immunostimulatory, organoprotective,
antidiabetic, lipid-lowering, antiallergic, I antithr , and antitoxin activities. In conclusion,
diterpenes may be an immense featuring concern in pharmaceutical consumption from a drug discovery point
of view. Copyright © 2016 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: diterpenes; essential oils; drug source; plant-derived; phytotherapy.

Abbreviations: AKT, protein kinase B (PKB); CAT, catalase; CCly, carbon tetra chloride; CHF, congestive heart failure; COX-1,
cyclooxygenase-1; COX-2, cyclooxygenase-2; CuZn-SOD, copper-zinc-superoxide dismutase; DCFDA, 2'.7'-dichlorofluorescin
diacetate; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl: EO, essential oil; ERK, extracellular signal-regulated kinase; GABA 5, gamma amino
butyric acid-A; FAK, focal adhesion kinase; GIRK, G protein-activated inwardly rectifying potassium; GPx, glutathione peroxidase;
GSH, reduced glutathione; GST, glutathione-S-transferase; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodefi-
ciency virus; HSCs, stimulated hepatic stellate cells; HUVECs, human umbilical vein endothelial cells; IFN-y, interferon-gamma; IKK,
1kB kinase; iNOS, induced nitric oxide synthatase; i.g., intragrastic; IL, interleukin; i.p., intraperitoneal; i.v., intravascular; LPO, lipid
peroxidase; LPS, lipopolysaccharides; MAPKs, mitogen-activated protein kinases; MDA, malonylaldehyde;: MDR, multi-drug
resistant; Mn-SOD, manganese-superoxide dismutase; MPO, malonyl peroxidase; mRNA, micro-ribonucleic acid; NF-kB, nuclear
factor-kappa-B; NGF, nerve growth factor; NOS, nitric oxide synthatase: Nrf2, nuclear factor-2; PGDs, prostaglandings; PGE,
prostaglandin E; p.o., per oral; ROS/NOS, reactive oxygen/nitrogen species; TGF-B, tumor growth factor-B; TMV, tobacco mosaic virus;
TNFa, tumor necrosis factor-alpha; UV, ultraviolet.

sources traditionally been used, thus leading to the

INTRODUCTION study and discovery of 75% of current herbal drugs.
. . The World Health Organization (2002) reported over
Natural products obtained from minerals, plants, and 21000 medicinally used plant species throughout the
animals serve as major sources of new drugs and will world. Since the drugs isolated from medicinal plants
continue to play an important role in the years to come generate significant income globally, their popularity
because of their ‘drug-like’ properties. These products has grown. In addition to being used directly as healing
are also the basis for drugs and treatments (De agents, the bioactive compounds derived from medici-
Pasquale, 1984). Generally, plants are used in food, nal plants serve as lead compounds for the development
medicine, rituals, building, household ~implements, of potential drugs used to treat various human diseases
musical instruments, firewood, pesticides, clothing, (Mall et al., 2015).
shelter, etc. (Polat er al., 2015). A plant containing Every plant contains thousands of chemical compo-
mgdicin_a] _cpmponent(s) is a medicinal plan_t. Based on nents. In this context, both beneficiary and harmful
this definition, every plant may be considered as a events are concerned to the herbal medicines. Notably,
medicinal plant as they contain thousands of important a number of toxic herbs have been identified by these
moieties. o days. There is no doubt that using of patterns, doses
The World Health Qrgamzanon reported that about and patients’ pathophysiology are the key consider-
25% of modern medicines is developed from plant ations of herbal medicines (Izzo et al., 2016). However,

currently, many important chemical moieties of plant
* Correspondence to: Md. Torequl Islam, Post-graduation Program in origin are being successfully used in different sectors.
Pharmaceutical Science, Federal University of Piaui, 64.049-550, s s . . i
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E-mail: rbiotufpi.br@gmail.com (EOs) are secondary metabolites found in plants. They
Received 23 February 2016

Revised 02 May 2016
Copyright © 2016 John Wiley & Sons, Ltd. Accepted 03 May 2016

154



APENDICE B - Artigo publicado no periédico Chemico-Biological Interactions

Chemico-Biological Interactions 240 (2015) 60—73

==

emico-Biological|

Contents lists available at ScienceDirect

Chemico-Biological Interactions

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chembioint

ELSEVIER

Mini-review

Phytol in a pharma-medico-stance

@ CrossMark

Md. Torequl Islam *"*, Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar ?,

Katia da Conceicao Machado ?, Keylla da Concei¢ao Machado *,
Ana Amélia de Carvalho Melo-Cavalcante “, Damiao Pergentino de Sousa ©,
Rivelilson Mendes de Freitas *

