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ALENCAR, M.V.O.B. Bioprospecção farmacológica do fitol como agente antitumoral. Orientadora: 
Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 2017. 222 p. Tese de Doutorado. Programa de 
Pós-Graduação em Biotecnologia. Rede Nordeste de Biotecnologia – RENORBIO. Universidade Federal 
do Piauí, Teresina. 

RESUMO 

O fitol, (E,7R,11R) - 3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol, é um diterpenoide com diversas atividades 
farmacológicas e aplicabilidades biotecnológicas. Este estudo objetivou realizar uma revisão sistemática 
e meta-análise da associação do fitol com mecanismos antitumorais e avaliar seus efeitos 
toxicogenéticos em estudos experimentais em ratos Wistar, fêmeas, por meio dos testes de toxicidade 
aguda (300 e 2000 mg/kg, v.o.) e subcrônica (30, 60 e 90 mg/kg, v.o.), durante 14 e 28 dias, 
respectivamente, bem como suas atividades antitumorais in vitro em cultura primária de Sarcoma 180, 
em linhagem leucêmica HL-60 e em linfócitos de sangue periférico de ratos. O efeito antitumoral também 
foi verificado in vivo em modelo de carcinogênese induzida por 7,12-dimetilbenzantraceno, por meio de 
análises da patologia clínica, anatomo e histopatológica, imunohistoquímica (Ki-67) e mecanismos 
citotóxicos e citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose, em 
células neoplásicas e não neoplásicas. Os resultados demonstraram associação entre fitol e toxicidade 
(OR: 1,47; IC 95% = 0,86-2,48), identificada entre estudos in vivo; e citotoxicidade (OR: 1,81; IC 95% = 
1,12-2,65, p <0,05), em estudos in vitro e ex vivo. Em estudos in vitro, 24% indicaram que o fitol, em altas 
concentrações, induz apoptose por vários mecanismos, enquanto que 40% dos estudos ex vivo 
apontaram sua ação na geração de espécies reativas de oxigênio. Nos estudos in vivo, 24% destacaram, 
entre os mecanismos de apoptose, a expressão de proteína Bcl2 ou mutações na proteína pró-apoptótica 
Bax. Além disso, 8% dos estudos também apontaram necrose e hepatotoxicidade. No entanto, em 24% 
dos artigos, os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda não são bem compreendidos. No estudo 
toxicogenético do fitol, os resultados demonstraram que a administração aguda, em ratos, não produziu 
morte com DL50 acima de 2000 mg/kg. Entretanto, algumas alterações toxicológicas foram observadas 
em parâmetros da patologia clínica e neurofarmacológica, embora sem lesões histopatológicas 
hepáticas. Por outro lado, o fitol induziu genotoxicidade em todos os tratamentos em medula óssea, 
fígado, rim e sangue periférico, com ausência de atividade de reparo. Concomitantemente, não foi 
observada mutagenicidade em medula óssea, no tratamento agudo. Nos estudos em cultura primária de 
Sarcoma 180, linhagem HL-60 e linfócitos de sangue periférico de ratos, o fitol (4,72; 7,08 e 14,16 µM), 
induziu citotoxicidade pela redução da viabilidade celular e dos índices de divisão celular, incluindo a 
apoptose e necrose. A genotoxicidade foi pontuada pelo aumento do índice e frequência de danos ao 
DNA, nos modelos testados. Similarmente, o fitol induziu mecanismos aneugênicos e/ou clastogênicos 
em Sarcoma 180 e em HL-60, por indução de micronúcleos e outras alterações nucleares, como também 
mecanismos relacionados à indução de danos oxidativos, como observado em linfócitos de sangue 
periférico. O fitol, em modelo animal de câncer de mama, não apresentou alterações hipocráticas e 
comportamentais, bem como não induziu alterações histopatológias malignas em mama, nem expressiva 
marcação para Ki-67, comparado ao carcinógeno. Além disso, comparado à ciclofosfamida, o fitol induziu 
menos efeitos toxicogenéticos em células não tumorais, mas com significantes indução de apoptose e 
necrose em células neoplásicas de mama. Diante dos mecanismos citogenéticos evidenciados nos 
estudos não clínicos, é possível sugerir que o fitol tem potencial para formulações farmacêuticas 
antitumorais. 

Palavras-chave: fitol, câncer de mama, ensaio cometa, teste de micronúcleos, apoptose, necrose. 
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ALENCAR, M.V.O.B. Pharmacological bioprospection of phytol, as antitumoral agent. Doctoral 
advisor: Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 2017. 222 p. Doctoral thesis. Post-
Graduate Program in Biotechnology. Northeast Network of Biotechnology – RENORBIO. Federal 
University of Piauí, Teresina. 
 

ABSTRACT 
 
Phytol, (E,7R,11R)-3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-en-1-ol, is a diterpenoid with various 

pharmacological activities and biotechnological applications. The aim of this study was to perform a 

systematic review and meta-analysis of the association of phytol with antitumor mechanisms and to 

assess their toxicogenic effects in experimental studies in female Wistar rats using acute toxicity tests 

(300 and 2000 mg/kg, p.o.) and (30, 60 and 90 mg/kg, p.o.) for 14 and 28 days, respectively, as well as 

their in vitro antitumor activities in primary culture of Sarcoma 180, leukemic HL-60 and rat peripheral 

blood lymphocytes. The antitumor effect was also verified in vivo in a 7,12-dimethylbenzanthracene-

induced carcinogenesis model, through clinical, anatomical and histopathological pathology, 

immunohistochemical (Ki-67) analyzes and cytotoxic and cytogenetic mechanisms indicative of 

genotoxicity, mutagenicity, apoptosis and necrosis in neoplastic and non-neoplastic cells. The results 

showed an association between phytol and toxicity (OR: 1.47; 95% CI = 0.86-2.48), identified among in 

vivo studies; and cytotoxicity (OR: 1.81; 95% CI = 1.12-2.65, p <0.05) in in vitro and ex vivo studies. In in 

vitro studies, 24% indicated that phytol in high concentrations induces apoptosis by several mechanisms, 

while 40% of the ex vivo studies indicated their action in the generation of reactive oxygen species. In in 

vivo studies, 24% highlighted, among apoptosis mechanisms, the expression of Bcl2 protein or mutations 

in the pro-apoptotic Bax protein. In addition, 8% of the studies also indicated necrosis and hepatotoxicity. 

However, in 24% of the articles, the mechanisms of toxicity and cytotoxicity are still not well understood. 

In the toxicogenic study of phytol, the results demonstrated that acute administration in rats did not 

produce death with LD50 above 2000 mg/kg. However, some toxicological changes were observed in 

parameters of clinical and neuropharmacological pathology, although without histopathological liver 

lesions. On the other hand, phytol induced genotoxicity in all treatments in bone marrow, liver, kidney and 

peripheral blood, with absence of repair activity. Concomitantly, no mutagenicity was observed in bone 

marrow in acute treatment. In the primary culture studies of Sarcoma 180, HL-60 line and peripheral blood 

lymphocytes from rats, phytol (4.72, 7.08 and 14.16 μM) induced cytotoxicity by reducing cell viability and 

division indices including apoptosis and necrosis. Genotoxicity was scored by increased index and 

frequency of DNA damage in the models tested. Similarly, phytol induced aneugenic and/or clastogenic 

mechanisms in Sarcoma 180 and HL-60, by induction of micronuclei and other nuclear alterations, as well 

as mechanisms related to the induction of oxidative damage, as observed in peripheral blood 

lymphocytes. Phytol, in an animal model of breast cancer, did not present hippocratic and behavioral 

alterations, nor did it induce malignant histopathological changes in breast, nor expressive marking for Ki-

67, compared to the carcinogen. In addition, compared to cyclophosphamide, phytol induced fewer 

toxicogenic effects in non-tumor cells, but with significant induction of apoptosis and necrosis in neoplastic 

breast cells. In view of the cytogenetic mechanisms evidenced in non-clinical studies, it is possible to 

suggest that phytol has potential for antitumor pharmaceutical formulations. 

Keywords: phytol, breast cancer, comet assay, micronucleus test, apoptosis, necrosis.  
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O uso medicinal de produtos naturais – compostos derivados de fontes naturais, como plantas, 

animais ou micro-organismos – precede os registros da história humana, provavelmente, por milhares de 

anos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Os produtos naturais possuem uma enorme diversidade 

estrutural e química, a qual não podem ser acompanhadas por bibliotecas sintéticas, pelo contrário, 

participam do progresso científico continuamente inspirando novas descobertas em química, biologia e 

medicina (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; ZHANG et al., 2017). 

A participação dos produtos naturais, oriundos de plantas, organismos marinhos e micro-

organismos, durante a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos, produzem ativos eficazes contra 

uma pluralidade de doenças (KINGHORN; CHIN; SWANSON, 2009; SMANSKI et al., 2016). Várias 

revisões destacaram as contribuições de produtos naturais, especialmente oriundos de plantas 

terrestres, para a descoberta de medicamentos e, sem dúvidas,  o potencial desempenhado por estes 

na área oncológica (HARVEY, 2010; SHEN, 2015). 

As plantas sintetizam muitos metabólitos secundários e milhares destes foram posteriormente 

explorados pelos seres humanos por seus diversificados efeitos biológicos (KATIYAR et al., 2012). Vários 

terpenoides têm seus papéis na defesa das plantas contra estresses biótico e abiótico ou são utilizados 

como moléculas sinalizadoras, atraindo insetos polinizadores (SINGH; SHARMA, 2015). Figurando como 

uma das maiores classes de produtos naturais, os terpenoides consistem em cerca de 40.000 estruturas 

químicas (ROHDICH; BACHER; EISENREICH, 2005; WITHERS; KEASLING, 2007). Com base em suas 

estruturas, os terpenoides são compostos por várias subclasses, incluindo monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) 

(HUANG et al., 2012).  

Vários terpenoides demonstraram atividade farmacológica contra doenças humanas, como o 

câncer. Os taxanos, uma classe de diterpenos, extraído de Taxus brevifolia e alcaloides indólicos 

terpenoides, incluindo vincristina e vimblastina de Catharanthus roseus (CRAGG; NEWMAN, 2005; 

SRIVASTAVA et al., 2005; PADUCH et al., 2016), são exemplos formidáveis de produtos naturais 

amplamente utilizados na atual terapia oncológica. Os diterpenos, por sinal, representam um grande 

grupo de terpenoides com uma ampla gama de atividades biológicas, isolados de uma variedade de 

organismos (ISLAM et al., 2016). Um dos diterpenos acíclicos mais simples e importantes é o fitol (FIT), 

uma forma reduzida de geranilgeraniol, presente na estrutura da clorofila (ISLAM et al., 2015). 

Diversas atividades farmacológicas foram atribuídas ao FIT, por exemplo, efeitos 

neurofarmacológicos (antiepiléptico (COSTA et al., 2012), ansiolítico (COSTA et al., 2014), 

antidepressivo (COSTA et al., 2011) e antinociceptivo (SANTOS et al., 2013), antioxidante (COSTA et 

al., 2016), anti-inflamatório (SILVA et al., 2014), hipolipemiante (BRUCKERT; ROSENBAUM; 

LOWERING, 2011), imunomodulador (CHOWDHURY; GHOSH, 2012), antidiabético (ELMAZAR et al., 
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2013) e antimicrobiano (PEJIN et al., 2014). Em especial, o composto também demonstrou potencial 

para a terapia do câncer, considerando que as neoplasias malignas ainda necessitam de mais estudos 

sobre compostos antitumorais (GUO et al., 2014; ISLAM, et al., 2015). 

Cabe enfatizar que dados da Global Burden of Disease Cancer Collaboration (2017), destacaram 

que em 2015, cerca de 17,5 milhões de pessoas foram diagnosticadas com câncer em todo o mundo e 

no mesmo ano, aproximadamente 8,7 milhões de mortes foram registradas por conta da doença. Entre 

2005 e 2015, os casos de câncer aumentaram 33%, com o envelhecimento da população contribuindo 

com 16%, crescimento populacional 13% e mudanças nas taxas específicas de idade contribuindo com 

4%. O aumento alarmante da incidência de novos casos de câncer, acompanhado de seus problemas 

sociais e econômicos, representam uma crise real para a saúde pública e sistemas de saúde em todo o 

mundo (MA; YU, 2006). Em muitos países, o câncer é a segunda causa mais comum de morte, após 

doenças cerebrovasculares (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). 

Para homens, o câncer mais comum no mundo é o de próstata (1,6 milhão de casos em 2015), 

e para as mulheres, o mais comum é o câncer de mama (2,4 milhões de casos em 2015) (Global Burden 

of Disease Cancer Collaboration, 2017). Embora as terapias atuais tenham demonstrado resultados 

promissores contra muitos tipos de cânceres, ainda não existe uma cura eficaz para a maioria dos 

pacientes nos estágios avançados da doença, especialmente o câncer de mama (KO; MOON, 2015; 

GHONCHEH; POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016). A quimioterapia, irradiação e imunoterapia são as 

abordagens padrão ouro para o tratamento de câncer em todo o mundo (URRUTICOECHEA et al., 2010; 

BAUDINO, 2015). No entanto, o desenvolvimento de agentes eficazes para retardar, reduzir ou reverter 

a incidência desta lesão em mulheres de alto risco é necessário (JOHNSON; BROWN, 2010). 

Uma estratégia importante para o desenvolvimento de agentes antitumorais eficazes, pode ser 

estudada a partir de produtos derivados de fontes naturais (MONDAL et al., 2012; ALI et al., 2012). A 

quimioprevenção ou quimioterapia do câncer de mama com drogas derivadas de produtos naturais é 

vantajosa, considerando que muitos desses compostos têm poucos efeitos colaterais e baixa toxicidade 

em células não neoplásicas, comparado a compostos sintéticos (RABI; BISHAYEE, 2009; 

PRATHEESHKUMAR et al., 2012).  

Portanto, há uma necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos anticancerígenos 

ou quimiopreventivos com efeitos colaterais mínimos (DEMAIN; VAISHNAV, 2011). Devido a toxicidade 

da terapêutica atualmente utilizada para o tratamento de vários tipos de tumores, diversos produtos 

naturais estão sendo testados como alternativa terapêutica, alguns destes em estágios avançados de 

pesquisa clínica (PATIL et al., 2015; PATRIDGE et al., 2016).  

Análises detalhadas de vias, mecanismos envolvidos e estrutura dos compostos antitumorais, 

em diferentes modelos da doença, levaram ao enorme progresso da compreensão da biologia do câncer 
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(MAK; EVANIEW; GHERT, 2014; TALMADGE et al., 2017). O estabelecimento de linhagens celulares 

tumorais e a análise do efeito de muitos compostos antitumorais naturais e sintéticos, em estudos de 

carcinogênese química induzidas em animais, auxiliaram o desenvolvimento de novos medicamentos 

eficazes e continuam como excelentes ferramentas no contexto oncológico, para a descoberta de novos 

ativos (LOVITT; SHELPER; AVERY, 2014; KEMP, 2015). 

Os modelos de câncer de mama, induzidos quimicamente, são amplamente utilizados ao longo 

dos anos para mimetizar a carcinogênese da mama humana. Neste prospecto, todos os modelos em 

ratos e camundongos têm vantagens e limitações específicas (LIU et al., 2015). Os tumores mamários 

podem ser induzidos em camundongos após doses de agentes cancerígenos, como por exemplo, 7,12-

dimetilbenzantraceno (DMBA) ou nitrosometilureia (NMU). O DMBA é um hidrocarboneto aromático 

policíclico utilizado para induzir câncer de mama em modelos animais. Este potente carcinógeno, indutor 

de danos ao DNA é amplamente utilizado em pesquisas não clínicas, para investigação de compostos 

com propriedades antitumorais (BASKARAN et al., 2010; ARROYO-ACEVEDO et al., 2015; ABBA et al., 

2016). 

Assim como os modelos in vivo respondem por muitos avanços na terapia oncológica, as 

linhagens celulares, derivadas de câncer humano ou animal, são modelos fundamentais, utilizados em 

laboratórios para estudo da biologia do câncer e teste de eficácia terapêutica de novos agentes 

anticancerígenos (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013). Desde a primeira linhagem humana cultivada 

– HeLa em 1951 – centenas de linhagens celulares de câncer foram estabelecidas e cultivadas in vitro 

(LUCEY; NELSON-REES; HUTCHINS, 2009), como HL-60 (leucemia promielocítica aguda, derivada de 

Homo sapiens) (BIRNIE, 1988) ou in vivo, como xenoenxertos em camundongos (CHEN et al., 2015), 

bem como culturas primárias de tumores em animais, como o Sarcoma 180 derivado de Mus musculus 

(LIMA et al., 2014). 

Sem dúvidas, estes modelos propiciaram o desenvolvimento de melhores e inovadoras 

estratégias terapêuticas contra uma série de cânceres (LANGDON, 2012; RUGGERI; CAMP; 

MIKNYOCZKI, 2014). No entanto, a doença tem a capacidade de desenvolver resistência às terapias 

tradicionais e a crescente prevalência desses cânceres resistentes a fármacos exige mais pesquisas e 

desenvolvimento de novos tratamentos (BIEMAR; FOTI, 2013; HOLOHAN et al., 2013). Os avanços no 

desenvolvimento de medicamentos oncológicos requerem diferentes modelos animais, bem como 

esforços contínuos na avaliação de biomarcadores, com a finalidade de acessar os reais efeitos 

terapêuticos e tóxicogenéticos no organismo (STEELE; LUBET, 2010; VANDAMME, 2015).  

Assim, considerando a relevância dos produtos naturais e suas aplicabilidades biotecnológicas, 

este estudo objetivou avaliar o fitol quanto a seus efeitos antitumorais associados a danos 

toxicogenéticos em células neoplásicas e não neoplásicas, com aplicação de biomarcadores 
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comportamentais, bioquímicos, hematológicos, histopatológicos, imuno-histoquímico e citogenéticos, 

considerando que o composto representa uma fonte promissora para o arsenal contra o câncer.  

Esta tese está dividida em 4 capítulos (Figura 1). O primeiro versa sobre uma revisão sistemática 

e meta-análise das atividades antitumorais do fitol associadas a mecanismos tóxico e citotóxico em 

diferentes modelos de estudos; o segundo capítulo aborda os efeitos toxicogenéticos do fitol em ratos; o 

terceiro capítulo expõe os efeitos antitumorais do fitol em cultura primária de Sarcoma 180 e em linhagem 

leucêmica HL-60; por fim, o quarto capítulo reporta os efeitos antitumorais do fitol em células neoplásicas 

e não neoplásicas de camundongos fêmeas com câncer de mama.  
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Figura 1. Esquema representativo da subdivisão da tese. MN: micronúcleos. NC: necrose. AP: apoptose. 
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2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos antitumorais do fitol associados a danos toxicogenéticos em células tumorais 

e não tumorais, com aplicação de biomarcadores comportamentais, bioquímicos, hematológicos, 

histopatológicos, imuno-histoquímico e citogenéticos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Realizar uma revisão sistemática e meta-análise relativa às atividades antitumorais do fitol 

associadas a mecanismos tóxico e citotóxico em estudos in vivo, in vitro e ex vivo, bem como 

identificar os mecanismos de indução de apoptose e/ou necrose; 

• Avaliar os efeitos toxicogenéticos do fitol em ratos por meio da aplicação de testes 

comportamental, enzimático, hematológico e histopatológico; 

• Analisar os efeitos genotóxicos, capacidade de reparo e risco de mutagenicidade do fitol em 

ratos, com aplicação do ensaio cometa e teste de micronúcleo; 

• Analisar os efeitos antitumorais do fitol em cultura primária de Sarcoma 180 e em linhagem 

leucêmica, por mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade e apoptose, com 

aplicação do ensaio cometa; 

• Determinar os efeitos antitumorais do fitol em cultura primária de Sarcoma 180 e em linhagem 

leucêmica, por meio do teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese, para caraterização de 

mecanismos associados a alterações nucleares; 

• Monitorar parâmetros comportamentais, bioquímicos, histopatológicos e imuno-histoquímico, 

durante a indução do câncer de mama e tratamento com fitol em camundongos fêmeas;  

• Pontuar os efeitos antitumorais do fitol em células tumorais e não tumorais de camundongos 

fêmeas com câncer de mama, por meio da aplicação do ensaio cometa, com avaliação dos níveis 

de reparo e apoptose. 
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Ilustração de Lara Crow, adaptada do periódico Nature Reviews Cancer (2014). 

“Vislumbre da heterogeneidade tumoral” 
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3.1 Câncer: uma breve abordagem de seus aspectos genéticos, sociais e econômicos 

 

“O todo é mais do que a soma de suas partes” (Aristóteles, Metafísica, v.8, 1045a). 

 

A célebre citação do antigo filósofo grego, Aristóteles, pode não ser aplicável a todas as 

situações; mas, certamente, está se tornando verdadeira no campo da oncologia. Embora o câncer tenha 

sido estudado como um conjunto de doenças de caráter clonal por muitas décadas, alguns estudos 

anteriores revelaram que subpopulações celulares, de diferentes regiões em um mesmo tumor, variam 

na taxa de crescimento, imunogenicidade, resposta às drogas e capacidade metastática, demonstrando 

heterogeneidade fenotípica (ZHANG et al., 2016; MORII, 2017). A pluralidade destes eventos nos 

distancia da compreensão da dinâmica que opera entre as subpopulações heterogêneas e seu papel na 

progressão da doença e resposta terapêutica (SCHNEIDER et al., 2017). Compreender esses 

mecanismos subjacentes, certamente acarretará no desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

eficazes, reduzindo o impacto da doença no Brasil e no mundo (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). 

O câncer é visto como um complexo processo resultante do acúmulo de mutações na progênie 

de uma célula normal, levando ao crescimento seletivo das células mutadas e à proliferação 

descontrolada (BLACKADAR, 2016). Os primeiros modelos da doença propuseram a noção de um 

evento mutacional, mesmo antes da descoberta da estrutura do DNA por James Watson e Francis Crick 

(DAVID; ZIMMERMAN, 2010).  

Vários fatores contribuem para a carcinogênese, os quais incluem agentes biológicos, alterações 

epigenéticas, agentes químicos prejudiciais ao DNA, estresse da maquinaria de replicação e estresse 

oxidativo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os passos iniciais da carcinogênese, imputados à geração de 

mutações, suscitam os conceitos de mutagênicos e na falha da maquinaria de reparo do DNA, que por 

sua vez, induzem a progressão tumoral (BERTRAM, 2000). Nessa etapa, a regulação negativa de 

mecanismos de sinalização de danos (resposta aos danos ao DNA) e do aumento da instabilidade 

genética e epigenética são propulsores da proliferação irrestrita e da adaptabilidade associada aos 

tumores, de maneira geral, com carácter agressivo (JIN; ROBERTSON, 2013). Algumas informações 

sobre os processos de resposta aos danos ao DNA, relacionados ao câncer, estão apresentadas no 

Quadro 1. 
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Quadro 1. Processos de resposta aos danos ao DNA envolvidos na carcinogênese. 

Reparo de DNA 

Há uma pluralidade de vias de reparo do DNA; algumas, inclusive, fornecendo especificidade à lesão. 

O reparo de excisão de nucleotídeos remove lesões volumosas no DNA; os reparos por recombinação 

homóloga e não-homóloga corrigem quebras de fitas duplas (QFD) da cadeia; o “Mismatch repair” 

repara pares de bases incompatíveis; e o reparo por excisão de bases age reparando bases 

danificadas e links entre a fita simples. Mutações nestas vias aumentam a susceptibilidade ao câncer 

(GAVANDE et al., 2016; MAJIDINIA; YOUSEFI, 2017). 

Sinalização de resposta aos danos ao DNA 

Há duas vias de sinalização de resposta aos danos ao DNA: sinalização dependente de Ataxia 

Telangiectasia Mutada (ATM), ativada por QFD; e sinalização dependente de Ataxia Telangiectasia e 

RAD3 (ATR), ativada por regiões de cadeia simples do DNA. A sinalização de resposta aos danos ao 

DNA pode ativar a apoptose e a parada nos checkpoints, podendo, também, influenciar o reparo do 

DNA. Mutações em componentes da sinalização destas vias conferem susceptibilidade ao câncer 

(O'CONNOR, 2015; RUNDLE et al., 2017). 

Checkpoints do ciclo celular 

A integridade do DNA é constantemente monitorada contra os danos ao DNA, desencadeando, por 

exemplo, parada do ciclo celular nos checkpoints, prevenindo a progressão do ciclo celular. Essa 

parada pode ser permanente ou transitória. Os checkpoints impedem a progressão da fase G1 para S 

e da fase G2 para M. Além disso, um checkpoint intra-S regula a progressão da forquilha ou origem 

de replicação. Muitos tumores têm respostas de checkpoints inativados (TAMURA, 2015; VISCONTI 

et al., 2016). 

Apoptose 

A apoptose representa uma via de morte celular programada com diferentes caminhos bioquímicos e 

genéticos. Tais eventos desempenham papel crítico no desenvolvimento e homeostase nos tecidos 

normais, evitando, também, a proliferação de células lesionadas. A apoptose pode ser dependente ou 

independente de p53. O TP53 é mutado em 50% dos cânceres (WONG, 2011; MULLER; VOUSDEN, 

2013; SU et al., 2015). 

Fidelidade de replicação 

Múltiplos processos atuam para manter a precisão da forquilha de replicação, bem como a 

recuperação deste mecanismo, evitando colapso na estrutura do DNA. A recombinação homóloga tem 

um papel fundamental nesta maquinaria e os genes envolvidos neste evento são geralmente mutados 

em cânceres (PRESTON; ALBERTSON; HERR, 2010; LANGE; TAKATA; WOOD, 2011). 

Re-replicação do DNA 

Estes eventos podem causar aneuploidia e, posteriormente, instabilidade genômica, que está 

intimamente relacionada à carcinogênese. Vários mecanismos impedem a re-replicação do DNA. Por 

exemplo, o aumento da atividade da cinase dependente de ciclina é necessário para a ativação do 

disparo da origem de replicação, mas é inibida quando ocorre o licenciamento das origens de 

replicação do DNA (MUÑOZ et al., 2017; VASSILEV; DEPAMPHILIS, 2017). 

Comprimento dos telômeros 

O encurtamento dos telômeros leva à senescência celular e, portanto, as células cancerosas precisam 

manter o comprimento dos telômeros para sobreviver. A ativação da telomerase ou uma via alternativa 

a fim de manter o comprimento dos telômeros é comum em cânceres (UZIEL et al., 2015; JAFRI et 

al., 2016). 
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As pesquisas oncológicas, nas últimas décadas, caracterizaram os eventos celulares e 

moleculares indutores de transformação maligna, por meio de alterações em genes de importância 

(PEDRAZA-FARIÑA, 2006; GILBERTSON, 2011; SU et al., 2015). Estes eventos incluem a proliferação 

descontrolada; evasão da supressão tumoral; inibição da morte celular (apoptose); criação de um 

microambiente particular contendo vasos sanguíneos, estromas e células imunes (detalhes a seguir); e 

a aquisição de potencial invasivo e metastático (QUAIL; JOYCE, 2013; BAIG et al., 2016).  

As células tumorais residem em um microambiente complexo contendo várias células de suporte 

(Figura 1) (células epiteliais, fibroblastos – associados ou não ao tumor, pericitos, macrófagos e células 

endoteliais no local do tumor primário); matriz extracelular e um conjunto de moléculas de sinalização 

(incluindo fator de crescimento endotelial vascular [VEGF], quimiocinas CC, fator de necrose tumoral 

[TNF], fator estimulante de colônias de macrófagos [M-CSF], proteína quimiotática de monócitos 1 [MCP-

1], fator de crescimento transformante β [TGF-β], fator de crescimento derivado de plaquetas [PDGF], 

entre outros). Esses componentes, no microambiente contribuem para a interação tumor-estroma, 

progressão tumoral, como também fenótipos de invasão e metástase (KOONTONGKAEW, 2013; XU; 

FARACH-CARSON; JIA, 2014). 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo de um microambiente tumoral típico. 

 

Fonte: Adaptado de Koontongkaew (2013) e Xu, Farach-Carson e Jia (2014).   
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Além disso, uma característica fundamental de quase todas as células cancerosas é a 

instabilidade genômica, causada por mutações hereditárias em genes que monitoram a integridade do 

genoma ou mutações que são adquiridas em células somáticas, durante o desenvolvimento do tumor 

(VOGELSTEIN et al., 2013). As alterações genéticas podem ocorrer em vários níveis, por exemplo, em 

nucleotídeos simples, pequenas regiões do DNA (microssatélites), genes inteiros, componentes 

estruturais de cromossomos ou cromossomos completos (TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017). 

Algumas mutações em linhagem germinativa foram relacionadas a síndromes de câncer familiar. 

Por exemplo, indivíduos afetados por xeroderma pigmentoso desenvolvem múltiplos cânceres de pele 

pela ausência de reparo de mutações em nucleotídeos, induzidas por radiação ultravioleta (GARBER; 

OFFIT, 2005; MENCK; MUNFORD, 2014). Mutações somáticas em genes de mismatch repair, como o 

MLH1, MSH2 ou MSH6, podem ter sérias consequências se o alvo de microssatélites estiver localizado 

em um importante gene de controle de crescimento, como o BAX, que medeia a morte celular; ou o gene 

que codifica o receptor TGF-β tipo II, que controla a proliferação celular (NEGRINI; GORGOULIS; 

HALAZONETIS, 2010; STANISLAW; XUE; WILCOX, 2016). 

A nível cromossômico, a perda do controle de regiões teloméricas e alterações genéticas em 

genes que controlam a segregação cromossômica, como BUB1, MAD2, BUB1R e APC ou no gene que 

codifica a cinase associada ao centrossoma, STK6, são características marcantes em diferentes 

cânceres (YATES; CAMPBELL, 2012). Além disso, as mutações no TP53, os genes de susceptibilidade 

ao câncer de mama BRCA1 e BRCA2 e o gene ATM, da Ataxia Telangiectasia podem afetar a 

estabilidade genética em vários níveis (VENKATESAN; BIRKBAK; SWANTON, 2017). 

As consequências da instabilidade do genoma nos cânceres são vistas nas muitas aberrações 

que ativam ou inativam os vários genes que afetam o comportamento das células tumorais (GUO et al., 

2014a). E, embora muito complexo, o conhecimento sobre esses genes reguladores (oncogenes e genes 

supressores de tumores) foi enriquecido pelo desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de genes 

mutados em diferentes tipos de cânceres (LEE; MULLER, 2010; ZHU et al., 2015). 

Mesmo que esta informação seja crítica na compreensão das bases genéticas do 

desenvolvimento e progressão do câncer, a ordem de aquisição dessas mutações e as células em que 

se acumulam, a fim de desencadear a doença, ainda permanecem mal compreendidas (MORAES; 

NETO; MENCK, 2011). No complexo aspecto genético da carcinogênese, sem dúvidas, “há mais do que 

os olhos podem ver”, conforme sugere a revisão de Glover, Wilson e Arlt (2017).  

Embora "a compreensão da biologia" seja, frequentemente, dada como justificativa para estudos 

genéticos do câncer, a prevenção e tratamento também são objetivos importantes (HIATT; BREEN, 

2008). Tratamentos novos e eficazes certamente são necessários. Mas, há ganhos substanciais a serem 

adquiridos pela aplicação de informações genéticas atuais para um uso mais eficaz dos tratamentos já 
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disponíveis (ARRUEBO et al., 2011), considerando que o câncer impacta, profundamente, suas vítimas 

nos mais diversos aspectos (SURMAN; JANIK, 2017). 

Comparado a indivíduos sem histórico de câncer, adultos com câncer (ou com história familiar) 

relataram com mais frequência uma saúde debilitada (cerca de 30%), outras condições médicas crônicas 

(42%), uma ou mais limitações na capacidade de realizar atividades da vida diária (11%), outras 

deficiências funcionais (58%); e, em indivíduos menores de 65 anos, incapacidade de trabalhar por causa 

da condição de saúde (17%), de acordo com o estudo realizado por Hewitt, Rowland e Yancik (2003). 

Esses números podem refletir, em parte, a idade mais avançada de indivíduos com diagnóstico de 

câncer; cerca de 60% das pessoas com história de câncer têm mais de 65 anos (IOM; NRC, 2006). 

No entanto, um terço daqueles indivíduos com história familiar de câncer, que relataram 

limitações em atividades da vida diária ou outras áreas funcionais, identificam o câncer como a causa de 

sua limitação. E os sobreviventes de câncer, em todas as faixas etárias, relataram taxas mais elevadas 

de doenças crônicas em comparação com os indivíduos sem história familiar da doença (HEWITT; 

ROWLAND; YANCIK, 2003).  

Os dados do National Health Interview Survey (NHIS, USA) em 1998, 1999 e 2000, indicam que 

uma história médica de câncer duplica, pelo menos, a probabilidade de um indivíduo ter uma saúde 

debilitada. Indivíduos com história de câncer também têm taxas significativamente maiores de outras 

doenças crônicas, como doenças cardiovasculares. E quando o câncer e outra doença crônica coexistem 

no mesmo indivíduo, refletem em saúde debilitada e incapacidade cerca de 5 a 10 vezes maiores do que 

o esperado. 

Os sobreviventes de câncer pediátrico têm taxas elevadas de doenças crônicas, comparados 

aos adultos jovens (DILLER et al., 2009). A deficiência cognitiva também é relatada em algumas crianças 

e adultos tratados da doença. Estudos com pacientes pediátricos tratadas da leucemia linfoblástica 

aguda e tumores cerebrais, os dois tipos de câncer pediátrico mais comuns, por exemplo, relataram ser 

comum o comprometimento das habilidades cognitivas. Por exemplo, atenção e concentração, memória, 

velocidade de processamento da informação, capacidade de sequenciamento e integração visomotora 

(IOM; NRC, 2003; BUTLER; MULHERN, 2005). Estes efeitos tardios do câncer e do tratamento podem 

contribuir para problemas de leitura, desenvolvimento de linguagem e habilidade para realizar tarefas 

(IOM; NRC, 2003). 

A fadiga é outro sintoma comumente relatado em pacientes oncológicos, sendo identificada 

como a principal responsável na interferência das atividades diárias dos pacientes (BERGER et al., 

2015). No entanto, as estimativas de taxas de fadiga entre os indivíduos com câncer variam muito. Por 

exemplo, de 4% em pacientes com câncer de mama, antes do início da quimioterapia, para 91% em 

pacientes com câncer de mama após cirurgia e quimioterapia. As taxas de prevalência são difíceis de 
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interpretar, pois não há consenso sobre uma definição padrão de fadiga. Além disso, os estudos utilizam 

critérios diferentes para definir sua presença e gravidade (CARR et al., 2002; BARSEVICK et al., 2013). 

Também, estima-se que um terço dos pacientes submetidos a tratamento oncológico ativo 

experimentaram dor resultante da doença, do tratamento ou doenças que ocorrem de forma conjunta. 

Esta dor, geralmente, não é totalmente eliminada, apesar da administração de analgésicos e outras 

terapias; e, que pode continuar a ser um problema, mesmo quando já não há nenhum sinal de câncer 

(CARR et al., 2002). 

O estresse emocional da vida com um diagnóstico de câncer e seu tratamento, o medo da 

recorrência e as dificuldades impostas pela situação, com os problemas físicos do dia a dia, podem criar 

problemas psicológicos novos ou amplificar os já existentes (SURMAN; JANIK, 2017). Os problemas 

físicos e psicológicos descritos acima podem ser exacerbados ou produzirem novos problemas sociais e 

econômicos significativos (NAUGHTON; WEAVER, 2014). O estresse financeiro, resultante da baixa 

renda, o custo dos cuidados de saúde ou a falta de plano de saúde podem resultar em estresse 

substancial (TU, 2004; YABROFF et al., 2011). As necessidades financeiras podem surgir dos elevados 

custos de algumas modalidades terapêuticas e outras necessidades de saúde, como suprimentos 

médicos que não são cobertos pelo plano de saúde e/ou estão além do nível de renda do indivíduo 

(KENT et al., 2013). Este estresse financeiro é agravado quando um paciente perde o emprego, ou não 

está trabalhando durante os períodos de tratamento. Outro problema a se pontuar é o elevado custo de 

certos medicamentos oncológicos (SIDDIQUI; RAJKUMAR, 2012). 

O alto custo de determinadas drogas antitumorais estão relacionados a vários fatores. Primeiro, 

é muito caro gerenciar a descoberta e realização de todos os estudos regulatórios, incluindo testes 

clínicos de fase 1, 2 e 3, para, então, obter aprovação. Segundo, a maioria dos cânceres são incuráveis, 

os pacientes são tratados com determinados agentes aprovados (sequencialmente ou em combinação), 

criando um monopólio virtual, porque o uso de um medicamento não significa, automaticamente, que os 

outros não serão mais necessários. Terceiro, mesmo que o monopólio seja interrompido, com a chegada 

de versões "novas e melhoradas" de uma droga aprovada, o medicamento mais antigo, e agora visto 

como genérico, tende a ser relacionado a um tratamento de qualidade inferior, perpetuando a situação 

(MCKEE et al., 2010; PRASAD; DE JESÚS; MAILANKODY, 2017). 

O quarto fator reside na própria natureza do câncer e a gravidade do diagnóstico, que 

desempenha um papel importante na medida em que os pacientes e os médicos geralmente estão 

dispostos a pagar o alto preço dos tratamentos inovadores, mesmo para melhorias marginais no 

resultado. Finalmente, há incentivo para administrar mais quimioterapia e existem barreiras legais que 

impedem que agências, como a Food and Drug Administration (FDA), levem em consideração aspectos 

econômicos ao aprovarem novas drogas (SIDDIQUI; RAJKUMAR, 2012).  
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O aumento de 20% na incidência global de câncer, de 2000 a 2020, previsto em estudos está 

impulsionando a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de medicamentos mais eficazes e certamente mais 

caros (EATON, 2003; WEIR et al., 2015). Nos últimos 15 anos, o tratamento de muitos tipos de cânceres 

foi revolucionado com o desenvolvimento e aprovação de mais de oitenta novos medicamentos. Esta 

revolução tecnológica e regulamentar ocorreu, concomitantemente, ao aumento substancial no preço 

dos novos tratamentos, que ultrapassou 300% durante esse período (SAVAGE, 2017). A situação ainda 

é mais grave se considerarmos a quantidade de drogas promissoras que falham em estágios finais da 

P&D (aproximadamente 90%) (ADAMS, 2012). 

As razões para este elevado percentual de falha incluem a falta de compreensão sobre o 

mecanismo de ação da droga, a complexidade da fisiologia do paciente, a caracterização inadequada 

dos tumores dos pacientes, a falha na utilização de biomarcadores para elucidar o estágio clínico 

precocemente, esquema inapropriado de dose dos medicamentos, limitações da metodologia de ensaios 

não clínicos, pré-clínicos e clínicos e desafios regulatórios (MARTELL et al., 2013; SERUGA et al., 2015). 

O custo médio do desenvolvimento de uma nova droga oncológica, do laboratório para os 

pacientes, foi estimado em cerca de US$ 1,3 bilhão de dólares, em 2007 (DIMASI; GRABOWSKI, 2007). 

Portanto, o custo da P&D em oncologia é insustentável, sendo essencial que o desenvolvimento de 

medicamentos oncológicos se torne mais rentável e produtivo, a fim de recuperar tamanho investimento 

(PRASAD; DE JESÚS; MAILANKODY, 2017). É vital que as estratégias para melhorar a produtividade 

do desenvolvimento de medicamentos oncológicos sejam identificadas e implementadas. Isso assegura 

que os tratamentos mais eficazes, contra a multiplicidade de faces assumidas pelo câncer estejam 

disponíveis no futuro (ADAMS, 2012). 

Existem mais de 100 diferentes tipos de câncer, e cada um é classificado pelo tipo de célula 

inicialmente afetada (SUDHAKAR, 2009). As seções a seguir apresentam brevemente três tipos de 

câncer, o de mama, leucemia e sarcoma, os quais foram instrumentos de pesquisa no presente estudo. 

 

3.1.1 Câncer de mama 

 

É o tipo de câncer mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil, depois do de pele não 

melanoma. O câncer de mama (CM), também acomete homens, porém é raro, representando apenas 

1% do total de casos da doença. A estimativa de casos novos para o Brasil, no ano de 2016, foi de 57.960 

(INCA, 2015). Com quase 1,7 milhões de novos casos diagnosticados em 2012, representa cerca de 

12% de todos os novos casos de câncer e 25% de todos os cânceres em mulheres (FERLAY et al., 

2015). É a quinta causa mais comum de morte por câncer em mulheres (GHONCHEH; POURNAMDAR; 

SALEHINIYA, 2016).  
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Estatísticas indicam aumento da sua incidência tanto nos países desenvolvidos quanto nos 

países em desenvolvimento. Cabe ressaltar, no entanto, que os países em desenvolvimento enfrentam 

restrições de recursos e infraestrutura que desafiam o objetivo de reduzir o número de vítimas desta 

doença, por meio de detecção precoce, diagnóstico e tratamento (ANDERSON et al., 2006; YIP et al., 

2015). 

Diferentes fatores de risco estão associados ao desenvolvimento do CM em mulheres. A idade, 

sem dúvidas, aumenta o risco de desenvolver a doença (MCGUIRE et al., 2015). Por exemplo, a 

probabilidade de uma mulher, nos Estados Unidos, desenvolver CM é de 1 em 202, do nascimento até 

a idade de 39 anos; 1 em 26, dos 40-59 anos; e 1 em 28, dos 60-69 anos (ANDERS et al., 2009). A 

história pessoal de CM também é um fator de risco significativo para o desenvolvimento de um segundo 

CM ipsilateral ou contralateral (DEMICHELI et al., 2013). Os fatores associados a um risco aumentado 

de um segundo CM incluem um diagnóstico inicial de carcinoma ductal in situ, estágio IIB, câncer receptor 

hormonal negativo e idade jovem (HOWELL et al., 2014). 

As doenças proliferativas da mama estão também associadas a um risco aumentado de CM 

(KAMIŃSKA et al., 2015). Lesões de mama proliferativas sem atipia, incluindo hiperplasia ductal usual, 

papilomas intraductais, adenose esclerosante e fibroadenomas conferem apenas um pequeno risco 

aumentado de desenvolvimento de CM, aproximadamente duas vezes maior que a população em geral 

(WORSHAM et al., 2009). A hiperplasia atípica, incluindo ductal e lobular, geralmente encontrada 

incidentalmente na mamografia de triagem, confere um risco, significativamente, aumentado de CM. As 

mulheres com atipia têm um risco, aproximadamente, 4,3 vezes maior de desenvolver câncer em 

comparação com a população em geral (WORSHAM et al., 2009; CASTELLS et al., 2015). 

Além disso, o risco de CM aumenta se houver história familiar da doença (HEISEY; CARROLL, 

2016). O maior risco está associado ao aumento do número de parentes de primeiro grau diagnosticados 

com CM em uma idade jovem (menores de 50 anos). Comparado a mulheres sem história familiar, 

pacientes que possuíam um, dois ou três parentes de primeiro grau afetadas apresentam razão de risco 

(odds ratio) aumentado para CM (BREWER et al., 2017).  

Aproximadamente 20 a 25% dos pacientes com CM têm uma história familiar positiva. Mas, 

apenas 5 a 10% dos casos demonstram uma herança autossômica dominante. Os alelos de 

predisposição genética foram descritos em termos de significância clínica (MELVIN et al., 2016). Os 

alelos de predisposição de alto risco, que conferem risco de 40 a 85% de CM, incluem mutações nos 

genes BRCA1 e BRCA2, TP53, resultando em síndrome de Li-Fraumeni, PTEN resultando em síndrome 

de Cowden, STK11 causando a síndrome de Peutz-Jegher, NF1, neurofibromatose Tipo 1 e CDH-1, para 

E-Caderina (EASTON et al., 2015). 
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Metade das síndromes de predisposição ao CM estão associadas a mutações em BRCA1 e 

BRCA2. As mulheres com mutações deletérias nestes genes, têm um risco, significativamente, maior de 

desenvolver CM (MEHRGOU; AKOUCHEKIAN, 2016). O risco ao longo da vida varia de 65 a 81%, para 

portadores de mutação em BRCA1; e 45 a 85%, para portadores de BRCA2 (KAMIŃSKA et al., 2015). 

Os genes de risco moderado, incluindo mutações homozigóticas de ATM, mutações somáticas nos genes 

supressores de tumores CHEK2, BRCA1 e BRCA2 e os genes modificadores BRIP1 e PALB2 conferem 

um risco de 20 a 40% (DE JONG et al., 2002). 

Não obstante, os ciclos de níveis endógenos de estrogênio ao longo da vida de uma mulher têm 

implicações para o desenvolvimento ou proteção contra o CM, bem como fatores reprodutivos, como 

menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gravidez, amamentação e idade na menopausa. Além 

disso, fatores de risco relacionados ao estilo de vida, incluindo o uso excessivo de álcool, obesidade e 

inatividade física, respondem a 21% de todas as mortes por CM em todo o mundo (MCDONALD; GOYAL; 

TERRY, 2014; DIETERICH et al., 2014). 

Após diagnosticado, há várias formas de intervenção para o CM, que dependem do tipo e do 

estágio da lesão. Os tratamentos locais, também chamados de terapias locais, tratam o tumor sem afetar 

o resto do corpo (HOWARD; BLAND, 2012). Os tipos de terapia local utilizados para o CM incluem 

cirurgia e radioterapia. Essas intervenções são norteadas pelo resultado histopatológico, que conduzem 

a uma terapêutica adequada. Além destas, há também os tratamentos sistêmicos, realizados por meio 

de drogas, que podem ser administradas por via oral ou diretamente na corrente sanguínea. Estas 

terapias são chamadas de sistêmicas, uma vez que podem atingir células cancerosas em qualquer região 

do corpo (SHARMA et al., 2010). Dependendo do tipo de CM, diferentes drogas podem ser usadas, 

incluindo quimioterapia, hormonioterapia e terapia alvo molecular (RUBOVSZKY; HORVÁTH, 2017). 

No entanto, a resistência terapêutica, a recorrência e a falta de tratamento nas metástases são 

os principais desafios que precisam ser abordados. Evidências têm sugerido a presença de células-

tronco em populações heterogêneas de tumores mamários. Estas são capazes de auto-renovação e 

diferenciação, sendo consideradas responsáveis pela resistência às drogas e recorrência (ZARDAVAS 

et al., 2015; BECA; POLYAK, 2016). Portanto, compostos que possam atingir células bem diferenciadas, 

bem como células-tronco cancerosas, podem fornecer uma melhor estratégia de tratamento ao CM 

(SIDDIQUI et al., 2015). 
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3.1.2 Leucemia 

 

A leucemia é o câncer dos tecidos formadores de sangue, incluindo a medula óssea. Caracteriza-

se pela rápida produção de glóbulos brancos anormais, os quais prejudicam a capacidade da medula 

óssea em produzir glóbulos vermelhos e plaquetas (DAVIS; VIERA; MEAD, 2014). Para o Brasil, no ano 

de 2016, estimou-se 5.540 casos novos de leucemia em homens; e, 4.530, em mulheres. Esses valores 

correspondem a um risco estimado de 5,63 casos novos a cada 100 mil homens; e 4,38 para cada 100 

mil mulheres (INCA, 2015). No mundo, corresponde a 2,5% de todos os cânceres, excluindo o de pele 

não melanoma (FERLAY et al., 2015; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).  

As anormalidades cromossômicas não aleatórias, por exemplo, deleções e translocações são 

identificadas em, aproximadamente, 52% de todos os pacientes primários de leucemia mieloide aguda 

(LMA) e foram reconhecidos como eventos genéticos que causam e promovem esta doença (BYRD et 

al., 2002). Certas anormalidades citogenéticas, incluindo as t(8;21)(q22;q22), t(15;17) (q22;q12) e 

inv(16)(p13.1;q22) estão associadas à remissão e sobrevida mais longas. Enquanto alterações dos 

cromossomos 5, 7, cariótipo complexo, descrito como acima de 3 anormalidades cromossômicas, e 

11q23 estão associados a um prognóstico ruim (DÖHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD, 2015). 

A doença pode ser aguda ou crônica. A leucemia crônica progride mais lentamente do que a 

leucemia aguda, o que requer tratamento imediato. Além disso, também pode ser classificada como 

linfocítica ou mielogênica (GREAVES, 1997). A leucemia linfocítica se refere ao crescimento celular 

anormal nas células da medula que se tornam linfócitos. Na mieloide, o crescimento celular anormal 

ocorre nas células da medula que amadurecem nos glóbulos vermelhos, glóbulos brancos e plaquetas 

(VOGEL; FISHER, 1993). Há, pelo menos, quatro grandes classificações de leucemia: linfocítica aguda 

(LLA), mieloide aguda (LMA), linfocítica crônica (LLC) e mieloide crônica (LMC) (SZCZEPAŃSKI et al., 

2003; DAVIS; VIERA; MEAD, 2014).  

A LLA afeta crianças e adultos, com prevalência máxima entre as idades de 2 e 5 anos. Em 

adultos, 75% dos casos de LLA se desenvolvem a partir de precursores da linhagem de células B, sendo 

o restante dos casos constituído por precursores malignos de células T (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 

2017). Tradicionalmente, a estratificação de risco se baseou em fatores clínicos como idade, contagem 

de glóbulos brancos e resposta à quimioterapia. No entanto, a identificação de alterações genéticas 

recorrentes ajudou a refinar o prognóstico individual e orientar o manejo de pacientes (PUI; ROBISON; 

LOOK, 2008). 

Apesar dos avanços na gestão destes pacientes, o cerne da terapêutica continua a ser uma 

quimioterapia multiagente com vincristina, corticosteroides e uma antraciclina, com transplante de 

células-tronco alogênicas. Os pacientes idosos, geralmente, não conseguem tolerar tais regimes e 
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apresentam um prognóstico, particularmente, ruim (PUI; EVANS, 2006; INABA; GREAVES; 

MULLIGHAN, 2013). A LLC é a leucemia mais comum nos países ocidentais. A doença geralmente 

ocorre em pacientes idosos e possui um curso clínico altamente variável (HALLEK, 2015). A 

transformação leucêmica é iniciada por alterações genômicas específicas que prejudicam a apoptose 

das células B clonais. O diagnóstico é estabelecido por contagem de sangue, esfregaços de sangue e 

imunofenotipagem de linfócitos B circulantes, que identificam uma população clonal de células B com 

antígenos CD5 e marcadores de células B (SEIFERT et al., 2012). 

Para pacientes fisicamente aptos, uma das modalidades de quimioimunoterapia combina o uso 

de fludarabina, ciclofosfamida e rituximab (HALLEK, 2017). Por outro lado, para os pacientes debilitados, 

a evidência atualmente disponível sustenta algumas opções terapêuticas de primeira linha, como 

clorambucil combinado com um anticorpo anti-CD20 (obinutuzumab ou rituximab ou ofatumumab) ou 

uma terapia contínua com ibrutinib (BARRIENTOS, 2016). Na recaída, o tratamento inicial pode ser 

repetido, se o intervalo livre de tratamento exceder 3 anos. Se houver nova recaída, a terapia passa a 

empregar agentes alternativos, como bendamustina (mais rituximab), alemtuzumab, lenalidomida, 

ofatumumab, ibrutinib, idelalisib ou venetoclax. Os pacientes com mutação em TP53 ou del(17p), podem 

ser tratados com ibrutinib, venetoclax ou uma combinação de idelalisib e rituximab (CRAMER et al., 2016; 

HALLEK, 2017). 

A LMA, embora fosse incurável há 50 anos, agora é curada em 35 a 40% dos pacientes adultos 

com 60 anos de idade ou menos; e em 5 a 15% dos pacientes com idade superior a 60 anos (DÖHNER 

et al., 2010). No entanto, o desfecho em pacientes com idade avançada, que não conseguem receber 

quimioterapia resulta numa sobrevida mediana de apenas 5 a 10 meses (SAULTZ; GARZON, 2016). 

Cerca de 40 a 50% de todos os casos de LMA são citogeneticamente normais, utilizando análises de 

bandas convencionais (GAIDZIK; DÖHNER, 2008). Embora este grupo tenha um risco intermediário de 

recaída, uma heterogeneidade substancial é encontrada nesta população em termos de resultado clínico. 

Assim, a triagem molecular da doença é crítica para a categorização do prognóstico e estratégia de 

tratamento (DÖHNER et al., 2010; DÖHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD, 2015), o qual se baseia na 

combinação de regimes à base de citarabina e antraciclina, com transplante de células-tronco alogênicas 

para candidatos elegíveis. 

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa com incidência de 1-2 casos por 100.000 adultos. Isso 

representa cerca de 15% dos recém-diagnosticados casos de leucemia em adultos (JABBOUR; 

KANTARJIAN, 2016). A doença é caracterizada por uma translocação genética, t(9;22)(q34;q11.2), em 

que a região de cluster ponto de interrupção (BCR) do cromossomo 22 (22q11.2) é fundida com uma 

parte do gene Abelson (ABL1), no cromossomo 9 (9q34). Esse rearranjo é conhecido como cromossomo 

Filadélfia (GRANATOWICZ et al., 2015). A consequência molecular dessa translocação é a geração de 
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um oncogene de fusão BCR-ABL1, que, por sua vez, traduz-se em uma oncoproteína BCR-ABL, utilizada 

como alvo para terapias (PINILLA-IBARZ et al., 2015). A terapêutica envolve três inibidores de tirosina 

quinase (BCR-ABL1), imatinib, nilotinib e dasatinib, os quais foram aprovados pela FDA como tratamento 

de primeira linha para pacientes com LMC recém-diagnosticadas em fase crônica (JABBOUR; CORTES; 

KANTARJIAN, 2011; JABBOUR; KANTARJIAN, 2016). 

 

3.1.3 Sarcomas 

 

Os sarcomas são tumores malignos relativamente raros, que são derivados de tecidos 

mesenquimatosos – tecidos não epiteliais derivados da camada mesodérmica embrionária e 

compreendem menos de 10% de todos os tipos de câncer (RIGGI et al., 2007; CHEN et al., 2010). As 

estimativas da American Cancer Society para sarcoma de partes moles, nos Estados Unidos, para 2016, 

foram de 12.310 novos casos (6.980 em homens e 5.330 em mulheres) (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2017). Nos registros de câncer de base populacional brasileiros, a mediana das taxas de incidência foi 

de 6,67 por milhão, para a faixa de 0 a 14 anos; e de 7,54 por milhão para a faixa de 0 a 19 anos. Os 

sarcomas respondem a uma porcentagem mais elevada de morbidade e mortalidade geral em crianças 

e adultos jovens do que em adultos (INCA, 2017).  

As alterações moleculares identificadas, associadas a subtipos histológicos específicos de 

sarcomas, indicaram que as classificações anteriores, baseadas no local do tumor (osso ou tecido mole), 

são menos importantes do que as características moleculares e/ou patológicas (JEMAL et al., 2003). 

Estas informações são especialmente importantes, uma vez que as terapias direcionadas provaram ter 

particular eficácia em pacientes com sarcomas específicos (WARDELMANN et al., 2010).  

Por exemplo, o fibrossarcoma e nefroma mesoblástico congênito foram considerados tumores 

não relacionados, até uma análise citogenética revelar a origem genética idêntica desses tumores, 

indicando que são, simplesmente, o mesmo tumor, mas que se desenvolvem em locais diferentes. Esses 

dados revolucionaram as abordagens para o tratamento desses cânceres, já que, ao contrário da maioria 

dos tumores epiteliais, que são definidos pelo órgão de origem, os sarcomas podem ser definidos por 

sua patologia molecular (MARINO-ENRIQUEZ, 2015; MARIÑO-ENRÍQUEZ; BOVÉE, 2016). 

A maioria dos sarcomas é esporádico, com etiologia desconhecida, embora também haja 

algumas síndromes de predisposição genética e exposições ambientais bem descritas, que estão 

associadas a sarcomas específicos (FROEHNER; WIRTH, 2001). Muitos, se não todos, os sarcomas 

têm alterações na via do retinoblastoma (RB) e não é surpreendente que os pacientes com 

retinoblastoma hereditário, que mantiveram mutações do alelo RB, estejam em maior risco de 

desenvolver sarcomas durante a vida (CHAUVEINC et al., 2001). 
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Esses pacientes, em particular, apresentam um risco aumentado de desenvolver sarcomas 

osteogênicos. Por exemplo, a exposição de pacientes com alterações do RB à radiação, aumenta o risco 

de desenvolver sarcomas, levando a mudanças na intervenção desses pacientes (KLEINERMAN et al., 

2005). Famílias com síndrome de Li-Fraumeni, causada por mutações em TP53, apresentam maior risco 

de desenvolver rabdomiossarcoma (TRAHAIR; ANDREWS; COHN, 2007; MAGNUSSON et al., 2012). 

Na verdade, pacientes com síndrome de Li-Fraumeni têm uma incidência aumentada para uma variedade 

de sarcomas (MALKIN et al., 1990; GONZALEZ et al., 2009). Além disso, quase metade dos subtipos de 

sarcoma ocorrem em pacientes com neurofibromatose tipo I, que é causada por uma deleção do gene 

NF1 (KING et al., 2000). 

Embora uma série de fatores ambientais tenha sido sugerida na sarcomagênese, apenas dois 

desses fatores foram provados inequivocamente. A exposição ao cloreto de vinila, utilizada, 

extensivamente, na indústria de plásticos, tem sido claramente associada ao desenvolvimento de 

angiossarcoma hepático (ELLIOTT; KLEINSCHMIDT, 1997; COLLINS et al., 2014). O outro fator 

ambiental associado ao aumento do risco de sarcoma é a radiação ionizante. Os sarcomas pós-radiação, 

ocorrem pelo menos 3 anos após a finalização da terapia primária. A incidência desses sarcomas está 

relacionada à dose, pois a maioria ocorre em pacientes que foram expostos a um excesso de 5.000 cGy 

(RUBINO et al., 2005). 

Do ponto de vista genético, os sarcomas se subdividem em dois grupos, que são distinguíveis 

em nível citogenético. O primeiro é caracterizado por cariótipos de maioria diploides simples, com poucos 

rearranjos cromossômicos; enquanto o segundo possui cariótipos complexos, que são característicos de 

um severo distúrbio da estabilidade genômica (HELMAN; MELTZER, 2003). Embora a diversidade 

genética entre os sarcomas, patologicamente semelhantes, confunda essas distinções, a comparação 

desses dois grupos fornece um quadro conceitual útil para considerar os mecanismos genéticos 

subjacentes à sarcomagênese (JAIN et al., 2010; TAYLOR et al., 2011). 

A cirurgia tem sido a principal abordagem para tratar a maioria dos sarcomas. No entanto, para 

aqueles pacientes com tumores não ressecáveis ou residuais após a cirurgia, a radioterapia também é 

empregada (STEEN; STEPHENSON, 2008). Os pacientes com doença metastática são tratados com 

quimioterapia sistêmica, geralmente consistindo em doxorrubicina e ifosfamida (KASPER et al., 2007). 