2 Department of Biochemistry and Pharmacology, Post-graduation Program in Pharmaceutical Science, Federal University of Piaui, 64.049-550 Teresina,
Brazil

b: Department of Pharmacy, Southern University Bangladesh, 22-Shahid Mirza Lane (E), Academic Building-II, 739/A, i Road, Mehedibag, 4000
Chittagong, Bangladesh

© Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Paraiba, CEP 58.051-900 Joao Pessoa, Paraiba, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
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This study aims to review phytol (PYT), through published articles, periodicals, magazines and patents,
which were retrieved from the PM, SD, WS, SP; DII, WIPO, CIPO, USPTO and INPI databases. Among the
149 articles and 62 patents, 27.52% articles and 87.09% patients were found on the searched topic, PYT
and its sources and synthesis and metabolism; then followed by 15.44% and 14.77% articles on PYT in
cytotoxicity/cancer/mutagenicity/teratogenicity and PYT in neurological diseases, respectively. In the
pharma-medico viewpoint, PYT and its derivatives have been evident to have antimicrobial, cytotoxic,
antitumorous, antimutagenic, anti-teratogenic, antibiotic-chemotherapeutic, antidiabetic, lipid lowering,

Keywords: . 2 " : . . i e ” " ’
Biomarker antispasmodic, anticonvulsant, antinociceptive, antioxidant, anti-inflammatory, anxiolytic, antidepres-
Drug sant, immunoadjuvancy, hair growth facilitator, hair fall defense and antidandruff activities. Otherwise,
Databases the important biometebolite of PYT is phytanic acid (PA). Evidence shows PA to have cytotoxic, anti-
Diterpenoid cancer, antidiabetic, lipid lowering and aniteratogenic activities. In addition, it may be considered as an
Phytol important biomarker for some diseases such as Refsum's Disease (RD), Sjogren Larsson syndrome (SLS),
Pharmaceutical rhizomelic chondrodysplasia punctata (RZCP), chronic polyneuropathy (CP), Zellweger's disease hyper-
pipecolic academia (ZDHA) and related diseases. Thus, phytol may be considered as a new drug
candidate.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

List of abbreviations: ALDH3A2, fatty aldehyde dehydrogenase; AMP, adenosine mono-phosphate; ASTM, American Society for Testing and Materials; ATP, adenosine tri-
phosphate; cc, cubic centimeters; CoA, co-enzyme-A; °C, degree Celsius; DMF, Vilsmeier's reagent component; FALDH, fatty aldehyde dehydrogenase; kg, kilogram; g, gram;
GABA, gamma amino butyric acid; ICsg, half minimal inhibitory concentration; IDDM, insulin dependent diabetes mellitus; i.p., intra-peritoneal; LDsp, median lethal dose; I,
liter; MEP, 2-C-methylerythritol-4-phosphate; mg, milligram; pg, micro-gram; MIC, minimum inhibitory concentration; mL, milliliter; p-mole, micro-mole; MVA, mevalonic
acid; NAD", oxidized nicotinamide adenine dinucleotide; NADH, reduced nicotinamide adenine dinucleotide; NADP*, oxidized nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate; NADPH, reduced nicotinamide adenine di-nucleotide phosphate; p.o., per oral; RBC, red blood corpuscles; RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species;
SIr1652, isogenic Synechocystis sp.; TPP, tyrosine pyro-phosphate; PPi, inorganic phosphate; CNS, central nervous system; CP, chronic polyneuropathy; CVS, cardio-vascular
system; IRD, infantile Refsum's disease; LD, Leber disease; NALD, neonatal adrenoleucodystrophy; PYT, phytol; PA, phytanic acid; RD, Refsum's disease; RXR, retinoid X
receptor; SLS, Sjogren Larsson syndrome; RZCP, rhizomelic chondrodysplasia punctata; ZDHA, Zellweger's disease hyperpipecolic academia; LDsq, median lethal dose; MEP,
2-C-methylerythritol-4-phosphate; MTT, cellular metabolic activity assay by colrimetric means using 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Y1)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide; MVA,
mevalonic acid; PPARs, peroxisome proliferator activated receptors; PM, PubMed; SD, Science Direct; WS, Web of Science; SP, Scopus; DII, Derwent Innovations Index™;
WIPO, World Intellectual Properties Organization; CIPO, Canadian Intellectual Properties Organization; EPO, European patents office; USPTO, United States Intellectual
Properties Organization; INPI, Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
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Abstract