Para certos sarcomas quimiossensíveis – particularmente sarcomas pediátricos – o tratamento evoluiu 

para incluir quimioterapia seguida de cirurgia e/ou radioterapia (KAUSHAL; CITRIN, 2008). Esta 

abordagem provou ser efetiva no tratamento de pacientes que possuem tumores localizados, já que 

porcentagens crescentes de sobreviventes a longo prazo foram observadas (CHA et al., 2004). No 

entanto, para muitos tumores com níveis marginais de resposta à quimioterapia e para a doença 

metastática, novas abordagens são necessárias (SHENG; MOVVA, 2016). 
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Recentemente, duas novas drogas derivadas de produtos naturais, foram aprovadas para 

tratamento de sarcomas. Eribulina foi aprovada com base na melhoria da sobrevivência global para 

pacientes com sarcomas adipocíticos; enquanto que a trabectedina, agora é aprovada, nos Estados 

Unidos, para pacientes com leiomiossarcomas e lipossarcomas (RATAN; PATEL, 2016). 

 

3.1.4 Modelos de estudo em oncologia: abordagens in vivo e in vitro 

 

Apesar das taxas de sobrevivência dos pacientes com câncer terem melhorado nas últimas 

décadas, na clínica, muitos obstáculos continuam a se levantar (SERUGA et al., 2014). Um dos principais 

problemas é o desenvolvimento da resistência a medicamentos. A monoterapia com agentes 

antitumorais direcionados ou mesmo os quimioterapêuticos convencionais, invariavelmente, resulta em 

resistência causada por mutações de novo ou crescimento de clones pré-existentes resistentes à terapia 

em tumores heterogêneos (HOUSMAN et al., 2014; ALFAROUK et al., 2015). 

Além disso, após tratamentos, aparentemente bem-sucedidos, células tumorais tolerantes às 

drogas, podem sobreviver, permanecendo dormentes por longos períodos de tempo e, eventualmente, 

resultar numa doença recorrente, que pode ser fenotipicamente diferente do tumor original (KOTTKE et 

al., 2013; BLATTER; ROTTENBERG, 2015). Outro grande desafio é a doença metastática, que 

representa mais de 90% das mortes relacionadas ao câncer (WEIGELT; PETERSE; VAN'T VEER et al., 

2005). Esses tumores secundários geralmente não respondem à terapia e quase sempre são incuráveis 

(VALASTYAN; WEINBERG, 2011). 

O tratamento bem-sucedido do câncer requer uma abordagem multidisciplinar, em que diferentes 

estratégias, como cirurgia, radiação, terapia citotóxica e imunoterapia são cuidadosamente combinadas 

(SILBERMANN et al., 2011). Para projetar tais combinações, é fundamental aprimorar os conhecimentos 

sobre os mecanismos celulares intrínsecos e extrínsecos subjacentes ao desenvolvimento do tumor, 

metástase e capacidade de resposta terapêutica (WU; HANNUN, 2016). Na busca do tratamento mais 

eficaz, para diferentes tipos de cânceres, a ciência deposita esperança na pesquisa não clínica, em 

modelos animais e abordagens in vitro (CHEON; ORSULIC, 2011). 

Estudos com roedores, baseados em modelos xenográficos ou células de aloenxertos de 

tumores são os modelos in vivo mais utilizados na pesquisa oncológica (JUNG, 2014). Estes modelos de 

transplante permitem testes rápidos de potenciais genes relacionados ao câncer e metástases, sendo, 

frequentemente, utilizados para testes de drogas em fase não clínica (LANGDON, 2012). Por exemplo, 

estudos com xenotransplante elucidaram os mecanismos de resistência intrínseca do câncer colorretal 

(CCR) ao vemurafenib. Os resultados deste estudo levaram ao início de um ensaio clínico em que os 
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pacientes com CCR foram tratados com vemurafenib e inibidor de EGFR (PRAHALLAD et al., 2012), 

ilustrando a utilidade dos modelos animais no estabelecimento de novas estratégias de tratamento. 

Esses modelos também revelaram que células de câncer de mama disseminadas residem 

adjacentes aos vasos sanguíneos, o que poderia fornecer um nicho para regulação da dormência destas 

células (GHAJAR et al., 2013). Além disso, informações fundamentais sobre a imunidade antitumoral, 

mecanismos de tolerância das células T e rotas tumorais de fuga do sistema imune provêm de estudos 

in vivo com modelos roedores (LEACH et al., 1996). Essas descobertas sedimentaram as bases para a 

atual revolução da imunoterapia contra câncer. 

Outro nicho de pesquisa são os xenoenxertos de tumores de pacientes (XTP), derivados de 

biópsias de tumores humanos, os quais são transplantados em camundongos imunodeficientes 

(CEKANOVA; RATHORE, 2014; LAI et al., 2017). Ao contrário dos modelos de transplante de linhagens 

celulares, os tumores XTP mantêm a heterogeneidade molecular, genética e histológica observada em 

pacientes com câncer, mesmo após uma série de passagens em camundongos (HIDALGO et al., 2014). 

Portanto, os modelos XTP podem ser ferramentas valiosas para a medicina personalizada, como 

demonstrado em várias abordagens não clínicas de medicamentos em modelos de XTP para câncer de 

pulmão de não-pequenas células (MERK et al., 2011), câncer de mama (MARANGONI et al., 2007), 

melanoma (KEMPER et al., 2015; GIROTTI et al., 2016), câncer de próstata (QU et al, 2014) e câncer 

colorretal (BERTOTTI et al., 2015). 

Além disso, os estudos de carcinogênese química, em animais, contribuíram diretamente para a 

redução da incidência de câncer na população humana, principalmente por sua capacidade de identificar 

carcinógenos ocupacionais, ambientais e dietéticos (HOENERHOFF et al., 2009). Atualmente, há duas 

aplicações de modelos animais em carcinogênese química. A primeira é a pesquisa experimental, que 

envolve a biologia do câncer; e, a segunda aplicação, mais prática, é testar substâncias químicas com 

potencial carcinogênico (GALLO et al., 2001; STEELE; LUBET, 2010; TSUBURA et al., 2011; KEMP, 

2015). 

Os modelos da doença em animais têm proporcionado o desenvolvimento de terapias 

inovadoras, permitindo avaliar os efeitos diagnósticos/terapêuticos de novos agentes antitumorais, 

investigar fatores biológicos envolvidos, explorar medidas preventivas contra carcinogenicidade e 

compreender os mecanismos moleculares envolvidos na iniciação, promoção e progressão de vários 

tipos de câncer, como o de mama (RASHID; TAKABE, 2015; HORAS et al., 2015). Exemplo destes 

modelos, incluem estudos com hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) (LIU et al., 2015). O 7,12-

dimetilbenzantraceno (DMBA) é um dos mais eficientes HPA na indução de CM, sendo amplamente 

utilizado em roedores fêmeas (BHARDWAJ et al., 2009; FERREIRA et al., 2013; ABBA et al., 2016). 



 

 

45 

A dose única de 50 a 100 mg/kg do composto é capaz de induzir tumores mamários na incidência 

de 100% (BHARDWAJ et al., 2009). Esses tumores mamários em roedores, induzidos por DMBA, 

mimetizam o perfil molecular de carcinomas luminais da mama humana, representando um excelente 

modelo não clínico para ensaios de terapias alvo, envolvendo a via PIK3CA/Akt/mTOR e, uma robusta 

plataforma para a investigação de novos agentes antitumorais (BISHAYEE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 

2015; ABBA et al., 2016). 

Outros modelos animais apropriados, também aumentaram a compreensão sobre os sarcomas 

e o avanço das abordagens terapêuticas (DODD; MITO; KIRSCH, 2010; HAYES; LANGENAU, 2017). 

Embora seja difícil desenvolver modelos animais que reproduzam a doença humana em sua 

complexidade, vários modelos em roedores e in vitro, com sarcomas geneticamente complexos, foram 

desenvolvidos e têm auxiliado a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos (FAN, 2010; 

POST, 2012; PHELPS; CHEN, 2016).  

O modelo murino portador de sarcoma 180 (S180) é um dos modelos mais básicos que são 

utilizados para estudos da doença (KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016). A linhagem celular S180 é derivada 

de um sarcoma que foi inoculado e transportado em camundongos Swiss Webster e desenvolve-se em 

múltiplas linhagens de animais consanguíneos, devido à deficiência de β2-microglobulina, 

desestabilização do complexo principal de histocompatibilidade classe I e falta de reconhecimento por 

linfócitos T citotóxicos do hospedeiro (SUZUKI; YAMADA, 1994). Este e outros modelos têm sido 

extensamente utilizados na pesquisa de novos agentes antitumorais (KWAK; MOON; LEE, 2006; 

CHUNG et al., 2010; KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016). 

Além disso, os modelos de tumores in vitro são também ferramentas importantes para a pesquisa 

do câncer e servem como plataformas de triagem de baixo custo para terapias medicamentosas 

(WILDING; BODMER, 2014). Os modelos in vitro de tumores sólidos variam em complexidade e 

multiplicam-se desde linhagens derivadas de tumores, até modelos 3D do microambiente tumoral 

(INFANGER et al., 2013; VIDI; BISSELL; LELIEVRE, 2013). Alguns destes modelos foram desenvolvidos 

para fornecer uma visão “mecanicista” do crescimento ou proliferação de tumores, migração, invasão, 

remodelação da matriz extracelular, dormência ou latência, intravasamento, extravasamento, 

angiogênese e administração de drogas (TIMMINS; DIETMAIR; NIELSEN, 2004; KAM; REJNIAK; 

ANDERSON, 2012; RATH et al., 2013; SARISOZEN; ABOUZEID; TORCHILIN, 2014; KATT et al., 2016). 

Citando caso análogo, o avanço do arsenal terapêutico contra leucemias, em partes, é devido 

ao emprego de vários modelos da doença na P&D de novos agentes antitumorais, utilizando linhagens 

celulares de leucemias humanas bem estabelecidas (KOEFFLER; GOLDE, 1980). Essas células 

fornecem sistemas modelo para o estudo do controle da diferenciação na leucemia humana; e, em um 

quadro mais amplo, os controles do desenvolvimento hematopoiético normal (DREXLER et al., 1995; 
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DREXLER; MACLEOD; UPHOFF, 1999). Por exemplo, a linhagem K562 é composta por células blásticas 

indiferenciadas, que são ricas em glicoforina e podem ser induzidas a produzir hemoglobina fetal e 

embrionária na presença de hemina, sendo comumente utilizadas na pesquisa oncológica (MIYAZAKI et 

al., 2010; ZHANG; WANG, 2015; NIK MAN et al., 2015).  

A linhagem celular KG-1 é composta, predominantemente, de mieloblastos e promielócitos. Uma 

característica única dessas células é a sua dependência, quase completa, do fator estimulante de colônia 

para a proliferação em cultura (MRÓZEK et al., 2003). As investigações com estas células e as variantes 

selecionadas fornecem dados importantes sobre o controle da diferenciação leucêmica (ORAKI 

KOHSHOUR et al., 2013). Outra linhagem extensivamente utilizada em pesquisa é a HL-60 (ZARE 

MIRAKABADI et al., 2012; DIAB; SHAFIK; YASUDA, 2015; ZHOU et al., 2017), estabelecida, em 1977, 

de um paciente com leucemia mieloide aguda (BIRNIE, 1988).  

As células se assemelham, principalmente com promielócitos, mas podem ser induzidas a 

diferenciar-se terminalmente in vitro. Por exemplo, alguns reagentes podem induzir diferenciação de HL-

60 em células semelhantes a granulócitos ou monócitos/macrófagos (KANG et al., 2003). O genoma 

destas células contém um proto-oncogene c-myc amplificado; e os níveis do RNAm de c-myc são 

correspondentemente elevados em células indiferenciadas, mas diminuem, rapidamente, após a indução 

de diferenciação (JIANG et al., 2008). Esses recursos tornaram a linhagem celular HL-60, um modelo in 

vitro robusto em estudos oncológicos com células mieloides humanas (WIJESINGHE et al., 2013; CHEN 

et al., 2015). 

A variabilidade dos modelos in vitro incluem fontes celulares (células de pacientes oncológicos, 

linhagens tumorais comercialmente disponíveis, células tronco tumorais, estromais, imunes, entre 

outras), propriedades biofísicas (pressão parcial de oxigênio, pH, fluxo intersticial, etc.), matriz 

extracelular (rigidez, arquitetura, etc.) e orientações bioquímicas (quimioatratores, fatores angiogênicos, 

etc.) (MATHER, 2012). Além disso, a complexidade do modelo depende em grande parte dos objetivos. 

Por exemplo, a triagem preliminar de drogas antitumorais pode ser realizada em cultura celular. Enquanto 

que estudos de invasão e motilidade de células tumorais podem ser realizados com células incorporadas 

em uma matriz extracelular (NYGA; CHEEMA; LOIZIDOU, 2011; XU; FARACH-CARSON; JIA, 2014; 

KATT et al., 2016). 

Cabe ressaltar que os componentes cruciais de qualquer modelo de tumor in vitro são as células 

tumorais (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013). As linhagens são fáceis de cultivar, permitem a 

comparação direta de resultados experimentais e são amplamente utilizadas para estudar mecanismos 

moleculares da biologia celular do tumor e, mais expressivamente, como ferramentas na busca por novas 

drogas com potencial antitumoral, sejam elas sintéticas ou derivadas de produtos naturais 

(MCDERMOTT et al., 2014).   
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3.2 Produtos Naturais 

 

A natureza, mestre artesã, deu origem a uma rica matriz de compostos moleculares. Sem dúvida, 

é um vasto recurso para a criação de agentes bioativos valiosos e desenvolvimento de medicamentos 

eficazes contra uma multiplicidade de doenças (CRAGG; NEWMAN, 2013). A natureza é a fonte primária 

e abundante de diversos quimiotipos biologicamente ativos. E embora relativamente poucos produtos 

naturais isolados resultem em drogas clinicamente efetivas, por via direta, essas moléculas únicas 

geralmente servem como modelos para a preparação de análogos mais eficazes, pró-drogas por meio 

da aplicação de metodologias químicas, como síntese total ou combinatória, ou mesmo a manipulação 

de vias biossintética (DEMAIN; VAISHNAV, 2011; BASMADJIAN et al., 2014; MALVE, 2016). 

Desde tempos imemoriais, os produtos naturais têm sido a base do sistema tradicional de cura 

em todo o globo, tornando-se parte integrante da história e da cultura humana (CRAGG; NEWMAN, 

2001). Os produtos naturais continuam entrando em ensaios clínicos ou, simplesmente, fornecendo 

inspiração para novos compostos que adentraram nestes avançados estudos, particularmente, atuando 

como agentes antitumorais ou antimicrobianos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Não obstante, 

cerca de 60% das drogas antitumorais, por via direta ou indireta, são derivadas de fontes naturais 

(NEWMAN; CRAGG, 2012).  

Do ponto de vista oncológico, as melhorias na formulação de um bioativo podem resultar em 

uma administração mais eficaz do fármaco nos pacientes, ou a conjugação de moléculas naturais tóxicas 

em anticorpos monoclonais ou veículos poliméricos direcionados, especificamente, a epítopos em 

tumores de interesse, podem levar ao desenvolvimento de terapias inovadoras, específicas, mais 

seguras e eficazes (GROTHAUS; CRAGG; NEWMAN, 2010; KARIKAS, 2010). É inquestionável o papel 

essencial desempenhado pelos produtos naturais no desenvolvimento de novos agentes 

anticancerígenos (GORDALIZA, 2007). As seções a seguir discutem, brevemente, alguns compostos 

que lograram êxito na P&D de medicamentos nesta área desafiadora. 

 

3.2.1 Agentes quimioterapêuticos derivados de organismos marinhos 

 

O oceano responde por uma variedade de organismos devido ao ambiente diversificado 

oferecido por diferentes zonas oceânicas (DONIA; HAMANN, 2003). Os enormes recursos ecológicos do 

mar foram explorados desde a antiguidade e incluíam o uso de animais marinhos, como peixes e 

preparações de algas, como fontes de medicamentos (MONTASER; LUESCH, 2011).  

O meio marinho é um habitat natural para uma pluralidade de organismos vivos, com diferentes 

fisiologias e capacidade para se adaptar ao meio ambiente (MALVE, 2016). De mais de 33 filos de 
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animais conhecidos atualmente, cerca de 32 são incorporados no meio marinho, dos quais, 15 

variedades estão, exclusivamente, presentes neste ambiente (HEJNOL; DUNN, 2016). Essa diversidade 

genética reflete em uma diversidade química promissora para o desenvolvimento de novos 

medicamentos (GAW; THOMAS; HUTCHINSON, 2014). E, apesar de cobrir cerca de 70% do planeta, 

menos de 5% das profundezas do mar foram exploradas farmacologicamente, e menos de 0,01% dos 

leitos oceânicos foi vista em detalhes (MALVE, 2016). 

Um número significativo de agentes antitumorais, derivados de organismos marinhos, demonstra 

potente inibição do crescimento de células tumorais humanas in vitro e, em vários casos, em modelos 

murinos in vivo (SIMMONS et al., 2005; YE et al., 2015; XING et al., 2017). Embora muitos agentes 

tenham adentrado em ensaios clínicos, na área oncológica, até agora, apenas quatro foram aprovados 

para uso em humanos (NEWMAN; CRAGG, 2014). Esses agentes (Figura 2) são citarabina (AracC), 

trabectedina (Yondelis®), eribulina (Halaven®), um derivado sintético baseado na estrutura da 

halicondrina B; e vedotina (monometil auristatina E, Adcetris®), contendo derivados de dolastatina 10, 

atuando em terapia alvo molecular (maiores detalhes serão apresentados a seguir). 
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Figura 2. Principais agentes quimioterapêuticos derivados de organismos marinhos. 
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3.2.1.1 Citarabina e análogos nucleosídeos 

 

A descoberta de arabinose contendo nucleosídeos bioativos, como espongotimidina e 

espongouridina por Bergmann e Burke (1955), no início dos anos 50, a partir da esponja caribenha Tethya 

crypta, provocou uma grande exploração do meio marinho como fonte de novos compostos bioativos, 

potenciais candidatos a drogas. Esta descoberta levou à identificação e desenvolvimento de análogos 

como a citarabina (Figura 2, n°1) como um potente agente antileucêmico e o agente antiviral, adenina-

arabinosídeo (vidarabida, AraA) (LICHTMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2014). 

Outros análogos de nucleosídeos foram desenvolvidos e demonstraram atividade 

anticancerígena significativa (ROBAK et al., 2011). A clafabina é um análogo de nucleosídeo de purina, 

de segunda geração, que apresentou ampla gama de atividade clínica e grande potencial para induzir 

danos ao DNA de células leucêmicas. Em 2004, recebeu a aprovação da FDA para o tratamento de 

pacientes pediátricos com leucemia linfoblástica aguda. Além disso, houve outro estudo extensivo no 

tratamento desses pacientes em diferentes idades (MCGREGOR et al., 2009; TRAN; YANG, 2012; 

FOZZA, 2015). 

A sapacitabina (CYC-682), um pró-fármaco análogo de nucleosídeo biodisponível oralmente, 

apresentou mecanismo de ação único, causando quebras de fitas simples do DNA, que serão convertidas 

em quebras de fitas duplas, quando as células entrarem em uma segunda fase S. Verificou-se também 

que é efetivo no tratamento de pacientes idosos com LMA. Para este produto natural, a designação de 

medicamento órfão para o tratamento de LMA e síndromes mielodisplásicas foi atribuída pela FDA em 

2010 (KANTARJIAN et al., 2012; LIM; JAMIESON, 2014). 

 

3.2.1.2 Trabectedinas 

 

Embora o isolamento e a elucidação estrutural de derivados de ecteinascidina tenham sido 

relatados pela primeira vez em 1986, os artigos sobre a identificação da trabectedina (ET743, Figura 2, 

n°2), a mais ativa das ecteinascidinas, só apareceram em 1990. Este produto foi aprovado, na Europa, 

para o tratamento de sarcoma de tecidos moles avançado. E, ainda, foi concedido o status de 

medicamento órfão para o tratamento de sarcoma de tecido mole e câncer de ovário, pela FDA e 

European Medicines Agency (EMA) (AMANT et al., 2009; GAJDOS; ELIAS, 2011; GRIGNANI et al., 

2015). Foi o primeiro produto natural "não modificado" derivado do mar para ser aprovado para o 

tratamento do câncer. Está sendo submetido a ensaios clínicos para o tratamento de sarcomas 

mamários, prostáticos e pediátricos. Alguns agentes estruturalmente relacionados à trabectedina, PM-

10450 (Zalypsis®) e lurbinectedina, evoluíram para ensaios clínicos (NEWMAN; CRAGG, 2014).   
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3.2.1.3 Halicondrina B e Eribulina 

 

O isolamento e a elucidação estrutural do produto natural complexo, halicondrina B (Figura 2, 

n°3), juntamente com vários outros derivados de halicondrina, foram relatados pela primeira vez na 

esponja marinha Halichondria okadai, em 1986. Este fato foi seguido de perto pelo isolamento da mesma 

série de compostos de diferentes esponjas coletadas em diferentes áreas oceânicas, que vão desde o 

Pacífico Central ao Oceano Índico, até as águas da Nova Zelândia (GERWICK; FENNER, 2013; 

NEWMAN; CRAGG, 2014). Estes ativos demonstraram atuar como agentes desestabilizadores de 

tubulina e foram aprovados para o desenvolvimento pré-clínico pelo Instituto Nacional do Câncer, nos 

EUA, no início de 1992. A aquisição da matéria-prima provou ser desafiadora pela reduzida quantidade 

dos organismos. No entanto, coleções em larga escala e aquicultura no mar da esponja Lissodendoryx 

sp., na costa da Nova Zelândia, proveram quantidades suficientes de halicondrina B para estudos pré-

clínicos (BAI et al., 2011; LI et al., 2015). 

Um dos melhores análogos da halicondrina B, conhecido como eribulina (Figura 2, n°4), 

demonstrou atividade antitumoral, significativamente, potente em estudos in vitro e in vivo (TERASHIMA 

et al., 2014). Este composto foi escolhido para estudos pré-clínicos avançados e clínicos, utilizando 

síntese total sob condição de cGMP. Após ensaios clínicos prolongados, a eribulina (Halaven®) foi 

aprovada para o tratamento do câncer de mama refratário pela FDA, em 2010. Até o momento, a eribulina 

é, de longe, a droga mais complexa produzida por síntese total (HENSLEY et al., 2012; POLASTRO; 

AFTIMOS; AWADA, 2014; ASEYEV; RIBEIRO; CARDOSO, 2016). 

 

3.2.1.4 Vedotina 

 

A conjugação de monometil auristatina E (vedotina) e dolastatina 10 compõem a formulação 

brentuximab vedotina (Figura 2, n°5), droga efetiva no tratamento de doenças linfoproliferativas, como 

linfoma de Hodgkin (SCOTT, 2017; KILLOCK et al., 2017). O metabólito secundário, dolastatina 10, foi 

originalmente isolado de um molusco marinho Dolabella auricularia; algum tempo depois, foi isolado de 

espécies de Symploca, cianobactérias presentes na dieta do molusco (LUESCH et al., 2001). Há relatos 

da eficácia antitumoral de diferentes conjugações de vedotina e outros análogos complexados com 

anticorpos contra epítopos encontrados em vários tipos de câncer, incluindo mamários, gastrointestinais, 

pancreáticos, prostáticos, ováricos e renais, leucemias, melanomas e pulmão de não-pequenas células 

(GARNOCK-JONES, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2014; CHALLITA-EID et al., 2016).   
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3.2.2 Agentes quimioterapêuticos derivados de fungos e bactérias 

 

A descoberta do primeiro antibiótico penicilina, a partir do Penicillium notatum por Alexander 

Fleming, abriu uma era completamente nova da quimioterapia, alterando, assim, a qualidade da vida 

humana. Antibióticos antitumorais figuram entre os mais importantes agentes quimioterápicos (BLADT et 

al., 2013; KORNIENKO et al., 2015). Estes incluem membros das classes de actinomicina, ansamicina, 

antraciclina, bleomicina, epotilona e estaurosporina. Com exceção das epotilonas, que são metabólitos 

do myxobacterium Sorangium cellulosum, os metabólitos das outras classes foram isolados de várias 

espécies de Streptomyces (EVIDENTE et al., 2014; GONZÁLEZ-MEDINA et al., 2016). Alguns avanços 

recentes no desenvolvimento de outros agentes anticancerígenos, derivados de micro-organismos serão 

discutidos nas seções a seguir. 

 

3.2.2.1 Rapamicinas 

 

A descoberta da rapamicina (sirolimus, Figura 3, n°1), antibiótico macrocíclico de 31 membros, 

produzido pela fermentação de uma cepa de Streptomyces hygroscopicus, isolada de amostras de solo 

em Rapa Nui (Ilha de Páscoa), foi relatada pela primeira vez em 1975. Inicialmente, ela foi apresentada 

com atividade antifúngica, depois foi aprovada para uso como agente imunossupressor (Rapamune®), 

em 1999 (SEHGAL, 2003). Embora tenha sido demonstrada atividade antitumoral, em 1984; apenas 

após os relatórios de identificação de “TOR” ('alvo da rapamicina'), como alvo molecular em leveduras 

em 1991, seguidos por mTOR, como o homólogo mamífero, em 1994, é que levaram ao desenvolvimento 

de uma ampla variedade de agentes anticancerígenos e outros agentes farmacológicos a partir deste 

produto (BJELOGRLIĆ; SRDIĆ; RADULOVIĆ, 2006; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014). 

 

  



 

 

53 

Figura 3. Principais agentes quimioterapêuticos derivados de micro-organismos. 
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As modificações químicas na rapamicina produziram dois medicamentos anticancerígenos 

clinicamente aprovados. O Everolimus (Afinitor®), que foi, inicialmente, aprovado como agente 

imunossupressor em 2004, mas a aprovação foi concedida para o tratamento de cânceres renais, 

cerebrais, pancreáticos e mamários em 2009, 2010, 2011 e 2012, respectivamente (MOTZER et al., 

2008; YAO et al., 2016). Também completou, recentemente, ensaios de fase III, para o tratamento de 

linfoma difuso de grandes células B (NCT00790036), fígado (NCT01035229) e câncer de estômago 

(NCT00879333) (National Institute of Health, 2015 – clinicaltrials.gov). 

 O Temsirolimus (Torisel®) foi o primeiro aprovado como tratamento para carcinoma renal em 

2007; e, atualmente, está em fase II para o tratamento de vários carcinomas (MALIZZIA; HSU, 2008; 

PATEL et al., 2016). Outro derivado de rapamicina, que é promissor no campo oncológico, trata-se do 

ridaforolimus, que concluiu ensaios de fase III para o tratamento de carcinomas de tecido mole e câncer 

de osso (CHAWLA et al., 2012; COLOMBO et al., 2013; DEMETRI et al., 2013; OZA et al., 2015). 

 

3.2.2.2 Epoxomicin 

 

Um análogo sintético de epoxomicina é o carfilzomib (Figura 3, n°2), um peptídeo a',β'-

epoxicetona isolado de uma cepa de actinomicetos, cujo mecanismo de ação é inibir proteassoma por 

meio de ligação covalente, seletiva e estereoespecífica à subunidade 20S da proteassoma (KIM; 

CREWS, 2013). Foi aprovado pela FDA, em 2012, para o tratamento de pacientes com mieloma múltiplo 

recidivante e refratário, que receberam tratamento prévio com bortezomib, talidomida ou lenalidomida. 

Além disso, os ensaios de fase II estão em curso para o tratamento de outros tipos de câncer (REDIC, 

2013; STEELE, 2013, THOMPSON, 2013; MUCHTAR; GERTZ; MAGEN, 2016). 

 

3.2.2.3 Midostaurin 

 

Midostaurin (Figura 3, n°3) é um derivado semissintético da estaurosporina, um alcaloide de 

indolocarbazole isolado de Streptomyces staurosporeus. Seu mecanismo de ação se dá por inibição de 

PKC e tirosino-quinase 3 Fms-relacionado (Flt3 [FLK2/STK1]) (PEMMARAJU et al., 2014). Este 

composto completou um ensaio clínico de fase IIB em pacientes com LMA e síndrome mielodisplásica 

de alto risco, com Flt3 de tipo selvagem ou variante e está em desenvolvimento clínico de fase III para o 

tratamento oral da LMA (FISCHER et al., 2010; GALLOGLY; LAZARUS, 2016). 

Outros ensaios clínicos para o tratamento de pacientes com LMA, usando midostaurin, seja como 

agente único ou em combinação com azacitidina, bortezomib, citarabina, daunorubicina, decitabina e 

ácido trans-retinoico, estão em andamento; e, ensaios clínicos de fase III, estão sendo conduzidos para 
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o tratamento de mastocitose sistêmica agressiva ou leucemia de mastócitos (STONE et al., 2017; LEVIS, 

2017). A designação de medicamento órfão para o tratamento de LMA foi atribuída pela EMA, em 2004; 

e, no FDA, em 2009, bem como pelo tratamento da mastocitose pela EMA e FDA, em 2010 (KIM, 2017). 

 

3.2.3 Agentes quimioterapêuticos derivados de plantas terrestres 

 

Historicamente, as plantas foram e continuam sendo fontes primárias para descoberta de 

fármacos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). E, na área oncológica, agentes derivados de plantas, 

como vimblastina e vincristina, etoposido, paclitaxel, docetaxel, topotecano e irinotecano estão entre os 

quimioterapêuticos, atualmente, disponíveis mais eficazes contra o câncer (FRIDLENDER; KAPULNIK; 

KOLTAI, 2015). No entanto, muitos destes fantásticos agentes esbarram nos problemas da baixa 

solubilidade em meio aquoso e efeitos colaterais tóxicos significativos (MATHUR; HOSKINS, 2017). 

Assim, diversas pesquisas têm-se dedicado a reduzir o impacto desses fatores por meio do 

desenvolvimento de inúmeros análogos e pró-fármacos, além de métodos para aumentar a solubilidade 

aquosa e direcionar estes agentes a tumores específicos (FASINU et al., 2011; JABIR et al., 2012; 

GUNASEKARAN et al., 2014). A seguir, alguns dos principais agentes quimioterapêuticos (Figura 4), 

derivados de plantas terrestres, serão brevemente discutidos. 
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Figura 4. Principais agentes quimioterapêuticos derivados de plantas terrestes. 

 

 

  



 

 

57 

3.2.3.1 Alcaloides da vinca 

 

Os primeiros agentes derivados de plantas que avançaram para o uso clínico foram os alcaloides 

da vinca, vimblastina (VBN, Figura 4, n°1) e vincristina (VCN), isolados da vinca de Madagascar, 

Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae) (MOUDI et al., 2013). Esta planta foi utilizada por várias 

culturas para o tratamento da diabetes. E, enquanto estava sob investigação como fonte de potenciais 

agentes hipoglicemiantes orais, observou-se que os extratos da planta reduziram a contagem de glóbulos 

brancos, causando depressão de medula óssea em ratos; e, posteriormente, também foi evidenciada 

atividade contra leucemia linfocítica em camundongos (ALI et al., 2012). Estas evidências levaram ao 

isolamento de VBN e VCN, como agentes ativos, cujo mecanismo de ação é interromper os microtúbulos, 

causando a parada do ciclo celular em metáfase; e, posteriormente, apoptose (HIMES et al., 1976; 

MOUDI et al., 2013). 

Os análogos semissintéticos dos alcaloides da vinca efetivos que foram desenvolvidos incluem 

vinorelbina e vindesina, sendo a mais recente, a vinflunina (NG, 2011), um análogo bifluorado de segunda 

geração da vinorelbina. Estes agentes são utilizados, principalmente, em combinação com outros 

fármacos quimioterapêuticos contra uma variedade de cânceres, incluindo leucemias, linfomas, câncer 

testicular avançado, câncer de mama e pulmão e sarcoma de Kaposi (BURSTEIN et al., 2007; MAMTANI; 

VAUGHN, 2011; GALANO et al., 2011; CAPASSO, 2012; SORENSEN; CARUS; MELDGAARD, 2015). 

 

3.2.3.2 Podofilotoxinas 

 

As espécies Podophyllum peltatum L., comumente conhecida como mandrágora americana; e 

Podophyllum emodi W. do subcontinente indiano têm uma longa história de uso medicinal, incluindo o 

tratamento de câncer de pele e verrugas (IMBERT, 1998). A estrutura do principal constituinte ativo, a 

podofilotoxina, isolada pela primeira vez em 1880, apenas foi relatada na década de 1950. Os ensaios 

clínicos de várias ligninas semelhantes à podofilotoxina falharam devido à falta de eficácia e inaceitável 

toxicidade. Pesquisas extensas, no entanto, levaram ao desenvolvimento do etoposido (Figura 4, n°2) e 

teniposido como agentes clinicamente efetivos (GORDALIZA et al., 2000; DESBÈNE; GIORGI-

RENAULT, 2002). 

Quanto ao mecanismo de ação, enquanto a podofilotoxina se liga de forma reversível à tubulina, 

o etoposido e o teniposido inibem a topoisomerase II, induzindo a clivagem do DNA mediada pela 

topoisomerase II (GORDALIZA et al., 2000). O etoposido e o teniposido são utilizados no tratamento de 

linfomas e cânceres brônquicos e testiculares (DEMAIN; VAISHNAV, 2011; ALVARADO-LUNA; 

MORALES-ESPINOSA, 2016).   
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3.2.3.3 Taxanos 

 

Outra aquisição ao arsenal de agentes quimioterapêuticos derivados de plantas são os taxanos, 

derivados de diterpenos, considerados uma das mais relevantes classes de drogas quimioterápicas em 

uso clínico. Atualmente, os dois medicamentos mais clinicamente eficazes desta classe são paclitaxel 

(Taxol®, Figura 4, n°3), originalmente isolado da casca do teixo do Pacífico, Taxus brevifolia Nutt. 

(Taxaceae); e docetaxel (Taxotere®), um análogo semissintético desenvolvido a partir de 10-

deacetilbacatina III (DAB), isolado das folhas do teixo europeu, Taxus baccata (FAUZEE, 2011; 

MUKHTAR; ADHAMI; MUKHTAR, 2014). 

O DAB também foi, e continua sendo, convertido semissinteticamente para paclitaxel, 

proporcionando, assim, uma fonte “sustentável” da droga (ZOCHER et al., 1996; LI et al., 2017). É 

interessante pontuar que as folhas de T. baccata são utilizadas, na medicina tradicional da Índia asiática 

(Ayurvédica), com uso relatado no tratamento de "câncer" (YELNE et al., 2005). Quanto ao mecanismo 

de ação, os taxanos promovem a polimerização de heterodímeros de tubulina para microtúbulos, 

suprimindo as mudanças dinâmicas nos microtúbulos, resultando em parada mitótica (ABAL; ANDREU; 

BARASOAIN, 2003). O paclitaxel é utilizado no tratamento de câncer de mama, ovário e pulmão de não-

pequenas células. Também demonstra eficácia contra sarcoma de Kaposi; enquanto que o docetaxel é 

usado principalmente no tratamento de câncer de mama e de pulmão de não-pequenas células 

(MEKHAIL; MARKMAN, 2002; WEAVER, 2014). 

A maioria dos análogos e novas formulações do Taxol® foram projetadas para tentar superar as 

limitações clínicas do paclitaxel e do docetaxel, incluindo fraca solubilidade, reações alérgicas, 

toxicidades dose-limitantes, como mielossupressão ou neuropatia sensorial periférica. E, ainda, o 

desenvolvimento da resistência ao fármaco devido ao transporte de efluxo mediado por glicoproteína P 

(YARED; TKACZUK, 2012; MUGGIA; KUDLOWITZ, 2014). 

O análogo cabazitaxel (Jevtana®) foi aprovado para o tratamento do câncer de próstata 

metastático (em combinação com prednisona e/ou prednisolona) e está em ensaios clínicos, seja como 

agente único ou em combinação com outros agentes, para o tratamento de cânceres, incluindo próstata, 

bexiga, cérebro (glioblastoma multiforme), câncer de cabeça e pescoço, ovário, estômago e urinário e 

pulmão de não-pequenas células (VILLANUEVA et al., 2011; ABIDI, 2013). Outros análogos estruturais 

em vários estágios de desenvolvimento clínico incluem taxoprexina ou a conjugação de ácido docosa-

hexaenoico com paclitaxel (Protarga), um pró-fármaco de paclitaxel ligado, covalentemente, ao ácido 

graxo ω-3, de ocorrência natural, que permite a liberação do bioativo diretamente ao tecido tumoral 

(YARED; TKACZUK, 2012; MUGGIA; KUDLOWITZ, 2014; OJIMA et al., 2016). 
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3.2.3.4 Camptotecinas 

 

As camptotecinas (CPT, Figura 4, n°4) foram isoladas da árvore ornamental chinesa 

Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae). Estes fitoquímicos têm como mecanismo de ação a ligação 

ao complexo binário de topoisomerase I-DNA, resultando em um complexo ternário estável, prevenindo, 

assim, a religação de DNA, causando danos ao material genético, levando a célula à apoptose. Muitos 

esforços científicos levaram ao desenvolvimento de derivados semissintéticos como topotecano, 

irinotecano e belotecano, aprovados para uso clínico (LIU et al., 2000; PIZZOLATO; SALTZ, 2003; 

SRIRAM et al., 2005). 

As CPT e seus derivados são pouco solúveis em água e solventes aprovados. A partir destes 

problemas, houve o desenvolvimento de pró-fármacos macromoleculares e formulações à base de 

nanomedicina com objetivo de melhorar a distribuição preferencial desses agentes em células e tecidos 

neoplásicos (LIU et al., 2015). Estes avanços resultaram no desenvolvimento de produtos que exibem 

eficácia melhorada e efeitos colaterais reduzidos. Por exemplo do composto CRLX101, um conjugado 

de nanopartícula polimérica, composta por copolímero de ciclodextrina-polietilenoglicol, que apresenta 

aumento de solubilidade cerca de 1000 vezes, em comparação com CPT, demonstrando, ainda, 

resultados promissores de segurança, farmacocinética e eficácia em um ensaio clínico inicial em 

pacientes com neoplasia maligna avançada (SVENSON et al., 2011; CHAZIN et al., 2014). 

 

3.2.3.5 Combretastatinas 

 

As combretastatinas (CB, Figura 4, n°5) são uma família de estilbenos, originalmente isolados 

da casca da raiz de Combretum caffrum, também conhecida como Salgueiro de capim, no sul da África 

(CIRLA; MANN, 2003). Estes fitoquímicos atuam como agentes disruptivos vasculares, interagindo 

seletivamente com células endoteliais que revestem a vasculatura do tumor (PAN; CHAI; KINGHORN, 

2012). Eles também produzem alterações no citoesqueleto de tubulina e remodelam o citoesqueleto de 

actina, induzindo mudança significativa na conformação tridimensional das células endoteliais imaturas. 

E, ainda, interrompem o fluxo sanguíneo dos capilares, desnutrindo o tumor, ocasionando a morte das 

células tumorais. Cabe ressaltar que este mecanismo de ação diferencia as combretastatinas de 

inibidores de angiogênese, que são projetados para agir prevenindo o crescimento de novos vasos 

sanguíneos (TOZER et al., 2002). 

Algumas pró-drogas derivadas de combretastatina foram desenvolvidas, como o fosfato de CB 

A4 (fosbretabulina, CBA4F) e difosfato de CB A1 (OXI-4503, CBA1DF) (WEST, 2004; PATIL et al., 2015). 
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Em 2003, a CBA4F recebeu a designação de medicamento órfão pela FDA para o tratamento de câncer 

de tireoide anaplásico, câncer de tireoide medular e câncer de tireoide papilar ou folicular em estágio IV. 

O CBA1DF demonstrou eficácia promissora no tratamento de pacientes com LMA recidivante e 

refratária e síndromes mielodisplásicas. Em 2012, recebeu a designação de medicamento órfão pela 

FDA, para o tratamento de LMA (TURNER et al., 2013). 

 

3.2.3.6 Homoharringtonine 

 

O isolamento e a estrutura da homoharringtonine (mepesuccinato de omacetaxina, HHT, Figura 

4, n°6) foram apresentados, ainda na década de 1970, a partir da árvore chinesa, Cephalotaxus 

harringtonia var. drupacea (Cephalotaxaceae) (POWELL et al., 1970). A casca dos caules das espécies 

de Cephalotaxus tem uma longa história de uso na medicina tradicional chinesa para o tratamento de 

várias doenças. E, em 1983, os pesquisadores chineses relataram citotoxicidade significativa da fração 

total de alcaloides de Cephalotaxus fortunei Hook F (KANTARJIAN et al., 2001). 

A mistura racêmica de HHT já tem sido utilizada, na China, para o tratamento de LMA e leucemia 

mieloide crônica (LMC) (QUINTÁS-CARDAMA; CORTES, 2008). Enquanto que HHT purificado 

demonstrou eficácia contra várias leucemias, incluindo variações resistentes ao tratamento padrão, com 

remissão hematológica completa relatada em pacientes com LMC de fase crônica tardia (KANTARJIAN 

et al., 2001; LUCAS et al., 2010). Como mecanismo de ação, a HHT atua como um inibidor de proteína 

tirosina quinase de largo espectro (LAM et al., 2016) e foi aprovado, em 2012, pela FDA, para o 

tratamento de pacientes adultos com LMC ou LCM de fase acelerada (KANTARJIAN; O'BRIEN; 

CORTES, 2013). 

 

3.2.3.7 Ingenol (ingenol-3-angelato) 

 

A planta australiana Euphorbia peplus (Euphorbiaceae) é comumente utilizada como remédio 

caseiro para o tratamento de várias doenças de pele, incluindo câncer. Os estudos clínicos com partes 

brutas de E. peplus, ainda na década de 1970, forneceram provas convincentes de sua eficácia. O 

composto ativo, identificado a partir dela, é o ingenol-3-angelato (Figura 4, n°7), um diterpeno que 

demonstrou agir por meio da ativação da proteína quinase C. Vários relatórios de ensaios clínicos do 

composto para o tratamento da queratose actínica foram publicados (SILLER et al., 2009; LEBWOHL et al., 

2012; GRAS, 2013); e, em 2012, foi aprovado como formulação de gel tópico (Picato®) para essa indicação 

pela FDA. 
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Este e tantos outros exemplos ressaltam a importância dos diterpenos como ferramentas 

terapêuticas (KUTTAN et al., 2011; HUANG et al., 2012). Mais de 250 diterpenos anticancerígenos e 

seus derivados foram alvos de pesquisas, atuando nas mais diferentes vias celulares (SCOTTI et al., 

2014; PETIWALA; JOHNSON, 2015; NABATCHIAN et al., 2017; AMINIMOGHADAMFAROUJ; 

NEMATOLLAHI, 2017). Alguns destes já foram submetidos a ensaios clínicos, enquanto outros ainda 

permanecem sob investigação em estudos não clínicos (ISLAM, 2017). Considerando o impacto destes 

compostos para a área oncológica, a seguir serão discutidos, brevemente, os principais mecanismos de 

ação antitumoral desempenhados pelos diterpenos. 

 

3.3 Diterpenos: agentes promissores na oncologia 

 

Os diterpenos compõem a estrutura química do esqueleto primário de muitos compostos naturais 

biologicamente importantes (HANSON, 2016). Estes produtos pertencem à classe de terpenos, com base 

no esqueleto C20, composto por quatro unidades de isopreno (C5) originadas do mevalonato ou 

desoxixilulose-fosfato (não-mevalonato). Mais de 3000 diterpenos foram explorados a partir da natureza, 

embora apenas um pequeno número deles seja reconhecido como clinicamente efetivo (ISLAM et al., 

2016; ISLAM, 2017).  

De forma isolada ou presente em óleos essenciais, estes compostos alcançaram grande 

destaque por seus efeitos biológicos, como atividades antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatória, 

antifúngica, antiparasitária, ansiolítica, antidepressiva, antiepiléptica, antiplaquetária, antitumoral e anti-

hipertensiva (CÁRDENAS; QUESADA; MEDINA, 2011; WU et al., 2013; BARNES et al., 2013; DE 

ANDRADE MOURA et al., 2014; BHATTACHARYA et al., 2015; ISLAM et al., 2016a; ISLAM et al., 2016b; 

ALENCAR et al., 2017; CAMPOS et al., 2017). E no que diz respeito à pesquisa e desenvolvimento de 

novas drogas, os diterpenos isolados têm potencial suficiente para serem utilizados no desenvolvimento 

de novos medicamentos antitumorais (MILLER; NEILAN; SZE, 2008), ainda mais, se considerarmos seus 

mecanismos de ação a serem discutidos a seguir. 
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3.3.1 Mecanismos antitumorais evidenciados em diterpenos 

 

3.3.1.1 Indução de parada do ciclo celular, apoptose e autofagia 

 

Em organismos multicelulares, a proliferação e morte celular devem ser reguladas a fim de 

manter a homeostase dos tecidos (BITEAU; HOCHMUTH; JASPER, 2011). Muitas observações 

sugeriram que esta regulação pode ser alcançada, em parte, pelo estreito controle dos processos de 

progressão do ciclo celular e a morte celular programada (apoptose), por meio de vários fatores 

combinados. Por outro lado, a autofagia está, intimamente, associada à morte de células eucarióticas 

por apoptose (EL-KHATTOUTI et al., 2013). De fato, em alguns casos, as mesmas proteínas controlam 

a autofagia e a apoptose. Além disso, a sinalização apoptótica pode regular a autofagia e, inversamente, 

a autofagia pode regular a apoptose (e provavelmente outros mecanismos de morte celular) 

(YONEKAWA; THORBURN, 2013; ANDING; BAEHRECKE, 2015). Compostos que possam regular 

estas vias são apreciáveis na terapia oncológica (FULDA, 2017). 

O diterpeno de Euphorbia fischeriana, Jolkinolido B, induz morte celular por apoptose por meio 

da via de sinalização mitocondrial fosfatidilinositol 3-cinase/serina-treonina cinase (PI3K/Akt), em células 

de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 (LIN et al., 2012). Enquanto o diterpeno do café, caveol, age 

por meio da clivagem de BID, caspase-3 e poli-(ADP-ribose) polimerase (PARP), bem como pela 

regulação positiva de BAX/Bcl-xL em células de mesotelioma MSTO-211H e H28 (LEE et al., 2012). 

Por outro lado, os diterpenoides neo-clerodanos, isolados de Salvia ssp., induzem apoptose por 

ativação de proteínas pró-apoptóticas específicas em lisado celular de linfoma histiocítico U937 (FAIELLA 

et al., 2012). O ácido ent-caur-16-en-19-oico induziu aumento da expressão de genes apoptóticos 

(caspase-8 e caspase-3) e diminuiu a expressão de genes antiapoptóticos (miR-21 e c-FLIP) em células 

de glioblastoma humano U87 (LIZARTE NETO et al., 2013). Os diterpenos horminona, roileanona e 

sugiol, de Peltodon longipes, induziram apoptose e parada do ciclo celular em fases G1/G0 e S, em 

linhagem celular de câncer pancreático humano MIA PaCa-2 (FRONZA et al., 2012). Enquanto o 7-

metoxi-rosmanol induziu parada em G2/M, bem como apoptose via caspase-3 e caspase-9, em células 

de neuroblastoma humano (TABATA et al., 2012). 

Foi evidenciado, também, indução de apoptose e autofagia pelo diterpeno fosfato de oridonina, 

em células de adenocarcinoma de mama MDA-MB-436 e MDA-MB-231 (LI et al., 2015), enquanto que 

tanshinonas induziram estes eventos em células de câncer de pulmão 95D (GAO et al., 2015a). O estudo 

de Burmistrova e colaboradores (2013) apresentou 30 diterpenoides que induziram morte celular 

associada à liberação de proteínas mitocondriais, incluindo o citocromo c, segundo ativador de caspases 

derivado da mitocôndria (SMAC/DIABLO), AIF (fator indutor de apoptose), inibição da sinalização de 
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cinase regulada por sinal extracelular e ativação da via p38 MAPK em várias linhagens tumorais humanas 

(HL-60, U937, Molt-3, SKMEL-1 e MCF-7). Além destes, o diterpenoide derivado de clorofila, fitol, 

demonstrou atividade antitumoral por meio da indução de apoptose via ativação de caspase-9/3 e 

inibição da sinalização epitelial de transição mesenquimatosa em células de carcinoma hepatocelular 

(Huh7 e HepG2) (KIM et al., 2015). Maiores informações sobre este composto serão apresentadas a 

posteriori. 

 

3.3.1.2 Citotoxicidade 

 

O efeito citotóxico em células tumorais é um objetivo primário de qualquer terapia oncológica, 

que pode ser alcançada por uma ou diversas vias. Os diterpenoide labdanos (Hedycoronals A e B), 

isolados do Hedychium coronarium, demonstraram efeitos citotóxicos em células endoteliais de cordão 

umbilical humano (ZHAN et al., 2012). Por outro lado, os diterpenos com esqueleto de desidroabiétilo, 

apresentaram citotoxicidade em células de hepatoma (SMMC-7721), câncer de pulmão (A-549), glioma 

(C-6) e adenocarcinoma de mama (MCF-7) (RAO et al., 2012). Quatro diterpenoides isolados de 

Anopterus macleayanus apresentaram potentes efeitos citotóxicos em linhagens de câncer de próstata 

humano (LNCaP C4-2B e DuCaP) e linhagens não malignas (BPH-1 e WPMY-1) (LEVRIER et al., 2015). 

Além disso, os diterpenos de Casearia graveolens inibiram, fortemente, as células de câncer de mama 

(MEESAKUL et al., 2016).  

Seis rabdosinas isoladas de Rabdosia serra induziram efeito citotóxico em duas linhagens de 

câncer humano (WANG; XUAN, 2016). Não obstante, vibsanina X, isolada de Viburnum odoratissimum 

exerceu efeito citotóxico significativo em diferentes linhagens tumorais (HL-60, SMMC-7721, A-594, 

MCF-7 e SW-480) (HE et al., 2016). Outros diterpenos oriundos de Bursera microphylla (MESSINA et al., 

2015), Teucrium viscidum (GAO et al., 2015b), Euphorbia ebracteolata (YUAN et al., 2016), E. aellenii 

(YAZDINIAPOUR et al., 2016), Perenniporia subacida (WEN et al 2016), Abies fargesii (WU et al., 2016) 

e Premna tomentosa (REKHA et al., 2016) também demonstraram efeitos citotóxicos em diferentes 

linhagens tumorais. 

 

3.3.1.3 Atividade antiproliferativa e inibição de diferenciação 

 

Geralmente, em células sadias, a proliferação e a diferenciação celular demonstram uma relação 

inversa, contrariamente ao observado em tumores, em que células imaturas são rápida e anormalmente 

submetidas à divisão (RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016). Assim, compostos que exerçam 

efeitos sobre estes mecanismos podem ser ferramentas preciosas na terapia oncológica. Em um estudo 
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foram identificados e isolados de Chlamisus minax, sete diterpenos que exerciam atividade 

antiproliferativa nas linhagens tumorais HepG-2 e MCF-7 (MA et al., 2012). 

Além disso, onze diterpenos macrocíclicos de Euphorbia piscatoria demonstraram atividade 

antiproliferativa em linhagens tumorais gástricas (EPG85-257), pancreáticas (EPP85-181) e de cólon 

(HT-29) (REIS et al., 2014). Os diterpenoides de Radix curcumae também inibiram, significativamente, a 

proliferação celular e induziram apoptose em células de adenocarcinoma de cólon (SW620) por meio de 

sinalização de MAPK e via dependente de caspase-3 (SHEN et al., 2014). Em células tumorais de mama 

(MDA-MB-231) também foram observadas atividades antiproliferativas, bloqueio de migração e 

supressão de β-catenina, induzidas pelo diterpeno Penitrem A (SALLAM et al., 2013). Outros diterpenos 

indutores de atividade antiproliferativa incluem o ácido pseudolarico B (YU et al., 2015), oridonina (YANG 

et al., 2015), tanshinona (YAO et al., 2015), tanshinona IIA (ZHANG et al., 2016) e tonantzitlolona A e 

seu enantiômero sintético (PFEFFER et al., 2016).  

 

3.3.1.4 Atividade pró-oxidante 

 

A sinalização redox desempenha papéis importantes na regulação da morte e sobrevivência 

celular em resposta à terapia oncológica. Modulando estas vias, as espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (ERO’s/ERN’s), quando em excesso, induzem estresse oxidativo que, por sua vez, 

desencadeiam (ISLAM et al., 2016c) vários processos celulares, resultando em inibição da proliferação 

celular ou morte celular por apoptose ou autofagia, como resultado de lesões em componentes celulares 

(ZHANG et al., 2015). Além disso, a maioria das terapias oncológicas, especialmente a quimioterapia e 

radioterapia, atuam por meio dos efeitos crônicos de ERO’s em células cancerígenas (ISLAM, 2017).  

Em um estudo foi evidenciado que o diterpeno, longikaurina A, induziu morte celular mediada 

por ERO’s em células de mieloma H929 (ZHAO et al., 2012). Outro estudo demonstrou que esse 

diterpeno, isolado de Isodon ternifolius, também por meio da produção de ERO’s, induziu morte celular 

por apoptose e parada do ciclo celular em fase G2/M de células de carcinoma hepatocelular e modelos 

de xenoenxerto (SMMC-7721) (LIAO et al., 2014).Outros exemplos incluem o diterpeno carnosol, que 

produziu aumento dos níveis de ERO’s e da fosforilação de cinase 1 e 2, reguladas por sinal extracelular 

(pERK1/2), com parada do ciclo celular em fase G2 de células tumorais MDA-MB-231 (AL DHAHERI et 

al., 2014). O diterpenoide, triptolido, também induziu morte celular por apoptose, por meio da geração de 

ERO’s, em vias mitocondriais de células de câncer nasofaríngeo humano (HNE1, resistentes à cisplatina) 

(WANG et al., 2015a). Além disso, Huang e colaboradores (2015) sugeriram que cinco diterpenos 

isolados de Cladiella hirsute reduziram a geração de ERO’s, demonstrando efeitos anti-inflamatórios e 

antiproliferativos em neutrófilos humanos normais. 
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Em outro estudo, o ginkgolido B (do Ginkgo biloba) reduziu a geração de ERO’s induzida por 

cisplatina, via redução da expressão de NADP oxidase 2 (NOX2) e amplificou a atividade antitumoral via 

Akt/Nrf2, bem como inibiu vias de apoptose mitocondrial em células auditivas HEI-OC1 (MA et al., 2015). 

Além disso, sete diterpenos isolados de Teucrium fruticans exibiram efeito inibitório de iNOS em 

macrófagos RAW 264.7 (LV et al., 2015). Enquanto o derivado de tanshinona I, a dihidrotanshinona I, 

induziu apoptose e autofagia dependentes de ERO’s, em camundongos com xenoenxerto de câncer de 

cólon (WANG et al., 2015b). 

 

3.3.1.5 Inibição de migração, invasão e metástase 

 

A migração celular é um processo essencial no desenvolvimento e manutenção de organismos 

multicelulares. Os erros que ocorrem durante este processo podem levar a algumas consequências 

graves, incluindo a formação de tumores e metástases. No entanto, as células podem migrar em resposta 

a sinais externos específicos, incluindo fatores químicos e mecânicos (GANGULY et al., 2012). Nesse 

sentido, fitoquímicos podem ser utilizados como alvos terapêuticos. A Tanshinona IIA demonstrou inibir 

a migração celular de câncer gástrico por meio da diminuição da expressão proteica de NF-κB-p65, COX-

2 e metaloproteinases (MMP-2, 7 e 9) (SU, 2016). Outro estudo destacou que diterpenos cembranoides, 

também inibiram a migração de linhagens tumorais humanas (WELFORD et al., 2016). 

Por outro lado, a invasão celular está relacionada à migração celular, que define a capacidade 

das células de se tornarem móveis e atravessarem a matriz extracelular, dentro de um tecido ou infiltrar-

se em tecidos vizinhos. As células cancerosas que se tornam invasivas são frequentemente 

disseminadas para um sítio secundário, caracterizando o processo de metástase. O diterpenoide 

excisanina A, isolada de Isodon macrocalyxin, inibiu o processo de invasão de células tumorais MDA-

MB-231 e SKBR3, via supressão de MMP-2 e MMP-9, bem como pela via de sinalização de integrina 

β1/FAK/PI3K/Akt/β-catenina (QIN et al., 2013). Além disso, o diterpenoide triptolido também inibiu a 

migração celular, invasão e metástase em linhagem de carcinoma bronquialveolar H358 (RENO; KIM; 

RAZ, 2015). 
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3.3.1.6 Atividade imunossupressora e quimiopreventiva 

 

A imunossupressão é um processo caracterizado pela redução na ativação ou eficácia do 

sistema imunológico (SHELTON et al., 2016). No entanto, uma supressão imune parcial, especialmente 

no local do tumor, pode ser um alvo promissor da terapia oncológica. O diterpeno subglutinol A, dos 

subglutinantes de Fusarium, exibiu atividade imunossupressora em células MCF-7 (LIM et al., 2015). 

Outro ponto que merece destaque está relacionado ao câncer secundário, como consequência 

comum do tratamento oncológico, especialmente radiação e quimioterapia. Os quimiopreventivos são os 

agentes farmacológicos, sejam de origem natural ou não, que inibem o desenvolvimento de câncer 

invasivo, impedindo danos ao DNA ou bloqueando a progressão de células pré-malignas (TSAO et al., 

2004). O estudo de Kim e colaboradores (2012), sugeriu que o ácido acantoico, isolado de Acanthopanax 

koreanum, apresentava potencial terapêutico quimiopreventivo por via de sinalização dependente de p38 

(MAPK) em células leucêmicas HL-60. Considerando as informações supracitadas acerca dos 

diterpenos, pode-se observar que estes fitoquímicos atuam em múltiplas vias celulares, em diferentes 

linhagens tumorais, tanto de forma isolada, quanto sinergicamente ao serem combinados com 

medicamentos ou drogas quimioterápicas. Esta pluralidade de efeitos orquestrados ressaltam a 

importância destas substâncias no contexto oncológico. A seguir, um diterpenoide promissor nesta área 

será apresentado. 

 

3.3.2 Fitol (FIT) 

 

O FIT é amplamente distribuído em algas (XIAO; YUAN; LI, 2013; ISHIBASHI et al., 2014), 

plantas, bactérias, especialmente cianobactérias (RONTANI; VOLKMAN, 2003; VAVILIN; VERMAAS, 

2007), intestino de ruminantes e seus produtos lácteos (SCHOUTEN et al., 2008). Em plantas, o 

composto é sintetizado tanto por meio da via do ácido mevalônico (VAVILIN; VERMAAS, 2002; 

ECKHARDT; GRIMM; HORTENSTEINER, 2004; BOUVIER; RAHIER, CAMARA, 2005), quanto pelo 2-

C-metileritritol-4-fosfato (SCHOUTEN et al., 2008; ISLAM et al., 2015). Quimicamente, trata-se de um 

diterpenoide (C20, C20H40O), denominado (E,7R,11R)-3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol 

(nomenclatura IUPAC). Seu peso molecular é de 296,54 g/mol, densidade de 0,8543 g/cm3, ponto de 

ebulição entre 132-202°C, índice de refração de 1.460-1.466, gravidade específica de 0,850, pressão de 

vapor <0,001 mmHg a 20°C e solubilidade em água de 0,00327 mg/L, a 25°C (MCGINTY; LETIZIA, 

2010). 