This study aims at investigating a possible pathway of cytotoxicologi-
cal status of the diterpenoid essential oil, phytol (PYL). For this brine
shrimp lethality bioassay (BSLB) and hemolysis (HL) test systems were
selected. In the BSLB, PYL either alone or co-treated with ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA), potassium di-chromate (K,Cr,05; KD),
copper sulphate (CuSO,.5H,0; CS) and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carboxylic acid (Trolox, TRO) as membrane lyser, strong
oxidizer, oxidizer-cytogenotoxicant and antioxidative-cell-protestant,
respectively. The HL was carried out in rat erythrocytes (RBCs) taking
TRO as a standard. In addition, to view a time-dependent cytotoxic
activity of PYL, the mortality of the shrimps was counted at 24 and 48
h. Results suggest PYL is non-cytotoxic at low (40-160 pM) but toxic at
high concentration (2-8 mM) to the shrimps and RBCs. An increased
cytotoxicity was observed for 24 h to 48 h in brine shrimps. In both
cases groups co-treated with cytotoxicants/protestant suggest that
PYL is cytoprotective in the presence of oxidizer. The cytoprotectivityof
PYL may be connected to its antioxidant potential and cytotoxicity
for antioxidant-mediated pro-oxidative effects. In conclusion, PYL is
cytoprotective at low concentration but toxic at high, activities found,
however, may be linked to the radical scavenging pathway.

Introduction

Phytol (3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-en-1-ol, PYL) is the diter-
penoid with evident antioxidant, antimicrobial, cytotoxic and weak
mutagenic effects [1]. A substance with such type of activities may
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Abstract

The study prepared a nanoemulsion with a diterpenoid isoprenoid
alcohol called phytol (PYT) and subsequently tested it for antioxidant
capacity. For this, PYT-loaded nanoemulsion was prepared by phase
inversion method and both PYT-containing nanoemulsion (PNE) and
PYT-free nanoemulsion (PFNE) (2-16 uM) were tested for antiradical
activity (DPPHe: 1,1-dipheny-picrylhydrazyl radical; ABTS++: azino-bis-
ethylbenzthiazoline-sulfonic acid; *OH: hydroxyl radical scavenging;
NO-«: nitrite oxide radical), lipid peroxidation (LP), reduction potential
(RP), and inhibition of hemolysis (HL) in rat erythrocytes in compa-
rison with an a-tocopherol analogue (Trolox - TRO - positive con-
trol). In addition, an in vivo test was performed with wildtype and
deficient Saccharomyces cerevisiae strains using hydrogen peroxide
(H,0,) as a stressor. Results suggest that PNE exhibited higher anti-
oxidant than the PFNE. Increasing doses reveled antioxidant capacity
in a dose-dependent manner. In the S. cerevisiae study, both PFNE-
and PNE-treated groups exhibited decreased rates of survival with
the highest doses, whichever in the presence of stressor increased
the survival rates, which indicates antioxidative defense capacity of
PYT. In this occasion, PNE exhibited prominent antioxidative defen-
se in the presence of stressor rather than PFNE. In conclusion, PYT
exhibited potential antioxidant activity but at high concentration it
was toxic to the yeast cells. The production of PYT-nanoemulsions
may be relevant to the pharmaceutical sciences.
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Abstract
The brine shrimp lethality bloassay (BSLB) has been proved to be a convenlent
system for monitoring cytotoxicity and antitumor activities of wide a variety of
substances. From Its establishment time, still now, BSLB Is a popular method to
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Introducéo: Produtos naturais sdo importantes como fontes para o desenvolvimento de novas
drogas. O diterpeno fitol (FI), tem sido utilizado na formulagdo de cosméticos e medicamentos.
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ANEXO A - Carta de aprovacéo pelo Comité de Etica em Experimentacao Animal — UFPI

MINISTERIO DA EDUCACAO ) :
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA ,
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL e

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 13 de Marco de 2015.
limo.

Prof. Dr. RIVELILSON MENDES DE FREITAS.
Departamento: Bioquimica e Farmacologia/CCS/UFPI.

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (13 de Margo de 2015), a Comissao de Etica e
Experimentagao no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagao animal, sob o nimero 004/15, o projeto de pesquisa
intitulado “Bioprospecgdo do efeito modulador enzimatico e avaliagao da
toxicidade em ratos tratados com Fitol”, sob a sua responsabilidade.
Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de Abril/2015 a
Dezembro/2018, e serdo usados Ratos Isogénicos (45 machos e 65 fémeas).
Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPIL, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentcs para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

el W |aw  iandse s

~Profl. Ivete L. de Mendonca

Comuté de Enca emf Experamentagao Anmal-UFF!
Cdordenadora
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