Em estudo farmacocinético, ratos tratados com 0,5 mg de FIT, em 0,5 mL de óleo de milho, 

demonstraram a presença do composto em excretas/conteúdo intestinal, linfa, CO2 expirado, urina e 
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fígado nas proporções de 43,9%, 33,1%, 3%, 1% e 0,6%, respectivamente, após 24h da ingestão. Por 

outro lado, cerca de 80% de FIT inalterado foi detectado no plasma de ratos após 48h da administração 

(MCGINTY; LETIZIA, 2010). O FIT é facilmente absorvido em intestino delgado e metabolizado a nível 

hepático (BAXTER et al., 1967; GLOERICH et al., 2006). O importante metabólico do FIT é o ácido 

fitânico (FA) (MIZE et al., 1966; HANSEN, 1980; VAN DEN BRINK et al., 2004). Além disso, estudos 

anteriores demonstraram que tanto o FIT, quanto o FA se acumulam em roedores (MIZE et al., 1969; 

GLOERICH et al., 2005) e em gordura, fígado, plasma, leite, carne e rúmen de ruminantes 

(HIDIROGLOU; JENKINS, 1972). 

Diversas atividades farmacológicas foram atribuídas ao FIT (Figura 5), por exemplo, efeitos 

neurofarmacológicos (antiepiléptico (COSTA et al., 2012), ansiolítico (COSTA et al., 2014), 

antidepressivo (COSTA et al., 2011) e antinociceptivo (SANTOS et al., 2013), antioxidantes (COSTA et 

al., 2016), anti-inflamatórios (SILVA et al., 2014), hipolipemiante (BRUCKERT; ROSENBAUM; 

LOWERING, 2011), imunomodulador (CHOWDHURY; GHOSH, 2012), antidiabético (ELMAZAR et al., 

2013) e antimicrobiano (PEJIN et al., 2014). Além destas atividades, em teste MTT (in vitro), o composto 

induziu citotoxicidade em sete linhagens tumorais (mama MCF-7 e MDA-MB-231, próstata PC-3, cérvice 

HeLa, cólon HT-29, pulmão A-549 e melanoma Hs294T) e em célula normal (fibroblasto derivado de 

pulmão MRC-5) (SONG; CHO, 2015; KIM et al., 2015). 

 

Figura 5. Principais efeitos do diterpenoide FIT em modelos in vitro e in vivo. 

 

Fonte: Adaptado de Islam e colaboradores (2015). 
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O FIT também demonstrou inibir aromatase, enzima relacionada à tumorigênese mamária, 

endometrial e ovariana, destacando seu potencial como anticancerígeno (GUO et al., 2014b). Outro 

estudo aponta efeito antimutagênico (120 mg/kg; via oral), especificamente pela via p38 (MAPK) 

(KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI, 1993). Em Salmonella typhimurium (TA100), o diterpenoide foi 

considerado não mutagênico em concentrações de 0,1% a 5,0% (MCGINTY; LETIZIA, 2010). Efeito 

antiteratogênico também foi atribuído ao fitoquímico (500 mg/kg; via oral), pela inibição de receptores 

RAR e RXR (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002). Dados toxicológicos agudos demonstraram que o FIT 

é bem tolerado em roedores (CHOI et al., 1993; ATSHAVES et al., 2004). Para ratos albinos, a DL50 foi 

acima de 10 g. Por outro lado, o tratamento com FIT na dose de 250 mg/kg/dia, em ratos machos e 

fêmeas, induziu lesões hepáticas, com alteração do cordão de hepatócitos e pequenas áreas multifocais 

de necrose, acompanhado de infiltração de células inflamatórias (MCGINTY; LETIZIA, 2010).  

As relevantes informações levadas em conjunto, ressaltam o potencial do FIT na pesquisa e 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. Neste sentido, faz-se necessário a investigação 

extensiva deste composto em diferentes abordagens, principalmente, estudos toxicológicos e 

toxicogenéticos, a fim de que o FIT possa figurar como alternativa na terapia oncológica. 

 

3.4 Estudos toxicológicos e toxicogenéticos 

 

“Todas as substâncias são venenos. Não há nenhuma que não seja um veneno, mas a dose 

certa, diferencia um veneno e um remédio” (Paracelso, Philippus von Hohenheim, 1493–1541). 

 

A memorável declaração de Paracelso, médico, alquimista e astrólogo, frequentemente é citada 

na área toxicológica e, não é de se surpreender, que ele seja amplamente considerado o pai da 

toxicologia (DONALDSON; SEATON, 2012). A triagem toxicológica de novos compostos é essencial para 

o desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns estudos dessa triagem, como testes não clínicos em 

vários sistemas biológicos regulamentados pela Organização de Cooperação e de Desenvolvimento 

Econômico (OECD), revelam os efeitos tóxicos específicos de um produto em investigação (FIELDEN; 

KOLAJA, 2008; PARASURAMAN, 2011).  

A exemplo dos testes toxicológicos, o teste de toxicidade aguda (OECD n°423, 2002) é realizado 

para determinar o efeito de dose única de um produto em uma determinada espécie animal, 

preferencialmente roedores. O produto investigado é administrado em diferentes níveis de dose e o efeito 

é observado durante 14 dias. Todas as mortes causadas pelo produto, durante o período experimental, 

são registradas e as mudanças morfológicas, bioquímicas, patológicas e histológicas nos animais mortos 
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são investigadas. O teste de toxicidade aguda permite ainda determinar a dose letal 50% do produto em 

investigação (DORATO; BUCKLEY, 2006). 

Outro estudo relevante é o teste de toxicidade de dose repetida (OECD n°407, 2008), o qual é 

realizado por um período mínimo de 28 dias. O produto investigado é administrado diariamente durante 

um determinado período por via oral. Normalmente, utiliza-se roedores de qualquer gênero e idade entre 

5-6 semanas. Durante o período de investigação, parâmetros comportamentais e bioquímicos dos 

animais são analisados e, ao final do estudo, os tecidos da maioria dos órgãos são removidos e as 

alterações histológicas e imuno-histoquímicas são registradas (HUGHES et al., 2011). 

Por outro lado, a toxicogenética considera alterações estáveis e/ou hereditárias no genoma, que 

são capazes de influenciar a susceptibilidade relativa de um indivíduo (ou grupo de indivíduos) aos efeitos 

adversos à saúde resultantes da exposição a um produto ou fármaco (RUSYN et al., 2010). Como a 

maioria dos xenobióticos interferem com o genoma celular, os biomarcadores de efeito genotóxico podem 

ser úteis para determinar essa exposição (KANG et al., 2013). Singh e colaboradores (1988), 

desenvolveram o ensaio cometa (ou eletroforese em gel de célula única) para avaliar o dano ao DNA.  

O princípio do ensaio cometa é que o DNA não fragmentado mantém uma estrutura bem 

organizada no núcleo celular, mas esta organização logo é interrompida, quando a célula está danificada 

(COLLINS, 2004). O score visual do cometa pode ser calculado com base em uma escala de cinco níveis: 

0 a 4. Em uma célula categorizada no nível 4, todo o DNA está fragmentado na "cauda do cometa", 

significando que as células foram danificadas, enquanto que células de nível 0, o DNA está íntegro e 

contido na "cabeça do cometa". Esses dados agrupados, podem fornecer uma medida quantitativa para 

100 células, em uma escala de 0-400 (BHAT; GANDHI, 2017). Como procedimento simples e 

relativamente barato, a técnica detecta diversos danos ao DNA de células eucarióticas individuais, 

incluindo quebras de fitas simples e duplas, além de verificar também capacidade de reparo destes danos 

(SASAKI et al., 2000; AZQUETA et al., 2014). Portanto, o ensaio cometa é uma ferramenta útil na 

pesquisa de novas drogas, figurando como um dos testes especiais da OECD (n°489, 2014). 

A genotoxicidade de compostos é frequentemente avaliada em conjunto com a mutagenicidade 

(KANG et al., 2013). Testes de mutagenicidade são utilizados para avaliar alterações na sequência e 

estrutura do DNA, bem como aberrações cromossômicas, incluindo duplicações, inserções, inversões e 

translocações. Certos tipos de mutações resultam em carcinogênese (alteração em genes proto-

oncogenes e genes supressores de tumor) e, portanto, a determinação da mutagenicidade é essencial 

no processo de desenvolvimento de fármacos (CANO et al., 2017). Exemplos destes experimentos 

incluem o teste de micronúcleos (DOHERTY, 2012; SABHARWAL et al., 2015). 

A importância de avaliar a quantidade de micronúcleos (MN) produzida pela ação de agentes 

genotóxicos foi enfatizada por muitos estudos (DEGUCHI et al., 2007; ALIMBA; BAKARE, 2016; NWANI 
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et al., 2017; ROLIM et al., 2017). Além disso, este teste também faz parte dos ensaios exigidos pela 

OECD (n°474, 2014). Os MN são corpos extranucleares que contêm fragmentos cromossômicos 

danificados e/ou cromossomos inteiros, que não foram incorporados ao núcleo após a divisão celular 

(FENECH et al., 2011). Estes eventos podem ser induzidos por defeitos de reparação celular e 

acumulação de danos ao DNA e aberrações cromossômicas. Uma variedade de compostos genotóxicos 

podem induzir a formação de MN, levando à morte celular, instabilidade genômica, resultando em 

carcinogênese (FENECH et al., 2016). 
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 Associação do fitol com atividades tóxica e citotóxica em uma perspectiva 

antitumoral: uma meta-análise e revisão sistemática 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração de Lara Crow, adaptada do periódico Nature Reviews Cancer (2011). 

“Fitol: esquadrinhando seu potencial antitumoral” (Alencar, M.V.O.B.) 
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QUALIS B1 – Biotecnologia 

 

Resumo 

O fitol possui diversas atividades farmacológicas, como antimicrobiana, citotóxica, antitumoral, 
antimutagênica, antiaterogênica, antidiabética, hipolipemiante, antiespasmódica, antiepiléptica, 
antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatória, ansiolítica, antidepressiva e imunoadjuante. Vários 
estudos apontam para uma associação do fitol com implicações para apoptose e necrose, a nível celular, 
em diferentes modelos tumorais, no entanto, essa relação ainda permanece mal compreendida. Para 
esclarecer isso, realizamos uma meta-análise de estudos não-clínicos do fitol e sua associação com 
toxicidade/citotoxicidade, enfatizando os mecanismos de indução de apoptose e necrose, bem como sua 
importância na terapia oncológica. Estudos relevantes foram pesquisados sistematicamente nos bancos 
de dados PubMed e Web of Science. A associação entre fitol e toxicidade/citotoxicidade foi avaliada por 
odds ratio (OR) e 95% de intervalo de confiança (IC). Por fim, vinte e três estudos foram incluídos na 
meta-análise. Uma associação significativa entre fitol e toxicidade (OR: 1,47; IC 95% = 0,86-2,48) foi 
identificada entre estudos in vivo e, citotoxicidade (OR: 1,81; IC 95% = 1,12-2,65, p <0,05) em estudos 
in vitro e ex vivo. Em estudos in vitro, 24% deles indicaram que o fitol, em altas concentrações, induz 
apoptose por vários mecanismos; enquanto que 40% dos estudos ex vivo apontaram que o fitol induz a 
geração de espécies reativas de oxigênio. Por outro lado, o fitol não age como um oxidante direto, ao 
contrário do seu metabólito ácido fitânico. Além disso, 24% dos estudos in vivo também destacaram entre 
os mecanismos de apoptose, a expressão de proteína Bcl2 ou mutações na proteína pró-apoptótica Bax. 
Destes supracitados, 8% também apontaram necrose e hepatotoxicidade. No entanto, em 24% dos 
artigos, os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda não são bem elucidados. Este estudo 
confirma que a associação entre fitol e toxicidade/citotoxicidade depende da dose e/ou concentração 
utilizada nas condições experimentais fornecidas. Assim, ainda existem excelentes perspectivas para 
novas pesquisas voltadas para o uso do fitol e seu metabólito como agentes anticancerígenos. 
 

Palavras-chave: fitol, toxicidade, citotoxicidade, apoptose, necrose.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

O fitol, FIT, [(E,7R,11R)-3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol] é um diterpenoide de cadeia 

lateral longa (BLANKENSHIP, 2002; GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; ISLAM et 

al., 2015), amplamente distribuído em algas (XIAO; YUAN; LI, 2013; ISHIBASHI et al., 2014), plantas e 

bactérias, especialmente cianobactérias (JUDAH; BURDICK; CARROLL, 1954; HANSEN, 1980; 

RONTANI; VOLKMAN, 2003; VAVILIN; VERMAAS, 2007; SCHOUTEN, 2008). Algumas atividades foram 

atribuídas ao composto, por exemplo, imunoadjuvante (LIM et al., 2006), antimutagênica (KAGOURA; 

MATSUI; MOROHASHI, 1993), antimicrobiana (INOUE, 2005), antiprotozoária (BERO et al., 2013), anti-

inflamatória (SILVA et al., 2014), antiaterogênica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antidiabética 

(ELMAZAR, 2013), hipolipemiante (TAKAHASHI et al., 2002; PETER, 2014), antiespasmódica 

(PONGPRAYOON et al., 1992), antiepiléptica (COSTA et al., 2012), antinociceptiva (SANTOS et al., 

2013), antidepressiva (COST et al., 2011), ansiolítica (COSTA et al., 2014) e antiteratogênica 

(ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002).  

O FIT também exibiu hepatotoxicidade em ratos, com indução de apoptose e/ou necrose 

(MACKIE et al., 2009), bem como atividade antitumoral em diferentes linhagens cancerosas (MCF-7, PC-

3, HT-29, A-549, Hs294T e MDA-MB-231) e em ratos (WALSH, 2005; THORNBURG et al., 2006; LISKA 

et al., 2012; WRIGHT et al., 2012; HELLGREN, 2014). Além disso, o ácido fitânico (AF), um metabólito 

do FIT, demonstrou induziu estresse oxidativo em cérebro de ratos e pode ser considerado um 

complemento a outros agentes farmacológicos, possivelmente devido aos efeitos oxidativos, 

evidenciados pela diminuição da concentração de GSH e redução de citocromo c (LEIPNITZ et al., 2010). 

No entanto, há algumas evidências sugerindo que o metabólito AF pode induzir câncer de próstata 

(PRICE et al., 2010; WRIGHT et al., 2014), mas ainda não são conclusivas (HELLGREN, 2014; KATARIA 

et al., 2015). Os resultados de um estudo com ratos, indicaram que o FIT inibe a progressão tumoral em 

glândulas mamárias (LISKA et al., 2011), mas também induz autofagia e apoptose (SONG et al., 2015).  

A apoptose é uma via de morte celular programada e anormalidades nesse processo podem 

levar a sérios problemas na homeostase dos tecidos, ocasionando doenças autoimunes, afetando a 

integridade genômica e promovendo carcinogênese. Em células malignas, vários fatores ou 

mecanismos, como as proteínas da família Bcl2, mutações em proteínas pró-apoptóticas, processos de 

autofagia, necrose e necroptose, erros de sinalização nuclear, vias de proteassoma e mecanismos 

epigenéticos estão contribuindo para a resistência à apoptose (HASSAN et al., 2014; MOHAMMAD et 

al., 2015). 

Portanto, a indução de apoptose e inibição da proliferação celular, por diferentes mecanismos, 

têm sido utilizadas para estudos de fitoquímicos com atividade antitumoral (BEEVI et al., 2010). Além 
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desses aspectos, os fitoquímicos derivados de produtos naturais são fontes promissoras para agentes 

terapêuticos, especialmente na área oncológica (LIBRO et al., 2010). A terapia oncológica avançou 

muito, no entanto, o desenvolvimento de novas drogas ainda encontra grandes desafios, incluindo o fato 

da heterogeneidade genética do câncer, que conduz a múltiplas resistências (SAMADI et al., 2015). 

Para fins de estudo, o termo citotoxicidade é definido como o estado tóxico para as células, 

enquanto a toxicidade é definida como o grau em que uma substância tóxica pode prejudicar uma célula 

ou organismo. A presente revisão tem como objetivo estabelecer uma associação entre FIT com suas 

atividades tóxica e citotóxica em estudos in vivo, in vitro e ex vivo, bem como apontar alguns dos 

principais mecanismos de ação que favorecem a indução de apoptose e/ou necrose. 

 

2 METODOLOGIA 

 

A meta-análise foi realizada conforme o guia prático de meta-análise para estudos não clínicos 

de acordo com Sena e colaboradores (2015). 

 

2.1 Estratégia de pesquisa 

 

A revisão sistemática da literatura foi realizada nos bancos de dados PubMed e Web of Science, 

a partir de 1º de janeiro de 1966, até dezembro de 2016. As palavras-chave utilizadas para a pesquisa 

bibliográfica foram: [phytol] e [toxicity ou cytotoxicity ou antitumoral activity]. 

 

2.2 Critérios de inclusão e exclusão 

 

Somente os estudos em língua inglesa foram considerados nesta revisão. Os estudos foram 

incluídos quando atendiam aos seguintes critérios: (1) desenho do estudo in vivo, in vitro ou ex vivo; (2) 

investigação da correlação entre fitol e toxicidade ou citotoxicidade; (3) presença de tamanho da amostra 

nos grupos teste e controle; (4) sugestão de mecanismos que induzam apoptose e/ou necrose. 
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2.3 Análise estatística 

 

A força da associação entre FIT com toxicidade e citotoxicidade foi avaliada por odds ratio (OR), 

com 95% de intervalo de confiança (IC). Os dados foram agrupados em florest plot para correlações 

entre FIT com toxicidade e citotoxicidade, em estudos in vitro, ex vivo e in vivo. Os "valores de p" relatados 

foram testados em duas vias. Também foi realizado o refinamento dos dados com teste de Mantel-

Haenszel, considerando os modelos de estudos aleatórios (ADES; HIGGINS, 2005). Por fim, foram 

quantificadas as heterogeneidades entre os estudos por meio dos testes Q de Cochran e I2 de Higgins e 

Thompson (2002). Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando GraphPad Prism (v. 7.00 para 

Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com) e Review Manager (v. 5 

para Windows, Copenhagen: The Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2014).  

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Identificação dos estudos 

 

As estratégias de seleção dos estudos e os resultados obtidos estão apresentados na Figura 1. 

Os 6 artigos com insuficiência de dados foram eliminados. Vinte e nove artigos foram acessados quanto 

a elegibilidade. No total, 23 estudos foram qualificados e incluídos nesta meta-análise e correspondem a 

5 in vivo e 18 estudos ex vivo e in vitro. 

 

Figura 1. Estratégia de seleção dos estudos. 
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3.2 Associação entre fitol e citotoxicidade em modelos in vitro e ex vivo 

 

Houve associação entre FIT e risco aumentado de citotoxicidade (OR: 1,81; IC 95% = 1,12-2,65, 

p<0,05, Mantel-Haenszel – modelo de efeitos aleatórios). A citotoxicidade induzida por FIT em estudos 

in vitro e ex vivo foi associada a uma alta concentração durante os tratamentos, sugerindo atividade 

dose-dependente (Figura 2). 

 

Figura 2. Forest plot da associação entre FIT e citotoxicidade em estudos in vitro e ex vivo. 

 

 

A análise estratificada do FIT em evidências in vitro, demostrou que as atividades mais 

frequentes foram citotoxicidade (24%), antimicrobiana (21%), antitumoral (6%), hipolipemiante (6%) e 

antidiabética (6%). Para os estudos ex vivo, as atividades mais frequentes foram citotoxicidade (60%) e 

imunomoduladora (15%) (Figura 3). 
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Figura 3. Atividades do FIT em estudos in vitro (A) e ex vivo (B). 

 

 

Em seguida, os mecanismos de ação mais frequentes para o FIT, em estudos in vitro, foram 

analisados (Figura 4), dos quais, a ativação dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 

alfa (PPARα), correspondeu ao mais frequente (12%), semelhantemente para estudos in vivo, discutidos 

adiante. Por outro lado, para os estudos ex vivo, o mecanismo mais frequente para o FIT foi a geração 

de espécies reativas de oxigênio (ERO’s), induzindo citotoxicidade (40%) (Figura 5). 
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Figura 4. Mecanismos de ação descritos para o FIT em estudos in vitro. A: remoção de radical hidroxila; B: promover 
respostas humorais efetivas e imune mediada por células. C: indução de depuração de bactérias. D: interferência com a 
contração de células musculares lisas vasculares. E: estimulação da absorção de glicose. F: ativação de PPARα. G: geração 
de espécies reativas de oxigênio. H: inibição de p38 MAPK. I: lesão tegumentar. J: aumento da AMACR (alfa-metilacil-CoA 
racemase). K: indução de apoptose dependente de caspase. L: inibição de crescimento. M: indução de morte celular. N: 
inibidor da GAPDH tripanossomíaca. O: indução de anormalidade mitocondrial e morte celular. P: inibição do efluxo 
dependente de ATP. Q: nenhuma evidência clara do mecanismo envolvido. R: inibição de colinesterase. S: redução de 
motilidade flagelar. 
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Figura 5. Mecanismos de ação descritos para o FIT em estudos ex vivo. A: geração de espécies reativas de oxigênio. B: 
ativação de PPARα. C: impacto na expressão de CYP26 intestinal. D: produção reduzida de IFN-γ, IL-4 e IL-10. E: redução 
de radicais livres. F: inibidor metabólico que interrompe a homeostase mitocondrial. G: estimulação da absorção de glicose. 
H: liberação intracelular de Ca2+. I: indução de apoptose dependente de óxido nítrico. J: distúrbio de energia celular e 
homeostase redox. K: redução de ATP mitocondrial. 

 

 

3.3 Associação entre FIT e toxicidade em estudos in vivo 

 

O FIT demonstrou estar associado ao risco aumentado de toxicidade (OR: 1,47; IC 95% = 0,86-

2,48, p<0,05, Mantel-Haenszel – modelo de efeitos aleatórios) (Figura 6). Da mesma forma, como 

mencionado anteriormente, a toxicidade exibida pelo FIT em estudos in vivo foi associada a uma dose 

elevada durante os tratamentos. 
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Figura 6. Forest plot da associação entre FIT e toxicidade em estudos in vivo. 

 

 

Posteriormente, os resultados da análise estratificada por atividade e mecanismo de ação 

envolvidos foram acessados. As atividades mais frequentes entre os diferentes estudos in vivo foram a 

toxicidade (16%), por avaliação da massa corporal e testes comportamentais, seguido de 

imunoestimulante (12%), antiaterogênica (12%), hepatotóxica (12%), carcinogênica (12 %) e reguladora 

de peroxissomos (12%) (Figura 7). 
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Figura 7. Atividades do FIT em estudos in vivo. 

 

 

Além disso, em relação ao mecanismo descrito para o FIT, entre os diferentes estudos in vivo, 

destaca-se a ativação de PPAR (16%) (Figura 8), como o mais frequente. 
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Figura 8. Mecanismos de ação descritos para o FIT em estudos in vivo. A: promoção de respostas humorais efetivas e imune 
mediada por células. B: modulação de resposta imune por efeitos apoptóticos/necróticos. C: inibição do metabolismo do ácido 
all-trans-retinoico. D: necrose hepatocelular. E: ativação de PPARα. F: indução de falência hepática. G: ativação de receptores 
nucleares e heterodimerização de RXR. H: bradicardia e distúrbios da condução de impulso intraventricular. I: expressão de 
citocinas e fatores quimiotáticos. J: Diminuição do volume tumoral. K: inibição do crescimento celular. L: nenhuma evidência 
clara do mecanismo envolvido. M: inibição da permeabilidade vascular e expressão de citocinas. N: modulação de 
neurotransmissores. O: redução nos níveis de IL-1β, TNF-α e estresse oxidativo. P: interação com o sistema GABAérgico. 
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4 DISCUSSÃO 

 

4.1 Mecanismos de toxicidade e citotoxicidade do FIT e AF em estudos in vitro e ex vivo 

 

O FIT é produzido a partir da hidrólise da clorofila, no intestino de animais ruminantes, que por 

ação das enzimas álcool desidrogenase (ADH) e aldeído graxo desidrogenase (FALDH), transforma-se 

em fitenal e ácido fitênico, respectivamente. No entanto, o FIT pode ser reduzido ao dihidrofitol e, após 

a oxidação na presença de FALDH, será convertido em fitanal. Finalmente, tanto o ácido fitênico, quanto 

o fitanal, na presença de ADH são oxidados para o AF (ISLAM et al., 2015) (Figura 9). 

 

Figura 9. Biossíntese de ácido fitânico. ADH: álcool desidrogenase. FALDH: aldeído graxo desidrogenase. NAD+: 
nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidada. NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida. NADP+: nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato oxidada. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida. 

 

Fonte: adaptado de Islam e colaboradores (2015). 
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Os estudos in vitro, avaliados nesta meta-análise, apontaram várias atividades para fitol com 

relevância para estudos de citotoxicidade (24%) e atividade antimicrobiana (21%); bem como suas 

propriedades antitumorais (6%) e carcinogênicas (3%). Os efeitos citotóxicos foram atribuídos a 

mecanismos de geração de ERO’s, ativação de PPAR e caspases, inibição de ATP e ação antitumoral 

por indução de apoptose. Atividades semelhantes foram observadas em estudos ex vivo, no entanto, 

40% dos estudos indicaram, indiretamente, que o FIT induz ERO’s. Por outro lado, 24% dos estudos in 

vitro indicaram que os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda não são bem compreendidos. 

Estes mecanismos serão discutidos mais adiante. 

O estresse oxidativo e a apoptose são mecanismos conhecidos para toxicidade, teratogênese e 

mortalidade (KUPSCO; SCHLENK, 2015). A apoptose de células T é mediada por proteínas BH3 e Noxa, 

que inibem a Mcl-1, podendo afetar a estabilidade entre essas proteínas e consequentemente, conduzir 

à apoptose. O eixo Noxa/Mcl-1 regula a susceptibilidade à apoptose sob limitação de glicose na divisão 

de células T, o que destaca, a condução de morte celular independentemente da geração de ERO’s ou 

ativação do gene p38 e MAP quinase (WENSVEEN et al., 2011). 

O FIT induz aumento na expressão de PPAR dependente da atividade da luciferase, em células 

HepG2 diretamente e, independentemente, o seu metabólito AF (GOTO et al., 2005; SCHÖNFELD; 

REISER, 2016). O mecanismo de necrose hepatocelular induzida por AF pode estar relacionado ao 

aumento de peróxido de hidrogênio, geração de ERO’s, produção de intermediários tóxicos, como o 

ácido dicarboxílico, via indução de CYP4A, bem como alteração da função mitocondrial e acúmulo de 

lipídios nas membranas (KOMEN et al., 2007). O relato de que a biossíntese do colesterol atua como 

ponto de verificação do ciclo celular, regulando a proliferação celular (SINGH et al., 2013), favorece 

nossas observações e sugere um suposto mecanismo para os efeitos hipolipemiantes do FIT, associados 

à redução da proliferação de células cancerígenas. O controle da biossíntese de colesterol nas células 

está diretamente relacionado aos domínios de membranas (raft lipídicos), que orquestram diversos 

eventos de sinalização no crescimento celular. 

Em estudos in vitro, o FIT é um agente antioxidante, no entanto, pode desempenhar eventos pró-

oxidativos em células eucarióticas. Sendo um componente de óleo essencial, a atividade do FIT depende 

da sua concentração. Em baixas concentrações é citoprotetor, enquanto que em maior concentração, 

desempenha efeito citotóxico (ISLAM et al., 2016a). Facchini e colaboradores (2014) sugeriram que o 

FIT (10-60 μM), diminui a atividade de SOD de forma concentração-dependente, exercendo efeito 

citotóxico por meio do desequilíbrio redox em células T98G e U87-MG. Além disso, em células KGN 

(granulosa ovariana humana), o FIT (10 μg/mL) diminuiu a expressão de aromatase pela inibição da 

expressão de p38 MAPK (GOU et al., 2014). 
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Quimicamente, o FIT tem um grupo OH em seu carbono (C1). Os compostos com grupos OH 

ativos, como os diterpenoides, podem eliminar microrganismos devido ao aumento da atividade citotóxica 

(GYAWALI; IBRAHIM, 2014; SHAH; BOSCO; MIR, 2014). Por indução de OH•, é possível avaliar a 

capacidade oxidante das substâncias. Este mecanismo provavelmente pode ser sugerido para as 

atividades antimicrobianas e citotóxicas do FIT (ISLAM et al., 2015). Por sinal, este diterpenoide (62,5 

μg/mL) apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli, C. albicans e A. nigricans. Em relatos 

anteriores, verificou-se que o FIT inibe o crescimento de células Molt 4B, por indução de apoptose 

(KOMIYA et al., 1999; HIBASAMI et al., 2002). Além disso, o estudo de Chikati (2013) sugeriu que o FIT 

inibia, de forma concentração-dependente, o crescimento de células MDA MB 231, juntamente com um 

efeito anti-invasivo. Outra evidência aponta que em células Huh7 e HepG2, o FIT (20-100 μM) exibiu 

efeito antitumoral, por meio de indução de apoptose via ativação de caspase-9/3 e inibição de transição 

epithelial-mesenquimal (EMT) (KIM et al., 2015). 

A apoptose induzida por FIT, em células de adenocarcinoma gástrico (AGS), foi observada pelo 

aumento de células na fase mitótica sub G1, regulação negativa de Bcl-2, regulação positiva de Bax, 

ativação de caspases-3/9, clivagem de PARP, despolarização de membranas mitocondriais e indução 

de autofagia. Além disso, o FIT pode induzir citotoxicidade por geração de ERO’s, bem como pelo 

aumento da expressão de p62 (SONG; CHO, 2015). Os mecanismos propostos que conduzem a 

apoptose e necrose, a partir de evidências anteriores, estão sumarizados na Figura 10. 
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Figura 10. Resumo dos mecanismos propostos para indução de apoptose e necrose pelo FIT, a partir de diferentes estudos. 
ERO: espécies reativas de oxigênio. PKC: proteína cinase C. NF-κB: fator nuclear kappa B. RTK: receptor tirosino cinase. 
PI3K: fosfoinositídeo 3-cinase. CKR: receptor relacionado a citocinas. TATs: transdutor de sinal e ativador de transcrição. 
BcL-xL: proteína linfoma de células B - extragrande. CYP-c: ciclofilina C. RIP-3: proteína de interação com receptor. MLKL: 
proteína domínio cinase de linhagem mista. PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma. Bax: proteína X 
associada a Bcl-2. ERK: cinases reguladas por sinal extracelular. JNK: cinases C-Jun N-terminal. MMPs: metaloproteinase 
de matriz. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida. GPCR: receptores acoplados a proteína G. 

 

 

Diferentes fatores podem levar à apoptose no fígado, incluindo álcool, vírus, ácidos biliares 

tóxicos, ácidos graxos, drogas e respostas imunes por receptores de membrana, estresse oxidativo, 

estresse do retículo endoplasmático, permeabilização lisossômica e disfunção mitocondrial (WANG, 

2014). O AF inibe a histona desacetilase (Hdac2) e induz morte celular, com efeitos citotóxicos 

associados a caspase-9, como observado em células neuronais (NAGAI, 2015). Também pode gerar 

ERO’s durante a β-oxidação (TAMATANI et al., 1999). Além de induzir apoptose e necrose, o FIT possui 

alta hidrofobicidade, portanto, atravessa facilmente membranas celulares e mitocondriais, causando a 

perda de elementos essenciais para a célula, alterando o potencial de membrana, neutralizando espécies 

reativas, mas também podendo induzir autodestruição de estruturas celulares como proteínas, lipídios e 

DNA; isso reflete em citotoxicidade/genotoxicidade e disfunção mitocondrial, bem como eventos 

mutagênicos (ISLAM et al., 2016a). 

Estudos in vitro revelaram que o AF pode induzir doenças peroxissomais e gerar estresse 

oxidativo em regiões cerebrais de ratos, sendo considerado neurotóxico (FERDINANDUSSE et al., 2008). 

Além disso, induz acumulação de lipídios e citotoxicidade em estudos in vitro com fibroblastos 

(ATSHAVES et al., 2002), o que pode ser explicado pela liberação de ácido dicarboxílico, um metabólito 
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do AF, resultante da ação de enzimas CYP4A (MACKIE et al., 2009). Entretanto, também pode aumentar 

a α-oxidação e levar ao estresse oxidativo com potencial para danificar o DNA (MACKIE et al., 2009). A 

oxidação está envolvida em vários tipos de cânceres, assim como a proliferação peroxissômica, como 

por exemplo, estando presente em hepatocarcinoma por meio do envolvimento da proteína PPARα 

(YOUSSEF; BADR, 2011). 

Os PPAR também são importantes para o tratamento de doenças metabólicas, figurando como 

fatores de riscos. Este grupo de biomoléculas são fatores transcricionais presentes em três isoformas, 

PPAR-α e PPAR-γ, envolvidos na regulação do metabolismo lipídico e homeostase da glicose e, PPAR-

β/δ, que está envolvido no efeito anti-inflamatório (GONZALEZ; SHAH, 2008; MONSALVE et al., 2013). 

Estudos in vitro relataram atividades citotóxicas e antitumorais do FIT, as quais estão sumarizadas na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Efeitos citotóxicos, anticancerígenos e antitumorais atribuídos ao FIT e AF in vitro. 

Sistema Dose Resultado Referência 

Citotoxicidade 

Linhagens de glioblastoma 10-60 μM Diminuiu a atividade de SOD (IC50: 21,32 μM). A 

citotoxicidade (30 μM) e o equilíbrio redox 

podem ser primordiais para indução de morte 

nas células T98G e U87-MG, após o tratamento. 

Facchini et al. (2014) 

Células T98G e U87-MG 10-60 μM Diminuiu a atividade de SOD de forma 

concentração dependente, exercendo efeito 

citotóxico por meio do de desequilíbrio redox. 

Facchini et al. (2014) 

Células KGN (granulosa 

ovariana) 

10 μg/mL Redução da expressão de aromatase em 

células KGN, bem como inibição de p38 MAPK 

(IC50: 1 μM). 

Guo et al. (2014) 

Células de adenocarcinoma 

gástrico humano (AGS) 

0-200 μM/24 h 

de tratamento 

Atividade antiproliferativa: autofagia com 

aumento da formação de vacúolos e agregados 

GFP-LC3. 

Song et al. (2015) 

Células Molt 4B - Indução de apoptose. Komiya et al. (1999) 

Hibasami et al. (2002) 

Astrócitos 50 mM O ácido fitânico induziu morte celular por 

apoptose via mitocondrial. 

Schonfeld e Reiser 

(2006) 

Células N2A de 

neuroblastoma de 

camundongos 

10 μM Anormalidade mitocondrial induzida pelo ácido 

fitânico e morte celular por ativação de Hdac2,3. 

Nagai (2015) 

Células cerebrais de ratos 10-50 μM Estresse oxidativo induzido pelo ácido fitânico. Ferdinandusse et al. 

(2008) 

Fibroblastos de ratos - Acúmulo de lipídeos induzido pelo ácido fitânico 

e citotoxicidade. 

Atshaves et al. (2002) 

Atividade antitumoral e anticancerígena 
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Leucemia linfoide, células 

Molt 4B 

- Inibição do crescimento das células Molt 4B 

devido à indução de apoptose. 

Komiya et al. (1999) 

Hibasami et al. (2002) 

Pele de camundongos ICR 

fêmeas 

100 mg 

(topicamente; 

16 semanas) 

Fraca atividade carcinogênica. Kagoura, Matsui e 

Morohashi (1993) 

Ratas fêmeas Sprague-

Dawley 

0,5 a 7 μg/kg 

(i.p.) por 

semana 

Inibição da progressão tumoral induzida por 

NMU em glândula mamária, juntamente com 

diminuição da carga e volume tumoral. 

Líška et al. (2011) 

Linhagem tumoral de mama 

(MDA MB 231) 

- Inibição dose-dependente (1 μM), juntamente 

com efeito anti-invasivo (2 μM). 

Chikati et al. (2013) 

Células Huh7 e HepG2 

(hepatocarcinoma) 

0, 20, 40, 80 e 

100 μM/24 h 

de tratamento 

Atividade antitumoral por indução de apoptose 

via caspase-9/3 e inibição da EMT em células 

de carcinoma hepatocelular. 

Kim et al. (2015) 

Legenda: i.p.: intraperitoneal; MAPK: proteínas quinases ativadas por mitógenos; Hdac2,3: histona deacetilase; NMU: n-
metil-n-nitrosourea; EMT: transição epitélio-mesenquimal. 

 

4.2 Mecanismos de toxicidade e citotoxicidade do FIT e AF em estudos in vivo 

 

Esta meta-análise apontou que o FIT está associado a atividades tóxicas in vitro e ex vivo, o que 

também foi verificado em estudos in vivo. O FIT, em altas doses, in vivo, induziu toxicidade (16% dos 

estudos) e hepatotoxicidade (12%), regulou atividades de peroxissomas e possuiu atividade 

imunoestimulante (12%). Os mecanismos apontados in vivo foram semelhantes aos observados em 

estudos in vitro. Entre estes, a ativação de proteínas PPAR (16%), indução de apoptose (24%) e necrose 

(8%), bem como a redução de interleucinas, por estresse oxidativo (4%). Estes mecanismos serão 

discutidos mais adiante. 

Há relato de toxicidade do FIT em estudo com camundongos (CHOWDHURY; GHOSH, 2012). 

A toxicidade atribuída ao diterpenoide foi observada, de forma dose-dependente, na pele do animal 

(GHANEIAN et al., 2015), e demonstrou induzir hepatotoxicidade com lesões hepáticas, ruptura do 

cordão hepático e pequenas áreas multifocais de necrose em hepatócitos, com infiltração precoce de 

células inflamatórias (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). O FIT, presente na dieta dos animais, foi 

associado à necrose hepatocelular e ao aumento das enzimas hepáticas (ALT e AST) (ISLAM et al., 

2016b). Em um estudo in vivo, o FIT (5, 50 e 300 mg/kg [v.o.]), administrado durante 7 dias em 

camundongos, não causou alterações significativas nos parâmetros bioquímicos e fisiopatológicos 

(SAIKIA et al., 2010). No entanto, nas doses de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 μg/mL, o FIT (tempo-

dependente) demonstrou toxicidade considerável em camundongos (GHANEIAN et al., 2015). Em outro 

estudo, o diterpenoide (0,5 e 1,0% [v.o.]) administrado em camundongos C57BL/6NCR 129/SvJ, exibiu 

hepatotoxicidade com necrose celular, onde as fêmeas foram mais suscetíveis a ele, com uma expressão 

hepática inferior da proteína carreadora de esterois x (SCP-x) (MACKIE et al., 2009). 
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Por outro lado, em ratos Sprague-Dawley machos, houve diminuição da atividade de ACMSD e 

expressão de mRNA, de forma dose-dependente, no fígado e em hepatócitos primários de ratos. A 

expressão de mRNA de ACO (um gene alvo de PPARα) foi maior nos grupos tratados com baixa dose 

de FIT (MATSUDA et sl., 2013). Outro estudo indicou que o FIT (5-40 mg/kg [i.p.]), em camundongos 

BALB/c, reduziu (tempo-dependente) várias quimiocinas e citocinas (IL-6, MCP-1 e MIP-1), implicando 

em mobilização e ativação de neutrófilos e monócitos, liberação de quimioatratores de células B, ativação 

de quimiocinas de células T (TCA), IL-4, IL-12 e TIMP-1, bem como aumento da expressão de genes 

como NLRP3 (AACHOUI et al., 2011). 

O estudo de Aachoui e colaboradores (2011), demonstrou que o FIT (5-40 mg/kg [i.p.]), 

aumentou significativamente as respostas de anticorpos IgG1 e IgG2α, portanto, modulando a resposta 

imune em células tumorais alvo em C57Bl/6 e BALB/c. Além disso, tanto o FIT, como o AF (500 mg/kg 

[v.o.]), reduziram o efeito teratogênico induzido por retinol em camundongos fêmeas (ARNHOLD; 

ELMAZAR; NAU, 2002). O FIT também reduziu estresse oxidativo e atenuou a resposta inflamatória, por 

meio da inibição da migração de neutrófilos e redução nos níveis de IL-1β, IL-4, IL-10, IL-17A e TNF-α, 

em camundongos albinos (SILVA et al., 2014; NAKANISHI et al., 2016).  

Por outro lado, o AF (50 mM), em cérebro de ratos, demonstrou induzir apoptose via disfunção 

mitocondrial (SCHONFELD; REISER, 2006). Em outro estudo, observou-se que o AF (10 mM), em 

células N2A (neuroblastoma de ratos) induziu anormalidade mitocondrial e morte celular por ativação de 

histona deacetilase (NAGAI, 2015). Além disso, verificou-se também aumento dos níveis de TBARS e 

indução de danos oxidativos em proteínas, tanto no cerebelo, quanto no córtex cerebral de ratos Wistar 

machos, acompanhado de uma redução significativa do conteúdo de GSH (LEIPNITZ et al., 2010). No 

entanto, o estudo de Nakanishi e colaboradores (2016), sugeriu que o AF, em camundongos, reduziu 

significativamente os níveis de IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-17A.  

Curiosamente, o FIT (100 mg), quando aplicado topicamente durante 16 semanas na pele de 

camundongos fêmeas, induziu fraca atividade carcinogênica (KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI, 

1993). Contrariamente, o diterpenoide (0,5 a 7 μg/kg (i.p./semana) inibiu a progressão tumoral, induzida 

por n-metil-n-nitrosourea, juntamente com a diminuição da carga e do volume do tumor em glândulas 

mamárias de ratas Sprague-Dawley (LISKA et al., 2011). O FIT pode ser convertido em AF, que por sua 

vez, pode se ligar a fatores de transcrição, ativando receptores PPARα e induzir expressão de genes 

que codificam enzimas do metabolismo de ácidos graxos, em peroxissomos e mitocôndrias. Nos estudos 

com ratos, propõe-se que ele possa aumentar a expressão de catalases e indução de hipertrofia 

hepatocelular e necrose. 

Não obstante, em um estudo, o FIT apresentou atividade antiproliferativa, em que a morte de 

células por autofagia foi caracterizada pelo aumento do número de organelas vacuolizadas e formação 
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de agregação GFP-LC3 (SONG et al., 2015). Como potente inibidor de aromatase, o FIT diminuiu a 

expressão de aromatase em células da granulosa humana via inibição de p38 MAPK; este efeito pode 

ser importante para a prevenção e tratamento de cânceres dependentes de estrogênio (GOU et al., 

2014). Vários estudos in vivo com FIT e suas atividades tóxica, citotóxica, imunomoduladora e 

imunoestimulante estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Atividades tóxica, citotóxica, imunomoduladora e imunoestimulante atribuídas ao FIT e AF em 
estudos in vivo. 

Sistema Dose Resultado Referência 

Toxicidade 

Camundongos (Swiss) 

albinos 

5, 50 e 300 mg/kg 

(v.o.), durante 7 

dias 

Alterações bioquímicas e fisiopatológicas. Saikia et al. (2010) 

Camundongos (Swiss) 

albinos 

- Hepatotoxicidade McGinty et al. (2010) 

Camundongos (Swiss) 

albinos 

- Necrose hepatocelular e aumento das enzimas 

hepáticas (ALT e AST) 

Islam et al. (2016b) 

Camundongos (Swiss) 

albinos 

62,5, 125, 250, 

500 e 1000 μg/mL 

Toxicidade tempo-dependente  Ghaneian et al. (2015) 

Citotoxicidade 

Camundongos 

C57BL/6NCR 129/SvJ 

0,5 e 1,0% (v.o.) Necrose hepatocelular, padrão incomum de 

lesão hepatotóxica, maior susceptibilidade de 

camundongos fêmeas. 

Mackie et al. (2009) 

Ratos Sprague-Dawley 

machos 

0,5%, 1% ou 2% 

(v.o.), durante 7 

dias 

Diminuição da atividade de ACMSD e 

expressão de RNAm, de forma dose-

dependente em fígado. Expressão de RNAm de 

ACO (gene alvo de PPARα) foi maior nos 

grupos tratados com baixa dose de FIT. 

Aumento do nível de NAD no sangue por 

supressão da expressão de RNAm de ACMSD 

no fígado dos animais. 

Matsuda et al. (2013) 

Atividade imunomoduladora e imunoestimulante 

Camundongos BALB/c 5-40 mg/kg (i.p.) Mobilização e ativação de neutrófilos e 

monócitos, liberação de quimioatratores BLC de 

linfócitos B, quimiocinas TCA de linfócitos, IL-4, 

IL-12 e TIMP-1, bem como expressão 

aumentada de genes NLRP, incluindo NLRP3. 

Aachoui et al. (2011a) 

Camundongos C57Bl/6 

e BALB/c 

5-40 mg/kg (i.p.) Aumento da resposta de anticorpos IgG1 e 

IgG2α específicas; modulação da resposta 

imune por meio de efeitos 

apoptóticos/necróticos em células tumorais 

alvo. 

Aachoui et al. (2011b) 

Camundongos 7,5, 25, 50 e 75 

mg/kg (v.o.) 

Atenuação da resposta inflamatória por inibição 

da migração de neutrófilos causada pela 

Silva et al. (2014) 
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redução nos níveis de IL-1β e TNF-α, bem como 

estresse oxidativo. 

Camundongos C57BL/6 

fêmeas 

3, 10 e 30 µM Redução significativa de IFN-γ, IL-4 e IL-10, por 

todas as substâncias de teste e IL-17 por FIT e 

AF. 

Nakanishi et al. (2016) 

Legenda: IL: interleucina; IFN: interferon; FIT: fitol; AF: ácido fitânico; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato 

aminotransferase; ACMSD: aminocarboximuconato semialdeído descarboxilase; NAD: niacina adenina dinucleotídeo; 

PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma; IgG: imunoglobulina; NLRP: proteína receptora tipo NOD. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Este estudo apontou a associação entre FIT e toxicidade/citotoxicidade, em estudos in vitro, ex 

vivo e in vivo, bem como alguns dos possíveis mecanismos de importância para a indução de apoptose 

e/ou necrose. Apesar das controvérsias quanto as doses e/ou concentrações e via de administração, 

observaram-se efeitos tóxicos e citotóxicos em doses/concentrações mais elevadas. Estudos in vivo, 

realizados principalmente em ratos e camundongos, demonstraram resultados similares para os 

mecanismos observados em estudos in vitro e ex vivo. No entanto, 24% dos artigos analisados indicaram 

que os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda precisam ser melhor compreendidos. Em 

relação à indução de apoptose, o FIT e AF podem afetar o equilíbrio da proteína Bcl2, ativar o gene p38, 

alterar a homeostase de Ca2+, induzir disfunção mitocondrial, ativar caspases, alterar o potencial de 

membrana, induzir a redução de interleucinas, inibir aromatase e induzir a geração de ERO’s. Os 

mecanismos relatados para o FIT são importantes para a ação antitumoral. Estudos avançados, 

especialmente em células tumorais humanas e modelos animais, com diferentes tipos de câncer, são 

necessários para o desenvolvimento de formulações farmacêuticas com fitol para terapias oncológicas. 
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QUALIS B1 – Biotecnologia 

 

Resumo 

O fitol é um diterpenoide imunoadjuvante, antimutagênico, ansiolítico, antimicrobiano, antiprotozoário, 
anti-inflamatório, antioxidante, antiteratogênico, antidiabético, hipoglicemiante, antiespasmódico, 
anticonvulsivante, antinociceptor e antidepressivo. Entretanto, seu perfil toxicológico não está bem 
esclarecido. Este estudo objetivou a investigação toxicogenética do fitol. Para tanto, 45 ratos Wistar 
albinos, fêmeas, não gestantes foram tratadas de forma aguda e subcrônica com fitol (v.o.) nas doses 
de 300 e 2000 mg/kg e 30, 60 e 90 mg/kg durante 14 dias e 28 dias, respectivamente. Foram realizadas 
avaliações hipocrática, neurofarmacológica, genotóxica em multiórgãos e mutagênica em medula, com 
aplicação do ensaio cometa e teste de micronúcleos.  Os resultados demonstraram que a administração 
aguda de fitol não produziu morte, com  DL50 acima de 2000 mg/kg. Entretanto, alterações toxicológicas 
(aumento do consumo de água e micção), de patologia clínica (eritropenia, eosinofilia, neutrofilia e 
linfopenia) e neurofarmacológica (aumento de autolimpeza e redução da atividade locomotora, 
especialmente nas maiores doses subcrônicas) foram observadas dependendo do tratamento e das 
doses testadas. Não foram evidenciadas alterações histopatológicas hepáticas. Por outro lado, o fitol 
induziu genotoxicidade em todos os tratamentos em células de medula óssea, fígado, rim e sangue 
periférico. Não foi evidenciado atividade de reparo de danos em sangue periférico, bem como não houve 
indícios de mutagenicidade em medula óssea. Diversos mecanismos poderiam justificar os possíveis 
efeitos toxicogenéticos observados no estudo. No entanto, os mecanismos oxidativos do fitol podem 
estar implicados nos seus efeitos toxicológicos pelas alterações neurofarmacológicas e de instabilidade 
genética. Os resultados desse estudo apontam para perspectivas do uso do fitol em doses oxidantes, 
especialmente em formulações farmacêuticas antitumorais. 
 

Palavras-chave: fitol, toxicidade aguda, toxicidade subcrônica, ensaio cometa, teste de micronúcleos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Diversos produtos naturais e seus derivados fitoquímicos, apresentam atividade farmacológica 

e, têm sido fontes de agentes terapêuticos (DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Os óleos essenciais, que 

compreendem complexas misturas de terpenos, protegem as plantas de doenças, bem como apresentam 

atividades farmacológicas (WITTAYALAI et al., 2014; STAPPEN et al., 2015). Os terpenos são 

sintetizados a partir de unidades de isopreno (C5), dentre eles os carotenoides (C40) que são pigmentos 

amarelos e vermelhos em plantas. A clorofila é um pigmento verde, composto de anel clorina com uma 

longa cadeia lateral, apresentando o diterpenoide fitol (C20) (GONZÁLEZ-BURGOS; GÓMEZ-

SERRANILLOS, 2012). 

O fitol ([E,7R,11R]-3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol), neste estudo denominado FIT, é um 

diterpenoide presente em óleo essencial, com diversos efeitos biológicos como imunoadjuvante (LIM et 

al., 2006), antimutagênico (KAGOURA et al., 1993), ansiolítico (COSTA et al., 2014), antimicrobiano 

(INOUE et al., 2005; MORAES et al., 2014), antiprotozoário (BERO et al., 2014), anti-inflamatório (SILVA 

et al., 2014), antioxidante (PEJIN et al., 2014; ISLAM et al., 2015; ISLAM et al., 2016a), antiteratogênico 

(ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antidiabético (ELMAZAR et al., 2013), hipoglicemiante (PETER, 

2014), antiespasmódico (PONGPRAYOON et al., 1992), anticonvulsivante (COSTA et al., 2012), 

antinociceptor (SANTOS et al., 2013),  antidepressivo (COSTA et al., 2011) e anticâncer (GUO et al., 

2014). Em virtude de sua cadeia química possuir caráter lipofílico, o FIT pode interagir com membranas 

celulares, assim como outras substâncias lipofílicas e metabólitos de importância como agente 

terapêutico e/ou protótipo no desenvolvimento de fármacos, a exemplo de outros óleos essenciais 

(MALLA; GAUCHAN; CHHETRI, 2015). 

Entretanto, estudos toxicológicos não clínicos e clínicos de candidatos a fármacos são requeridos 

por agências reguladoras e pela indústria farmacêutica, a fim de avaliar os limites de toxicidade em 

animais e humanos para prevenção de riscos (VILLAIN et al., 2016; WARHEIT; BROWN; DONNER, 

2015). Os estudos toxicológicos não clínicos são regulamentados pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária – ANVISA (2013) em análises de toxicidade de dose única (aguda), toxicidade de doses 

repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerância local e carcinogenicidade. A genotoxicidade 

induzida por agentes químicos e/ou físicos, que interagem com o DNA, bem como por outros caminhos 

celulares, pode ocasionar adutos, quebras de fitas, mutações de ponto e alterações estruturais e 

numéricas aos cromossomos que podem ser associadas à carcinogenicidade (BAUMSTARK-KHAN; 

HELLWEG; REITZ, 2010; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). 

Diversos estudos também apontam que os testes para detecção de genotoxicidade apresentam 

correlações positivas para carcinogenicidade. O ensaio cometa e teste de micronúcleos são indicados 
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na avaliação de genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente de forma associada (KANG et al., 

2013), considerando que os danos ao DNA são críticos para sobrevivência celular, pois alguns danos 

não são reparados durante a parada do ciclo celular e podem induzir apoptose ou crescimento anormal 

de células (KLAPACZ et al., 2016; HYUN; JANG, 2015). Assim, esse estudo teve por objetivo avaliar os 

efeitos toxicogenéticos do fitol em ratos (fêmeas), por meio da aplicação de testes comportamentais, 

dosagens enzimáticas, análises hematológica e histopatológica, bem como o estudo da genotoxicidade, 

reparo de DNA e riscos de mutagenicidade, buscando correlações entre os biomarcadores 

toxicogenéticos. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes e químicos 

 

O FIT e todos os outros produtos químicos e reagentes necessários para a realização deste 

estudo foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Chem Ex. Co. St. Louis, Missouri, USA). O composto fitol foi 

solubilizado em 0,05% de Tween 80, dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sódio. Nos experimentos in vivo, 

o fitol foi administrado oralmente em Rattus norvegicus em doses de 300 e 2000 mg/kg (toxicidade aguda) 

e 30, 60 e 90 mg/kg (toxicidade com doses repetidas). As doses nesse estudo foram escolhidas de 

acordo com o Guia para a Condução de Estudos Não Clínicos de Segurança necessários ao 

desenvolvimento de Medicamentos (ANVISA, 2013), bem como os protocolos OECD n° 423 e 407. 

 

2.2 Animais experimentais 

 

Rattus norvegicus fêmeas (145-220 g), com 2 meses de idade, foram utilizadas neste estudo. 

Todos os animais foram mantidos em ambiente controlado de temperatura (26° ± 1°C), em ciclo 

claro/escuro de 12 horas (período claro de 6h – 18h), com livre acesso à água e ração (Purina®). Os 

animais permaneceram em aclimatação durante sete dias antes do início dos experimentos. Os animais 

foram divididos nos seguintes grupos: controle (água destilada, v.o.), fitol (300 e 2000 mg/kg, v.o., 

tratamento agudo e 30, 60 e 90 mg/kg, v.o., tratamento com doses repetidas). A quantidade de animais 

foi estabelecida de acordo com o guia para condução de estudo de toxicidade aguda e de doses repetidas 

via oral, da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD nº 423, 2001 e OECD 

nº 407, 2008, respectivamente). Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (#004/15, ANEXO C). 
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2.3 Administração de FIT e triagem toxicológica 

 

Após jejum noturno, os animais em exposição aguda foram tratados, via gavagem, com FIT nas 

doses de 300 e 2000 mg/kg (n=3/grupo) e avaliados durante 14 dias. Um grupo (n=3) de animais foi 

utilizado como controle (água destilada, v.o.) e avaliados durante o mesmo período. Os animais em 

exposição subcrônica (n=5/grupo) foram tratados, via gavagem, com doses repetidas de FIT (30, 60 e 

90 mg/kg) e avaliados durante 28 dias. Similarmente, um grupo (n=5) de animais foi utilizado como grupo 

controle (água destilada, v.o.), sendo acompanhado durante o mesmo período. Os grupos de animais 

foram, frequentemente, observados em 30 min, 1h, 2h, 4h e 8h após administração, para análise 

hipocrática. Durante este período, foi realizada a triagem da atividade geral do animal, tremor vocal, 

irritabilidade, resposta de força, aderência da cauda, contorção, tônus corporal, força no agarramento, 

coordenação negativa, reflexo corneal, tremores, convulsão, hipnose, ptose (inclinação ou queda da 

pálpebra superior), micção, defecação, piloereção (ereção involuntária ou eriçamento dos pelos), 

respiração e mortalidade. No primeiro dia, após 30 min de administração de FIT, os animais foram 

submetidos a testes comportamentais de campo aberto (CA), durante 5 minutos; seguido por um teste 

de rotação (RR: rota rod), durante 3 min, considerando um intervalo de 5 min entre estes dois testes. 

Tanto o CA como o RR foram repetidos no 7º e 14º dia de tratamento (grupo de exposição aguda), bem 

como no 7°, 14° 21° e 28° dia de tratamento (grupo de exposição subcrônica). As amostras de sangue 

periférico foram colhidas mediante pequenas incisões na cauda dos animais. O cronograma de coleta de 

sangue e a metodologia geral foram discutidos na seção de testes genotóxicos e mutagênicos. Após o 

período de observação, os animais foram sacrificados e amostras de tecido e órgãos foram coletadas 

conforme discutido na seção de procedimentos experimentais. 

 

2.4 Procedimentos experimentais 

 

2.4.1 Hábitos gerais 

 

O peso corporal, consumo de água e alimentos, defecação e a micção foram observados a cada 

dia, após administração. Durante esse período, as atividades gerais dos animais e o número de mortes 

foram observados. Além disso, a gaiola de aço inoxidável, para cada animal, foi higienizada com água 

de torneira, seguido por assepsia com solução de álcool 70% em uma base regular. 
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2.4.2 Teste de campo aberto 

 

O aparato do teste de campo aberto consistiu de uma caixa em acrílico (paredes transparentes 

e piso preto (diâmetro de 100 x 30 cm de altura), dividido em nove quadrados de iguais dimensões, com 

um disco central de 33 cm de diâmetro (ARCHER, 1973). Os ratos foram divididos, aleatoriamente, em 

3 grupos (n = 5 animais) para avaliação de toxicidade com doses repetidas (FIT 30, 60 e 90 mg/kg, v.o.); 

e 2 grupos (n = 3 animais) para avaliação de toxicidade aguda (FIT 300 e 2000 mg/kg, v.o.). Ambos os 

regimes de avaliação toxicológica foram acompanhados de grupos tratados com veículo (0,05% de 

Tween 80 dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sódio, v.o.). Após 30 minutos e 1h de cada aplicação, cada 

animal foi colocado, individualmente, no aparato e o número de cruzamentos com as quatro patas pelas 

divisões do aparato (atividade locomotora espontânea), frequência do comportamento de autolimpeza e 

número de levantamentos das patas dianteiras, sem apoiar-se nas paredes do aparato, foram 

computados. Após cada avaliação individual, o equipamento foi lavado com água e sabão, seguido de 

assepsia com álcool 70%. O campo aberto foi repetido a cada sete dias durante os tratamentos. 

 

2.4.3 Teste de rota rod 

 

Geralmente este teste é utilizado para a avaliação da coordenação motora e relaxamento 

muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, após um intervalo de 5 minutos, os animais 

testados no campo aberto foram submetidos ao rota rod. Os ratos foram colocados com as quatro patas 

numa barra cilíndrica de aço inoxidável, com 25 mm de diâmetro, a uma velocidade de rotação de 17 

rpm/min durante um período de 3 min. O tempo de permanência na barra em segundos (TP) e o número 

de quedas (NQ) foram mensurados três vezes (MACHADO et al., 2015). O rota rod também foi repetido 

a cada sete dias durante os tratamentos. 

 

2.4.4 Eutanásia e coleta dos órgãos 

 

Os animais foram sacrificados no 14° dia (toxicidade aguda); e 28° dia de tratamento (toxicidade 

doses repetidas) por sobredose de solução anestésica (pentobarbital sódico + xilazina [1:1], i.p.). O 

cérebro, coração, pulmão, fígado, baço e rim foram, imediatamente, separados numa caixa de gelo. Os 

órgãos foram lavados com solução tampão fosfato-salino (PBS, pH 7.4), pesados e conservados em 

solução de formalina a 10%, até o início da análise histopatológica. 
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2.4.5 Análises bioquímica, hematológica, histopatológica e urinária 

 

Para a análise bioquímica, o sangue do coração foi colhido logo após eutanásia dos animais e 

foi centrifugado a 4000 x g durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma análise bioquímica 

automática utilizando aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest® para os parâmetros: glicose, 

ureia, creatinina, ácido úrico, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Na 

avaliação hematológica, o número de eritrócitos, teor de hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular 

médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média 

(CHCM) foram determinados como séries vermelhas. Enquanto que o número de leucócitos, neutrófilos, 

linfócitos, eosinófilos e monócitos em séries brancas e plaquetas. A análise foi realizada em aparelho 

hematológico automático (Advia 120/Hematology Siemens). Para a análise histopatológica, os 

fragmentos de órgãos (cérebro, fígado e rim) foram fixados em formaldeído a 3,5% em tampão fosfato 

(pH 7.6), adicionado solução de sacarose a 1% e armazenados durante 12h a 4°C até à sua utilização. 

A fixação foi processada durante 20 h, seguida por desidratação das peças em diluições crescentes de 

etanol/água (50, 70, 90 e 95% v/v). O material seco foi imergido em xileno PA e lavado duas vezes em 

parafina, antes de finalmente ser emblocado (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976). Os blocos obtidos 

foram seccionados (5 a 6 μM) em micrótomo e as secções distendidas em lâminas, de modo a serem 

submetidas à bateria de coloração. As secções distendidas foram desparafinizadas em três banhos 

sucessivos de xileno PA e desidratadas em diluições decrescentes de etanol, conforme supracitado. Em 

seguida, as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) e finalmente, 

após lavagem e secagem, as lâminas foram cobertas por lamínulas com auxílio de bálsamo do Canadá. 

A análise de urina foi realizada a cada sete dias durante os tratamentos, utilizando kits comerciais 

Labtest®. Nesta análise foram determinados os seguintes parâmetros: bilirrubina, urobilirrubina, cetonas, 

ácido ascórbico, glicose, proteína, sangue, pH, nitrito, leucócitos e gravidade específica. 

 

2.4.6 Ensaio cometa em diferentes tecidos 

 

A versão alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Hartmann (2005). 

Para avaliação genotóxica do tratamento agudo, alíquotas de 10 µL de sangue periférico caudal de ratos 

fêmeas foram coletadas nos períodos de 0, 24 e 72h, 7º e 14º dia de tratamento e submetidas ao ensaio 

cometa. Para a análise genotóxica do tratamento subcrônico, alíquotas de 10 µL de homogenato celular 

de medula óssea, rim, fígado e sangue periférico foram coletadas após 28 dias de tratamento e 

submetidas ao ensaio cometa. O material celular foi misturado com uma fina camada de agarose low 

melting point 0,75% (90 µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. As 
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lâminas foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com 

adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as 

lâminas foram incubadas em tampão alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13) por 20 minutos e, 

logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0.90 V/cm) por 15 minutos em 

cuba de eletroforese. Ao final, as lâminas foram neutralizadas com tampão Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas 

com solução de prata. Os resultados foram expressos em índice de danos (ID) e frequência de danos 

(FD). O ID foi calculado por meio da fórmula: ID = Σ (número de células em determinada classe de dano 

X classe de dano), que variou de 0 a 400. E FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células classe 

0. Para o tratamento agudo, a medula óssea foi colhida apenas no 14° dia (após eutanásia dos animais). 

Enquanto que para o tratamento com doses repetidas, o ensaio cometa foi realizado apenas no 28° dia 

de tratamento (após eutanásia dos animais), utilizando células nucleadas de sangue periférico, fígado, 

rim e medula óssea. A medula ósses foi coletada da epífese com soro bovino fetal, centrifugada a 1500 

rpm. Após a coleta do fígado e do rim, os órgão foram macerados em PBS, centriguados e submetidos 

ao procedimento supracitado. 

 

2.4.7 Avaliação ex vivo de danos oxidativos do FIT em linfócitos de ratos fêmeas 

 

Neste experimento, alíquotas de 10 µL de sangue periférico caudal de ratos fêmeas foram 

misturados com uma fina camada de agarose low melting point 0,75% (90 µL) e colocadas sobre lâminas 

pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. Em seguida, as lâminas foram expostas ex vivo ao FIT (4,72, 

7,08 e 14,16 mM), isoladamente e em co-tratamento com H2O2 (10 mM), por 5 minutos. As concentrações 

do FIT foram determinadas de acordo com estudo anterior (ISLAM et al., 2017). Depois, as lâminas foram 

mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 1% 

Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por 5 minutos, a 4°C. Após este procedimento, procedeu-

se a continuação do ensaio cometa, conforme supracitado. 

 

2.4.8 Teste de micronúcleos em medula óssea 

 

O teste foi realizado de acordo com Moraes e colaboradores (2016). Resumidamente, 

componentes de medula óssea foram colhidos e misturados com 0,3 mL de soro fetal bovino e 

espalhados em lâminas. Os esfregaços foram secos durante 30 min à temperatura ambiente e fixados 

em metanol durante 10 min. Em seguida, as lâminas foram coradas com Giemsa (Merck) em tampão 

fosfato 0,2 M (pH 5,8). A contagem de micronúcleos em 2000 eritrócitos policromáticos foi realizada por 

fotomicrografia com aumento de 1000X em microscópio óptico.   
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2.4.9 Análise estatística 

 

A fim de determinar as diferenças entre os tratamentos, dados expressos como a média ± desvio 

padrão foram comparados por análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey 

(considerando valores de p<0,05 significantes), por meio do programa Graphpad (software intuitivo para 

a Ciência, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em duplicata, a partir de avaliações 

biológicas independentes. Para realizar a associação entre os parâmetros avaliados, utilizou-se o teste 

de correlação linear de Pearson. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Avaliação toxicológica 

 

Nenhuma morte foi observada após administração de FIT. Portanto, para ratos fêmeas não 

gestantes, a DL50 pode estar acima da dose de 2000 mg/kg. Apenas no grupo tratado com 2000 mg/kg 

foi observado presença de straub nos primeiros 30 minutos da análise hipocrática. Os tratamentos com 

FIT 300 e 2000 mg/kg não interferiram no aumento do peso corporal em relação ao controle negativo. 

Entretanto, na dose de 90 mg/kg induziu redução do ganho de peso e consumo de ração em relação às 

demais doses do FIT. Por outro lado, verificou-se aumento do consumo de água e micção do tratamento 

subcrônico em comparação com o grupo controle (Tabela 1). Entretanto, não houve alterações para 

defecação nos tratamentos em relação ao controle. 
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Tabela 1. Perfil de ração diária após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos Wistar. 

Parâmetros 
Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg 

Ganho de massa (g) 23,71 ± 3,20 30,01 ± 5,21 26,62 ± 4,72 

Consumo de ração (g) 24,51 ± 4,23 21,61 ± 7,72 22,01 ± 4,41 

Consumo de água (mL) 39,70 ± 5,51 38,60 ± 4,33 33,61 ± 8,61 

Micção (mL) 9,20 ± 1,82 8,30 ± 5,32 8,60 ± 1,83 

Defecação (g) 5,91 ± 0,42 5,10 ± 2,33 5,00 ± 0,72 

Parâmetros 
Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg 

Ganho de massa (g) 23,7 ± 3,2 26,6 ± 3,8a,c,d 21,0 ± 4,5d 16,0 ± 7,2 

Consumo de ração (g) 24,5 ± 4,2 30,0 ± 6,4a,c,d 26,5 ± 6,2d 21,7 ± 6,9 

Consumo de água (mL) 39,7 ± 12,5 52,7 ± 21,2a 57,1 ± 20,5a 60,0 ± 25,4a 

Micção (mL) 8,2 ± 1,8 18,6 ± 8,8 a 13,5 ± 6,6a 14,3 ± 7,4a 

Defecação (g) 4,8 ± 0,3 7,4 ± 1,4 6,1 ± 1,0 6,0 ± 1,1 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30b, FIT 60c 
e FIT 90d (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 

 

3.2 Análise comportamental (neurofarmacológica) 

 

Os dados obtidos no campo aberto e rota rod para tratamento agudo e subcrônico estão 

apresentados na Tabela 2. O FIT (300 e 2000 mg/kg) induziu aumento (p<0,05) no número de 

cruzamentos e autolimpeza durante o 1º dia de tratamento, comparado ao grupo controle. Já o 

comportamento de levantamento dos animais tratados com 300 e 2000 mg/kg foi semelhante aos do 

grupo controle. No teste rota rod, os animais utilizados no grupo controle demonstraram um desempenho 

sem quedas em tempo integral (180s), no 1º, 7º e 14º dia de tratamento agudo. O grupo tratado com FIT 

300 mg/kg, no 1º dia, também demonstrou resultado semelhante ao grupo controle. No entanto, foi 

observado aumento do número de quedas no grupo tratado com 300 mg/kg para o 14º dia. Já a dose de 

2000 mg/kg induziu redução do tempo de permanência na barra giratória e aumento do número de 

quedas durante o 7º e 14º dias. 
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Tabela 2. Perfil comportamental e locomotor após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos 
Wistar. 

Grupos e dias de tratamento 

Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Campo aberto Rota rod 

Cruzamento Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ 

Controle 
1º dia 8,6 ±1,1 1,3 ± 0,5 4,6 ± 1,5 180 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 10,0 ± 1,0 2,6 ± 0,5 4,6 ± 0,5 180 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

14º dia 8,6 ± 0,5 3,6 ± 0,5 4,3 ± 0,5 180 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

FIT 

300 mg/kg 

1º dia 16,0 ± 7,2a 4,6 ± 1,5a 4,3 ± 0,5 180 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 15,3 ± 3,0 4,6 ± 0,5 3,6 ± 0,5 176,0 ± 3,6 0,6 ± 0,5 

14º dia 13,0 ± 5,5 4,3 ± 0,5 3,6 ± 0,5 171,0 ± 4,5 1,0 ± 1,0a 

FIT 

2000 mg/kg 

1º dia 16,6 ± 3,0a 6,3 ± 1,5a 4,3 ± 2,0 179,3 ± 1,2 0,3 ± 0,5 

7º dia 16,0 ± 2,6 3,6 ± 1,5 3,6 ± 1,5 171,7 ± 2,1a 1,3 ± 0,5a 

14º dia 10,0 ± 1,0 4,3 ± 1,1 4,3 ± 1,1 165,3 ± 4,9a 1,6 ± 0,5a 

Grupos e dias de tratamento 

Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Campo aberto Rota rod 

Cruzamentos Autolimpeza Levantamentos TP (s) NQ 

Controle 

1º dia 27,9 ± 7,3 4,6 ± 1,1 9,0 ± 0,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 26,2 ± 5,3 5,0 ± 0,7 10,0 ± 0,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

14º dia 28,6 ± 0,5 4,0 ± 0,7 11,0 ± 3,5 174,6 ± 2,5 0,2 ± 0,5 

21º dia 27,2 ± 3,3 4,6 ± 0,5 9,0 ± 0,5 175,2 ± 3,5 0,2 ± 0,5 

28º dia 26,6 ± 3,5 4,0 ± 0,7 10,0 ± 2,5 175,0 ± 5,6 0,6 ± 0,8 

FIT 
30 mg/kg 

1º dia 28,8 ± 3,6 4,8 ± 1,6 10,6 ± 1,6 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 26,6 ± 3,2 5,6 ± 1,8 10,2 ± 2,1 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

14º dia 27,6 ± 6,4 6,0 ± 1,8 10,0 ± 2,0 178,6 ± 3,1 0,2 ± 0,4 

21º dia 23,8 ± 4,9 5,6 ± 1,1 8,0 ± 1,1 177,0 ± 4,1 0,4 ± 0,5 

28º dia 25,2 ± 4,6 6,2 ± 0,8 8,4 ± 0,8 175,0 ± 7,5 0,6 ± 0,8 

FIT 
60 mg/kg 

1º dia 31,4 ± 6,1 8,8 ± 1,9ab 10,2 ± 1,4 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 30,2 ± 5,1 7,4 ± 2,0ab 9,6 ± 2,0 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

14º dia 32,4 ± 3,4 8,6 ± 1,2ab 9,4 ± 2,0 178,6 ± 3,1 0,2 ± 0,4 

21º dia 29,8 ± 3,1 7,8 ± 0,8ab 8,6 ± 1,5 175,4 ± 4,3 0,6 ± 0,5 

28º dia 25,2 ± 2,3 8,8 ± 1,3ab 9,4 ± 2,4 174,0 ± 6,6 0,8 ± 0,8 

FIT 
90 mg/kg 

1º dia 29,6 ± 2,4 8,4 ± 1,1ab 9,2 ± 1,7 180,0 ±0,0 0,0 ± 0,0 

7º dia 29,8 ± 3,1 7,6 ± 1,1ab 10,8 ± 1,3 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

14º dia 29,0 ± 5,7 8,6 ± 1,6ab 9,8 ± 1,3 177,0 ± 4,1 0,4 ± 0,5 

21º dia 27,8 ± 2,5 7,6 ± 1,1ab 10,0 ± 2,0 175,0 ± 4,6 0,6 ± 0,5 

28º dia 25,0 ± 4,8 8,0 ± 1,5ab 7,8 ± 2,0 164,6 ± 6,0a,b,c 1,2 ± 0,8a,b,c 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol; TP: tempo de permanência; NQ: número de quedas; 
p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30b, FIT 60c e FIT 90d no respectivo dia (ANOVA, duas vias, pós-teste de 
Tukey). 

 

Os animais tratados de forma subcrônica exibiram comportamentos de cruzamentos e 

levantamentos de forma similar ao controle negativo. Para o comportamento de autolimpeza não foi 

observado alterações para a dose de 30 mg/kg, comparado ao controle. Contudo, nas doses de 60 e 90 

mg/kg foi observado aumento (p<0,05) do número de autolimpeza em relação aos grupos controle e FIT 

30 mg/kg. 
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No teste rota rod foi observado que o FIT nas doses testadas, durante o tratamento subcrônico, 

não demonstrou alterações no tempo de permanência e número de quedas dos animais na barra 

giratória, exceto para o 28º dia na dose de 90 mg/kg, comparado ao controle negativo. 

 

3.3 Avaliação do perfil hematológico 

 

Os animais tratados de forma aguda (300 e 2000 mg/kg) e subcrônica (30, 60 e 90 mg/kg) 

exibiram neutrofilia e eosinofilia, comparado ao grupo controle. O tratamento subcrônico com doses 

repetidas de FIT também induziu redução na quantidade de hemácias na dose de 90 mg/kg e linfócitos, 

em todas as doses, comparado ao controle (Tabela 3). 
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Tabela 3. Parâmetros hematológicos após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos Wistar. 

 Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Parâmetros  Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg 

Série vermelha 

HEM (1012/L) 6,6 ± 0,3 5,27 ± 0,2 6,18 ± 0,8 

HGB (g/dL) 11,3 ± 0,2 9,75 ± 0,2 10,2 ± 0,6 

HTC (%) 38,2 ± 0,7 35,6 ± 4,5 33,8 ± 2,7 

VCM (fL) 52,7 ± 0,4 53,0 ± 0,5 54,2 ± 2,9 

HCM (pg) 17,5 ± 0,3 15,3 ± 1,7 16,6 ± 3,1 

CHCM (g/dL) 31,1 ± 0,5 29,8 ± 1,6 30,7 ± 2,3 

Série branca 

Leucócitos (p/mm3) 1,235 ± 430 1,300 ± 264 1,450 ± 858 

Neutrófilos (109/L) 26 ± 3,2 35 ± 9,2a 42 ± 6,1a 

Linfócitos (109/L) 70,2 ± 2,2 60,2 ± 9,0 50,5 ± 2,5 

Eosinófilos (109/L) 0,45 ± 0,3 1,23 ± 0,4a 1,25 ± 0,5a 

Monócitos (109/L)  2,0 ± 0,6 2,0 ± 0,0 2,5 ± 0,5 

Outros 

Plaquetas (109/L) 523,5 ± 16,5 485,2 ± 35,1 489,6 ± 29,4 

 Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Parâmetros Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg 

Série Vermelha     

HEM (1012/L) 6,6 ± 0,3 6,1 ± 0,4 5,4 ± 0,2 4,7 ± 0,3a 

HGB (g/dL) 11,3 ± 0,2 11,0 ± 0,7 11,2 ± 0,4 11,0 ± 0,5 

HTC (%) 37,2 ± 0,7 33,4 ± 2,6 35,2 ± 3,2 36,1 ± 2,5 

VCM (fL) 52,7 ± 0,4 51,0 ± 0,5 52,4 ± 1,3 53,2 ± 2,1 

HCM (pg) 17,5 ± 0,3 16,6 ± 1,4 17,3 ± 2,3 16,1 ± 2,4 

CHCM (g/dL) 31,1 ± 0,5 30,2 ± 3,1 32,4 ± 4,4 31,2 ± 0,9 

Série Branca     

Leucócitos (p/mm3) 1,235 ± 430 1,500 ± 145 1,560 ± 232 1,420 ± 340 

Neutrófilos (109/L) 26 ± 3,2 40 ± 1,5a 38 ± 4,0a 45 ± 2,2a 

Linfócitos (109/L) 70,2 ± 2,2 58,4 ± 1,2a 51,2 ± 1,0a 42,8 ± 2,0a 

Eosinófilos (109/L) 0,45 ± 0,3 1,0 ± 0,5a 1,5 ± 0,5a 1,0 ± 0,4a 

Monócitos (109/L) 2,0 ± 0,6 2,0 ± 0,5d 1,5 ± 0,5 1,2 ± 0,3 

Outros     

Plaquetas 523,5 ± 16,5 510,0 ± 20,4 511,3 ± 32,2 484,0 ± 28,3 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol; HEM: hemácias; HGB: hemoglobina, HTC: hematócrito; 
VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina 
corpuscular média; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30b, FIT 60c, FIT 90d (ANOVA, duas vias, pós-teste de 
Tukey). 

 

3.4 Avaliação do perfil bioquímico, peso de órgãos e análise histopatológica 

 

No tratamento agudo (14 dias), o FIT (300 e 2000 mg/kg) induziu aumento (p<0,05) dos níveis 

de ureia e creatinina, comparado ao controle. Em relação ao tratamento subcrônico (28 dias), observou-

se que as doses de FIT induziram elevação (p<0,05) da maioria dos parâmetros bioquímicos comparado 

ao grupo controle, especialmente a dose de 90 mg/kg (Tabela 4). 
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Tabela 4. Parâmetros bioquímicos após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos Wistar. 

Parâmetros 
Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg 

Glicose (mg/dL) 117,0 ± 9,00 114,67 ± 9,45 116,67 ± 29,26 

Ureia (mg/dL) 26,4 ± 0,40 44,00 ± 2,00a 39,33 ± 2,08a 

Creatinina (mg/dL) 0,41 ± 0,03 0,51 ± 0,08a 0,55 ± 0,05a 

Ácido úrico (mg/dL) 3,22 ± 0,75 3,31 ± 1,01 2,46 ± 0,67 

Colesterol total (mg/dL) 81,50 ± 6,86 73,00 ± 7,00 66,67 ± 15,51 

ALT (IU/L) 36,8 ± 4,41 38,33 ± 12,50 31,33 ± 5,77 

AST (IU/L) 118,0 ± 10,77 117,67 ± 8,39 108,33 ± 25,79 

Bilirrubina total (mg/dL) 0,36 ± 0,03 0,31 ± 0,06 0,38 ± 0,02 

Parâmetros 
Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg 

Glicose (mg/dL) 117,0 ± 9,00 176,6 ± 12,4ad 174,6 ± 67,2ad 142,0 ± 33,1a 

Ureia (mg/dL) 26,4 ± 0,4 36,6 ± 7,5a 32,6 ± 3,5a 58,3 ± 2,1acd 

Creatinina (mg/dL) 0,41 ± 0,3 0,53 ± 0,2 0,53 ± 0,4 1,9 ± 0,3abc 

Ácido úrico (mg/dL) 3,22 ± 0,8 2,4 ± 0,8 2,2 ± 0,4 1,9 ± 0,2a 

Colesterol total (mg/dL) 81,50 ± 6,86 82,00 ± 25,63 77,67 ± 9,24 78,00 ± 5,39 

ALT (IU/L) 36,8 ± 4,4 41,0 ± 8,1a 43,3 ± 6,0a 57,0 ± 14,0acd 

AST (IU/L) 118,0 ± 10,77 117,3 ± 29,7 101,6 ± 23,7 173,6 ± 3,5acd 

Bilirrubina total (mg/dL) 0,36 ± 0,03 0,33 ± 0,06 0,31 ± 0,02 0,29 ± 0,03 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato 
aminotransferase; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30b, FIT 60c, FIT 90d (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 

 

3.5 Avaliação de alterações patológicas 

 

Não foram evidenciadas alterações histoarquiteturais hepáticas, após os diferentes tratamentos, 

comparado ao grupo controle (Figura 1). Além disso, a administração oral aguda e subcrônica do FIT 

não induziu aumento do peso de órgãos dos animais, comparado ao grupo controle (Tabela 5). 

 

  



 

 

142 

Figura 1. Análise histopatológica do efeito do tratamento agudo e subcrônico do fitol em fígado de ratos Wistar. A: veículo 
(controle). B e C: FIT 2000 e 300 mg/kg v.o., recpectivamente. D, E e F: FIT 30, 60 e 90 mg/kg v.o., recpectivamente). A 
histopatologia hepática no grupo controle, assim como no grupo tratado apresentou estrutura e disposição de hepatócitos 
normais. Veia central (seta preta completa) e sinusoides normais (ponta de seta preta). Veia portal (seta branca completa). 
Ducto biliar (ponta de seta branca). Presença discreta de células de Küpffer (seta seccionada). Congestão (asterisco). 
Coloração com H&E (200X). 
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Tabela 5. Perfil do peso de órgãos após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos Wistar. 

Órgãos 
Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg 

Cérebro 1,14 ± 0,03 1,59 ± 0,24 1,76 ± 0,03 

Coração 0,46 ± 0,01 0,62 ± 0,11 0,67 ± 0,02 

Fígado 4,29 ± 0,30 4,24 ± 1,58 5,46 ± 0,31 

Pulmão 1,12 ± 0,06 1,23 ± 0,25 1,31 ± 0,03 

Baço 0,51 ± 0,01 0,63 ± 0,26 0,66 ± 0,05 

Rins 1,23 ± 0,01 1,26 ± 0,45 1,49 ± 0,03 

Órgãos 
Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg 

Cérebro 1,61 ± 0,030 1,65 ± 0,20 1,72 ± 0,11 1,69 ± 0,14 

Coração 0,74 ± 0,007 0,75 ± 0,14 0,83 ± 0,12 0,82 ± 0,19 

Fígado 5,75 ± 0,304 6,32 ± 1,95 6,33 ± 1,11 5,85 ± 1,36 

Pulmão 1,51 ± 0,063 1,58 ± 0,29 1,89 ± 0,31 1,80 ± 0,40 

Baço 0,54 ± 0,010 0,51 ± 0,16 0,56 ± 0,16 0,62 ± 0,32 

Rins 1,46 ± 0,010 1,69 ± 0,28 1,66 ± 0,26 1,79 ± 0,25 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol. p>0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA, duas 
vias, pós-teste de Tukey). 

 

3.6 Urinálise 

 

Os dados observados no sumário de urina sugerem que os animais tratados de forma aguda 

com FIT aumentaram o conteúdo de proteína e de nitrito na urina. No entanto, os demais parâmetros 

permaneceram inalterados em comparação com o grupo controle. Já o tratamento subcrônico com FIT, 

especialmente nas doses de 60 e 90 mg/kg, exibiu a presença de bilirrubina, proteína e nitrito na urina 

dos animais, enquanto que os demais parâmetros permaneceram similares ao grupo controle (Tabela 6). 
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Tabela 6. Relatório do sumário de urina após administração aguda e subcrônica de fitol em ratos Wistar. 

 Administração oral aguda (14 dias) de fitol 

Parâmetros Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg 

Bilirrubina - - - 

Urobilinogênio - - - 

Cetonas - - - 

Ácido ascórbico + - - 

Glicose - - - 

Proteína 31,24 ± 2,78 61,11 ± 13,48a 84,45 ± 13,47a,b 

Sangue - - - 

pH 7,01 ± 1,10 7,39 ± 0,48 7,06 ± 0,79 

Nitritos - + ++ 

Leucócitos  - - - 

Gravidade específica  1,01 ± 0,01 1,01 ± 0,01 1,02 ± 0,01 

 Administração oral subcrônica (28 dias) de fitol 

Parâmetros Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg 

Bilirrubina - - + + 

Urobilinogênio - - - - 

Cetonas - - - - 

Ácido ascórbico + + + + 

Glicose - - - - 

Proteína 30,24 ± 3,78 77,60 ± 5,69a 94,40 ± 7,63a,c 131,20 ± 11,96a,c,d 

Sangue - - - - 

pH 7,08 ± 1,12 7,08 ± 1,12 7,56 ± 0,65 7,60 ± 0,66 

Nitritos - - + + 

Leucócitos  - - - - 

Gravidade específica  1,0102 ± 0,01 1,0102 ± 0,01 1,0086 ± 0,01 1,0094 ± 0,01 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3/5); FIT: fitol; p<0,05 comparado ao grupo controlea; p<0,05 comparado 
ao FIT 300b, FIT 30c e FIT 60d (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 

 

3.7 Avaliação da genotoxicidade e mutagenicidade 

 

A genotoxicidade do FIT foi avaliada em células nucleadas de sangue periférico, medula óssea, 

fígado e rim. O FIT induziu genotoxicidade (pelo aumento do ID e FD) durante o tratamento agudo (300 

e 2000 mg/kg) em células de sangue periférico e medula óssea de ratos, quando comparado aos danos 

observados no controle, exceto para a dose de 300 mg/kg em relação ao ID no 7º dia. Além disso, não 

foram evidenciadas atividades de reparo de DNA durante o período de exposição aguda (Tabela 7). Em 

relação aos danos mutagênicos, não foram evidenciados eventos clastogênicos/aneugênicos em 

eritrócitos policromáticos de medula óssea, comparado ao grupo controle. 
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Tabela 7. Avaliação genotóxica e capacidade de reparo de DNA em linfócitos de sangue periférico e 
medula óssea de ratos tratados de forma aguda (300 e 2000 mg/kg) com fitol. 

Tratamentos e 
parâmetros 

Linfócitos de sangue periférico Medula 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 7 Dia 14 

Controle 

ID 15,2 ± 3,4 15,4 ± 3,2 14,8 ± 4,2 15,2 ± 3,4 14,8 ± 3,4 14,8 ± 6,4 

FD 18,4 ± 2,8 17,6 ± 2,4 16,8 ± 2,8 17,2 ± 2,6 18,2 ± 2,6 17,6 ± 3,2 

MN      2,8 ± 0,8 

FIT 300 mg/kg 

ID 25,4 ± 4,8a 21,6 ± 3,2a 20,2 ± 3,2a 19,2 ± 3,2 19,2 ± 3,4a 20,8 ± 4,2a 

FD 38,2 ± 3,8a 32,8 ± 2,8a 30,6 ± 2,2a 29,4 ± 2,4a 30,2 ± 3,2a 32,2 ± 3,4a 

MN      2,8 ± 0,6 

FIT 2000 mg/kg 

ID 34,6 ± 5,2a,b 33,4 ± 3,4a,b 31,4 ± 4,8a,b 30,8 ± 4,2a,b 30,2 ± 3,8a,b 36,8 ± 4,4a,b 

FD 39,8 ± 5,4a 39,2 ± 4,6a,b 37,6 ± 2,4a,b 36,2 ± 2,8a,b 32,4 ± 3,4a 40,6 ± 3,4a,b 

MN      3,4 ± 0,6 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 3); FIT: fitol; ID: índice de danos; FD: frequência de danos; MN: 
micronúcleos; p<0,05 comparado ao grupo controlea no mesmo dia; p<0,05 comparado ao grupo FIT 300 mg/kgb no 
mesmo dia (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 

 

Nas Figuras 2 e 3 estão apresentados os índices e frequências de danos ao DNA em células de 

sangue periférico, medula óssea, fígado e rim dos animais após tratamento subcrônico. As doses do 

tratamento subcrônico exibiram danos tipo 1 e 2 com maior frequência, seguido pelo tipo 3 e 4, em 

contraste com o grupo controle, em que o tipo 0 foi o mais frequente. Os níveis de danos 1 a 4 foram 

mais proeminentes (p<0,05) para a dose de 90 mg/kg, comparado ao controle e à dose de 60 mg/kg. O 

FIT, em todas as doses do tratamento subcrônico, em células de sangue periférico, medula óssea, rim e 

fígado induziram genototoxicidade, comparado ao grupo controle.  

Além disso, o FIT exibiu aumento dose-dependente do ID e FD em rim e fígado dos animais; 

enquanto que, em células de sangue periférico, não houve diferença entre as doses administradas. Na 

medula óssea, as doses de 60 e 90 mg/kg exibiram ID e FD superior à dose de 30 mg/kg (Figuras 2 e 3). 

Em síntese, o FIT nas doses testadas induziu genotoxicidade em células de sangue periférico, medula 

óssea, fígado e rim de ratos tratados de formas aguda e subcrônica.  
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Figura 2. Índice de Danos em ratos tratados com fitol. Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5); FIT: fitol. p<0,05 
comparado ao controlea, FIT 30b e FIT 60c (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 
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Figura 3. Frequência de Danos em ratos tratados com fitol. Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5); FIT: fitol. 
p<0,05 comparado ao controlea, FIT 30b e FIT 60c (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 
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3.8 Avaliação da genotoxicidade do fitol em comparação ao peróxido de hidrogênio 

 

O FIT, nas concentrações testadas, induziu genotoxicidade em exposição ex vivo em linfócitos 

de sangue periférico de ratas, tanto pelo aumento do índice (Figura 4A), como também pela freqûencia 

(Figura 4B) de danos. Foram observadas diferenças entre os índices de danos da maior concentração 
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(14,16 mM) em relação às menores (4,72 e 7,08 mM). Os efeitos do FIT também foram similares aos 

danos oxidativos induzidos pelo H2O2. No entanto, o FIT (7,08 e 14,16 mM) em cotratamento com 

peróxido de hidrogênio demonstrou maior índice de danos em comparação ao agente estressor (H2O2). 

Cabe ressaltar que o FIT não teve efeitos antioxidantes. 

 

Figura 4. Genotoxicidade do fitol (4,72; 7,08 e 14,16 mM), em exposição ex vivo a linfócitos de sangue periférico de ratas, 
pelo aumento do índice (A) e frequência de danos ao DNA (B), em comparação ao peróxido de hidrogênio. H2O2: peróxido de 
hidrogênio. FIT: fitol. ANOVA, uma via, e pós-teste de Tukey. p<0,05, comparado ao veículo a, FIT 4,72b e FIT 7,08c. 
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3.9 Correlações entre parâmetros comportamentais e genotóxicos 

 

Com a aplicação do teste de correlação linear de Pearson foi possível avaliar as associações 

entre os parâmetros estudados (Tabela 8). Fortes correlações positivas foram observadas entre 

autolimpeza e ID em células de sangue periférico e medula óssea, bem como entre cruzamento e ID em 

células de sangue periférico para as doses de 300 e 2000 mg/kg. Na dose de 300 mg/kg também foi 

observada forte correlação entre ureia e ID em medula. Para a dose de 2000 mg/kg foi observada 

correlação positiva entre levantamento e ID em células de sangue periférico. Por outro lado, para o 

tratamento com doses repetidas, evidenciou-se significantes correlações entre parâmetros 

comportamentais (cruzamento, autolimpeza e levantamento) com ID em células de sangue periférico, 

medula óssea, rins e fígado, especialmente para as doses de 60 e 90 mg/kg. Cabe enfatizar que foram 

observadas correlações entre parâmetros da patologia clínica e urinálise com genotoxicidade no 

tratamento subcrônico. 
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Tabela 8. Correlação de Pearson entre os parâmetros comportamentais e biomarcadores citogenéticos 
para instabilidade genética induzida pelo fitol em ratos tratados de forma aguda e subcrônica. 

Parâmetros 
Tratamento agudo Tratamento subcrônico 

300 mg/kg 2000 mg/kg 30 mg/kg 60 mg/kg 90 mg/kg 

Autolimpeza X ID sp 

Autolimpeza X ID mo 

Autolimpeza X ID rm 

Autolimpeza X ID fg 

1.000** 
1.000** 

ns 
ns 

1.000* 
1.000* 

- 0.976** 
- 0.881* 

 
 

 
- 0.885* 
- 0.989** 

 

- 0.981** 

Cruzamentos X ID sp 

Cruzamentos X ID mo 

Cruzamentos X ID rim 
Cruzamentos X ID fg 

1000* 0.997*  
 

0.984** 
 

- 0.907* 
0.885* 

- 0.922* 
 

-0.896* 
 
 

- 0.906* 

Levantamento X ID sp 

Levantamento X ID mo 

Levantamento X ID rm 

Levantamento X ID fg 

 0.997* 0.934* 
 

-0.941* 
0.887* 

0.953* 
 

0.917* 
0.887* 

- 0.896* 
- 0.887* 
0.022* 
0.906* 

Bilirrubina X ID mo 
Ureia X ID mo 
Hemácias X ID rm 
AST X ID mo 

ns 
1.000* 

ns 
ns 

 
 

 
 

 
 

0.980* 

1000* 
 
 

0.980* 

- 0.940* 
- 0.917* 

ID: índice de danos; sp: sangue periférico; mo: medula óssea; rm: rim; fg: fígado; MN: micronúcleos; AST: aspartato 
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. Coeficiente de correlação de Pearson. * p<0,05 e ** p<0,001. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Os riscos de toxicidade do FIT, em tratamento agudo e subcrônico, foram avaliados de acordo 

com a Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) Guidelines n° 423 e n° 

407. Na avaliação hipocrática, os resultados apontaram que o FIT não induziu óbitos. Para o tratamento 

subcrônico observou-se aumento do consumo de água e micção nos ratos fêmeas. A toxicidade 

sistêmica de um composto pode ser manifestada por meio de alterações no desenvolvimento ponderal 

dos animais experimentais, redução do consumo de água e ração e alterações na excreção de urina e 

fezes (PINTO et al., 2007). 

Dados toxicológicos 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 DL50 foi calculada acima 

de 5 e 10 g/kg (RIFM, 1978). Diterpenos fenólicos podem reduzir o consumo de água e alimentos, 

alterando a palatabilidade, além de efeitos tóxicos diretos. Estes efeitos podem ser decorrentes da 

diminuição de hormônios gastrointestinais como o glucagon e o polipeptídeo pancreático, que atuam 

como neurotransmissores no sistema nervoso central e têm ação periférica mediada por receptores 

específicos semelhantes ao glucagon (GLP-1) e YY, respectivamente (SANTOS et al., 2013). Evidências 

indicam que o FIT pode atuar no sistema nervoso (COSTA et al., 2011 e 2014). Assim, em grupos 

tratados com FIT, o consumo de alimentos pode afetar diretamente o peso corporal, bem como o 

consumo de água e a micção. 
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Os testes campo aberto e rota rod são amplamente utilizados para verificar o comportamento 

exploratório e a coordenação motora de animais testados com candidatos a fármacos (MACHADO et al., 

2015). Esses experimentos com roedores, em estudos sobre mecanismos neurobiológicos, são similares 

aos de humanos (RAMOS, 2008; VAN DER STAAY; ARNDT; NORDQUIST, 2009). No teste de campo 

aberto são observados o número de cruzamento, levantamento e autolimpeza, atribuídos à ação 

sedativa. Enquanto que no teste rota rod é verificado o tempo de permanência e número de quedas da 

barra giratória, atribuído à ação locomotora (HUERTA-REYES; HERRERA-RUIZ; GONZALEZ-

CORTAZAR, 2013; KHAN et al., 2016). No tratamento agudo com FIT ocorreu aumento de cruzamentos 

no campo aberto, indicando que o composto não apresenta atividade sedativa, observou-se, também, o 

aumento no número de quedas no rota rod, sugerindo uma ação miorrelaxante, visto que o animal não 

conseguiu manter o equilíbrio sobre a barra giratória. Essas alterações comportamentais podem sugerir 

efeitos tóxicos durante o período de tratamento (HÅNELL; MARKLUND, 2014). 

De forma similar ao observado com os cruzamentos, também foi observado que o FIT induziu 

aumento do comportamento de autolimpeza durante tratamento agudo e nas maiores doses do 

tratamento subcrônico. O estudo de autolimpeza é de importância para a identificação de vários 

distúrbios cerebrais (CHEN et al., 2010; ESTANISLAU, 2012). Estudos também apontam que em 

roedores esse comportamento está associado à excitação (FENTRESS, 1988) e à ansiedade (KYZAR 

et al., 2011). O ácido fitânico, metabólito do fitol, causa distúrbios em células neuronais por alterar a 

homeostase de Ca2+, induzir estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, acelerando a morte celular, 

além de reduzir a produção de ATP (SCHONFELD; REISER, 2016). 

Além dos mecanismos citados, há relatos de necroses hepatocelulares, induzidas pelo ácido 

fitânico, que podem ser relacionadas ao aumento do peróxido de hidrogênio, geração de ERO’s, 

produção de compostos tóxicos intermediários, como o ácido descarboxílico via indução de CYP4A. Além 

disso, disfunção nas mitocôndrias e acumulação de lipídios em membranas (KOMEN et al., 2007). Cabe 

enfatizar que os diterpenos derivados de óleos essenciais em alta concentração, devido aos seus efeitos 

pró-oxidantes, podem aumentar os níveis de ERO’s e malondialdeído. Como citado anteriormente, as 

ERO’s, principalmente o radical hidroxil (•OH), eventualmente, liga-se aos íons metálicos distribuídos 

aleatoriamente no DNA, conduzindo a quebras de fitas simples (SAGE; HARRISON, 2011). 

A avaliação da homeostase e do desenvolvimento de processos patológicos também pode ser 

feita por parâmetros hematológicos (hemácias, hemoglobina, hematócrito, VCM, CHCM, plaquetas, 

leucócitos totais, segmentados e linfócitos) e bioquímicos (glicose, ureia, creatinina, ácido úrico, AST, 

ALT, e colesterol total) cujos índices são indicativos de toxicidade (OKONKWO et al., 2016). O FIT 

aumentou a quantidade de neutrófilos e eosinófilos. Estes dados estão de acordo com o estudo 

desenvolvido por Costa e colaboradores (2012), em camundongos Swiss. No tratamento subcrônico com 
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FIT, em especial para a dose de 90 mg/kg foram observadas alterações renais e hepáticas. Alterações 

dos valores do ácido úrico, ureia e creatinina, especialmente nas maiores doses dos tratamentos agudo 

e subcrônico forneceram indícios da disfunção renal dos animais experimentais, cuja elevação de seus 

níveis plasmáticos indicam sinais de sobrecarga renal, insuficiência renal aguda ou, ainda, de aumento 

no catabolismo proteico (ADEBAYO et al., 2003). 

Em estudo in vivo, o FIT nas doses de 5, 50 e 400 mg/kg, administrado durante 7 dias em 

camundongos Swiss não induziu alterações nos parâmetros bioquímicos e patofisiológicos (SAIKIA et 

al., 2010). Entretanto, nas doses de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 μg/mL, o FIT demonstrou toxicidade em 

camundongos de forma dose-dependente (GHANEIAN et al., 2015). No presente estudo não foram 

observadas alterações no tamanho dos órgãos, bem como alterações histopatológicas em fígado. Em 

outro estudo, o FIT 250 mg/kg, provocou alterações histopatológicas com lesões hepáticas, ruptura do 

cordão hepático e pequenas áreas multifocais de necrose nos hepatócitos, com infiltração precoce de 

células inflamatórias em camundongos machos e fêmeas (C57BL/6J) (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). 

No estudo também foi observado, especialmente na dose de 90 mg/kg do tratamento subcrônico, 

aumento em ALT e AST, que são enzimas consideradas sinalizadores sensíveis de dano hepatocelular 

(BINDER, 2016). O FIT, presente em dietas de animais, está associado com necrose hepatocelular, que 

induz o aumento de enzimas hepáticas (ALT e AST) (LANDROCK et al., 2017). A oxidação/peroxidação 

de lipídeos por produtos químicos exógenos é uma das principais causas de lesão hepática (DIRLIK et 

al., 2009). Por outro lado, em ratos machos Sprague-Dawley, o FIT reduziu a expressão e atividade de 

descarboxilase ACMSD dose-dependente em fígado e hepatócitos primários. A expressão do mRNA de 

oxidase ACO (um dos alvos do gene PPARα) foi elevada em grupos tratados com FIT em baixas doses 

(MATSUDA et al., 2013).  

 O FIT (0,5 ou 1%) pode ser convertido em ácido fitânico, que pode se ligar a fatores de 

transcrição. Este, em estudos com camundongos, podem ativar os receptores PPARα e induzir genes 

que codificam enzimas que oxidam ácido fático em peroxissomos e mitocôndrias. E ainda levar ao 

aumento da expressão de catalases e indução de hipertrofia e necroses hepatocelulares (MACKIE et al., 

2009), devido ao acúmulo de lipídios em membranas de hepatócitos (KOMEN et al., 2007) sugerindo 

efeitos oxidativos. Existem relatos sobre a toxicidade dose-dependente do FIT em estudos em 

camundongos (CHOWDHURY; GHOSH, 2012), e em pele de ratos (GHANEIAN et al., 2015). 

A toxicidade também ocorre devido a danos ao DNA que sugerem genotoxicidade, que pode ser 

avaliada pelo ensaio cometa. Este ensaio vem sendo aplicado na avaliação dos níveis de danos e 

mecanismos de reparo de DNA (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015), cujo princípio é a migração de 

fragmentos de DNA durante a eletroforese em gel de agarose (TICE et al., 2000; DUSINSKA; COLLINS, 

2008). Na sua versão alcalina, pode detectar sítios álcali lábeis, quebras de fitas e danos oxidativos em 
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células eucarióticas e procarióticas (SINGH et al., 1988, FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL, 1995). Neste 

estudo, o tratamento com FIT aumentou as frequências de ID e FD em células de sangue periférico, 

medula óssea, fígado e rim, demonstrando efeitos genotóxicos. Os dados apontam que o FIT é 

genotóxico, como relatado em outros estudos na dose de 120 mg/kg (v.o.); entretanto, não foi mutagênico 

em camundongos (KAGOURA et al., 1993).  

O FIT, sendo um componente de OEs, em altas concentrações pode atuar como um pró-oxidante 

e transmitir efeitos prejudiciais sobre as células (ISLAM et al., 2016a). Muitos derivados de OEs podem 

induzir danos sobre o DNA em consequência da presença do radical hidroxil que, eventualmente, liga-

se a íons metálicos aleatoriamente distribuídos no DNA, resultando na indução de quebras de fita simples 

(SAGE; HARRISON, 2011) e danos oxidativos (RUCINSKA; SOBKOWIAK; GWOZDZ, 2004). 

Em estudos de reparo de DNA durante os tratamentos foi possível verificar que os danos 

induzidos ao DNA, em sangue periférico não foram reparados. Entretanto, em outros estudos do nosso 

grupo os danos causados ao DNA em meristemas de raízes de Allium cepa, foram reparados, mas o 

tratamento foi feito com o FIT em pequenas concentrações (ISLAM et al., 2017). Os danos genotóxicos 

podem desencadear instabilidade genômica não reparada e, em nível cromossômico/molecular, podem 

causar mutações no DNA (ZHANG et al., 2014). Isto pode ser decorrente da capacidade de ruptura de 

cromossomos, rearranjo e perda, não disjunção e amplificação de genes, resultando na formação de 

micronúcleos, principalmente a partir de rupturas cromossômicas ou cromossomos inteiros que falham 

em serem segregados durante o fuso mitótico quando a célula se divide (SCOTT; EVANS, 1967; BHATIA; 

KUMAR, 2013).  

Assim, o teste de micronúcleos assume importância para detectar agentes mutagênicos com 

atividades clastogênicas e/ou aneugênicas (RIM; KIM, 2015; NETO et al., 2016). Entretanto, o FIT não 

aumentou a frequência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos de medula óssea de ratos, 

sugerindo que, os tratamentos e doses testadas, não induzem mutagenicidade. O FIT foi considerado 

não mutagênico em Salmonella typhimurium, como também em camundongos, em baixas doses 

(MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). 

O FIT, assim como o H2O2, pode induzir danos oxidativos (Figura 4) por mecanismos similares a 

exemplo da baixa regulação de Bcl-2, superregulação de Bax e ativação de caspases-9 e -3 (SONG; 

CHO, 2015; ISLAM et al., 2017), como apontado também para o H2O2, que pode induzir apoptose e 

necrose por interferência na expressão de proteínas pró-apoptóticas caspases-8, caspases-9, caspases-

3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). O fitol tem um grupo OH no seu carbono (C1) e os compostos com grupos 

OH ativos, tais como diterpenoides, podem apresentar citotoxicidade por danos oxidativos (GYAWALI; 

IBRAHIM, 2014). O H2O2 é um dos principais metabólitos redox em condições fisiológicas (1-10 nM), 

mas em concentrações >100 nM leva a danos às macromoléculas, incluindo o DNA, caracterizando o 
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estresse oxidativo, levando à toxicidade celular (SIESA, 2017). Estudos em fibroblastos humanos 

mostraram indução de apoptose por interferência na expressão de citocromo c, Bcl-2, Bax, Bid e 

caspase-3 (GUTIÉRREZ-VENEGAS et al., 2015), com eficácia citotóxica em uma ampla gama de 

concentrações, e por alterações na expressão das proteínas caspase-9, p53, NF-κB e RIP podendo atuar 

em apoptose e em necrose (XIANG et al., 2016; LENNICKE et al., 2015). 

O ácido fitânico, metabólito do FIT, inibe a histona deacetilase (Hdac2) e induz morte celular, 

com efeitos citotóxicos associados à caspase-9, como observado em células neuronais (NAGAI, 2015), 

como também pode gerar ERO’s durante a β-oxidação (TAMATANI et al., 1999), podendo levar ao 

estresse oxidativo com potencial para danificar o DNA (STADELMANN-INGRAND et al., 2004). Além de 

induzir apoptose e necrose, o FIT devido sua alta hidrofobicidade, atravessa facilmente as membranas 

celulares e mitocondriais, causando a perda de elementos essenciais à célula, alterando o potencial de 

membrana, neutralizando espécies reativas, mas também pode induzir autodestruição de estruturas 

celulares, como proteínas, lipídeos e DNA; o que leva à cito/genotoxicidade e à disfunção mitocondrial 

(ISLAM et al., 2016b). 

Associado a esses mecanismos, o FIT também induz aumento na expressão de PPAR 

dependente da atividade de luciferase em células HepG2 de forma direta, independente do seu 

metabólito ácido fitânico (GOTO et al., 2005). O FIT pode atuar com efeitos antagônicos e/ou 

contraditórios, pois, em altas concentrações, tem ação como pró-oxidante; e, em menores 

concentrações, tem atividades antioxidante e citoprotetora em diversos sistemas teste (BAKKALI et al., 

2008; ISLAM et al., 2016a). Assim, o FIT, dependendo de suas concentrações, em organismos testes 

pode ser constituinte químico para formulações farmacêuticas como antitumoral; e ainda, na prevenção 

e/ou indução de estresse oxidativo (ISLAM et al., 2016a).  
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5 CONCLUSÃO 

 

O FIT, nas doses agudas de 300 e 2000 mg/kg, assim como em doses repetidas de 60 e 90 

mg/kg, induz toxicidade em ratos como demosntrado por diversos parâmetros toxicológicos. Também 

foram observadas alterações comportamentais, especialmente nas maiores doses testadas, que são 

compatíveis com excitação e/ou sedação, estresse e ansiedade. Algumas alterações indicativas de 

anemia, linfopenia neutrofilia e eosinofilia foram observadas no perfil hematológico. Nas avaliações em 

enzimas renais e hepáticas foram verificadas alterações para ureia, creatinina, AST e ALT, bem como 

aumento de proteína e nitrito na urina, além da presença de bilirrubina nas duas maiores doses repetidas. 

Não foram observadas alterações no peso dos órgãos e histologia hepática. Os resultados do 

biomonitoramento citogenético de ratos tratados com FIT, de forma aguda e subcrônica, apontou 

genotoxicidade em medula óssea, sangue periférico, fígado e rim pelo significante aumento do índice e 

frequência de danos ao DNA, que durante os tratamentos não foram reparados. Entretanto, não foi 

observado riscos para mutagenicidade. Estudos devem ser feitos para a caracterização dos mecanismos 

das  alterações comportamentais e de instabilidade genética que podem ser associadas, também, ao 

estresse oxidativo para o uso do FIT em formulações farmacêuticas. 
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Capítulo 3 
 

 Alterações citogenéticas indicativas de atividade antitumoral do fitol em cultura 

primária de Sarcoma 180 e em linhagem HL-60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração de Lara Crow, “Kit de modelos”, adaptada do periódico Nature Reviews Cancer (2010) 

“Na ciência, há um modelo para tudo, menos para a imaginação humana” (Alencar, M.V.O.B.) 
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QUALIS A2 – Biotecnologia 

 

Resumo 

O fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol) é um diterpenoide com diversas propriedades 
farmacológicas. Esse estudo avaliou os efeitos do fitol em cultura primária de Sarcoma 180, linhagem 
leucêmica humana (HL-60), bem como em linfócitos de sangue periférico de ratos, por mecanismos 
citotóxicos e citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose. As 
células foram tratadas com fitol (4,72; 7,08 e 14,16 µM) e submetidas aos ensaios de citotoxicidade por 
Azul de Tripan e MTT (viabilidade celular), bem como ao ensaio cometa e teste de micronúcleos com 
bloqueio de citocinese. A doxorrubicina (2 µg/mL) e o peróxido de hidrogênio (10 mM) foram utilizados 
como controle positivo. A citotoxicidade do fitol foi observada em Sarcoma 180 e em HL-60 pela 
diminuição de viabilidade celular e dos índices de divisão celular, incluindo a apoptose e necrose. A 
genotoxicidade nas concentrações usadas foi pontuada pelo aumento do índice e frequência de danos 
ao DNA nos modelos testados. O fitol, em todas as concentrações, induz mecanismos aneugênicos e/ou 
clastogênicos em Sarcoma 180 e em HL-60, por indução de micronúcleos, como também outras 
anormalidades nucleares, tais como pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares. O fitol, em todas as 
concentrações, também induziu apoptose nos modelos utilizados. No entanto, a indução de necrose foi 
observada apenas na concentração de 14,16 µM para HL-60. O fitol é um candidato a formulações 
farmacêuticas antitumorais devido sua citotoxicidade e por mecanismos citogenéticos associados com 
instabilidade genética, incluindo morte celular por apoptose e necrose. 
 

Palavras-chave: fitol, genotoxicidade, apoptose, necrose, Sarcoma 180, HL-60. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é considerado uma das maiores causas de mortalidade no mundo (FERLAY et al., 

2015) e tem etiologia complexa, com envolvimento de diversos mecanismos bioquímicos, fisiológicos e 

moleculares (OUYANG et al., 2012; SWARTZ et al., 2012). Os sarcomas são neoplasias malignas 

heterogêneas, de origem mesenquimal, que podem ocorrer em vários tecidos, tais como 

osteossarcomas, rabdomiossarcomas e lipossarcomas. O estudo dos mecanismos moleculares 

envolvidos na doença, investigados em diferentes modelos, contribui para o avanço das terapias dessas 

neoplasias (POST, 2012). Geralmente complexos, os sarcomas implicam múltiplas alterações 

cromossômicas numéricas e estruturais, especialmente em sarcomas epiteliais. Assim, pesquisas são 

necessárias para elucidar danos citogenéticos (HUSAIN; VERMA, 2011; TAYLOR et al., 2013). 

 As leucemias são desordens hematopoiéticas que também ainda necessitam de entendimentos 

biológicos e moleculares. Estas elucidações podem ser estudadas em linhagens celulares, a exemplo da 

HL-60, para a buscas de novos compostos naturais com efeitos antitumorais (CHIEN et al., 2017). Cabe 

enfatizar que existem similaridades entre animais e humanos quanto ao comportamento biológico, 

resposta à terapia e a agentes citotóxicos (CEKANOVA; RATHORE, 2014). O desenvolvimento dos 

fármacos ainda se constitui como um desafio para a terapia oncológica devido a diversos aspectos, 

incluindo o fato da heterogeneidade genética do câncer que leva a muitas resistências às terapias 

(SAMADI et al., 2015).  

Diversos estudos com fitoquímicos apontam para atividades antitumorais de produtos naturais, 

por indução de apoptoses e inibição de proliferação celular (BEEVI et al., 2010; WU et al., 2017). Vários 

diterpenos e seus derivados foram relatados para atividades citotóxicas e genotóxicas em diferentes 

sistemas teste, a exemplo do manool extraído da Salvia officinalis (NICOLELLA et al., 2014), do paclitaxel 

(TURKEZ et al., 2010), ácido 7,15-trien-3-óico (DI SOTTO et al., 2012) e taxodiona (KUŹMA et al., 2016).  

O fitol (FIT) é um diterpenoide, componente de óleo essencial, com muitos efeitos biológicos 

(ISLAM et al., 2015; ISLAM et al., 2016). Há relatos de que o composto apresenta atividades 

antiespasmódica (PONGPRAYOON et al., 1992), antimutagênica (KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI, 

1993), antiteratogênica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antimicrobiana (INOUE et al., 2005), 

imunoadjuvante (LIM et al., 2006), antiepiléptica (COSTA et al., 2012), antiprotozoária (BERO et al., 

2013), anti-inflamatória (SILVA et al., 2014), antioxidante (PEJIN et al., 2014), antidiabética (ELMAZAR 

et al., 2013), hipolipemiante (HOLMDAHL; HULTQVIST; OLOFSSON, 2011), antinociceptiva (SANTOS 

et al., 2013) antidepressiva (COSTA et al., 2011), bem como citotóxica, genotóxica e mutagênica (ISLAM 

et al., 2015; ISLAM et al., 2016). 
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A instabilidade cromossômica e os danos ao DNA estão bem associados a diversas doenças, 

especialmente o câncer. Portanto, as anormalidades citogenéticas são importantes para o entendimento 

dos mecanismos da tumorigênese (GRADE; DIFILIPPANTONIO; CAMPS, 2015). As alterações 

citogenéticas envolvem aneuploidia, deleções, inserções, quebras e perdas de cromossomos 

(SAMUELSON et al., 2012; GIAM; RANCATI, 2015). O teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese 

(CBMN) pode determinar níveis de danos citogenéticos de vários agentes citotóxicos em células 

binucleadas (FENECH, 2006; FENECH et al., 2011; NAKAMURA et al., 2016). Em outras abordagens, o 

ensaio cometa pode detectar danos mais simples ao DNA, não detectáveis em ensaio cromossômicos, 

a exemplo de quebras de fitas simples e duplas (KAWAGUCHI et al., 2010), como também danos 

oxidativos (FANG et al., 2015; DAVISON, 2016). O estudo teve por objetivo a avaliação dos possíveis 

efeitos antitumorais do FIT, por mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade, 

mutagenicidade, apoptose e necrose em cultura primária de Sarcoma 180 (S-180) e em linhagem 

leucêmica humana (HL-60), por meio da aplicação do ensaio cometa e CBMN. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes químicos utilizados no estudo 

 

O diterpenoide FIT foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O meio de cultura RPMI 

1640, penicilina e estreptomicina foram obtidos da GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A 

doxorrubicina (Dox) foi obtida da Eurofarma Laboratórios S.A. (São Paulo, Brasil); enquanto que o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) foi adquirido da Dinâmica Química Contemporânea LTDA (São Paulo, 

Brasil). O FIT foi solubilizado em três diferentes concentrações (4,72; 7,08 e 14,16 µM), utilizando os 

solventes Tween 80 0,05% e Cloreto de Sódio 0,9%, conforme estudo anterior sobre citotoxicidade 

(ISLAM et al., 2017). A Dox foi utilizada em uma única concentração (2 µg/mL, solubilizada em dH2O). 

O H2O2 foi preparado a uma concentração final de 10 mM (diluído em dH2O). 

 

2.2 Cultura primária de Sarcoma 180 

 

As células de S180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos (UFPI, #167/16, 

ANEXO E). Após 10 dias da inoculação, o líquido ascítico, contendo células tumorais, foi removido por 

punção na cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as células de S180 foram contadas em 

câmara de Neubauer (4 x 106 células/mL) e incubadas em meio de cultura RPMI 1640 (1 mM/L L-

glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 
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1% (p/v) de penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa a 37°C, por 72h, concomitantemente com as 

substâncias teste e controles. 

 

2.3 Cultivo de linhagem HL-60 

 

No laboratório, as células HL-60 foram armazenadas em nitrogênio líquido até o uso. A linhagem 

foi descongelada por suave agitação de seus recipientes durante 2 min em banho-maria a 37°C. Após o 

descongelamento, o conteúdo de cada recipiente contendo as células foi transferido para um frasco de 

cultura e diluído com até 10 mL de meio RMPI 1640 (1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina). Os 

frascos de cultura (contendo 2 x 106 células viáveis) foram observados sob o microscópio invertido, 

seguido de incubação em estufa a 37°C, umidade de 95% e com atmosfera de CO2 a 5%.  

Periodicamente, as culturas foram diluídas e mantidas nas mesmas condições com uma densidade de 5 

x 105 células/mL e colhidas na fase exponencial de crescimento (YEDJOU et al., 2010). 

 

2.4 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primária de S180 

 

A viabilidade celular foi analisada com a aplicação do teste de exclusão por azul de Tripan, de 

acordo com Strober (2015). Após 72 horas de tratamento com as substâncias teste e controles, 90 µL 

da suspensão de células (0,5 x 106 células/mL) foram retirados das culturas e acrescidos de 10 µL do 

azul de Tripan. As células não viáveis foram contadas por sua coloração azulada, sendo consideradas 

como células mortas. Em contraste, as células viáveis não apresentam esta coloração devido às suas 

capacidades de expulsarem o azul de Tripan. As diferenciações celulares foram observadas em 

microscopia óptica com o aumento de 400X, com o auxílio da câmara de Neubauer. 

 

2.5 Viabilidade celular pelo método do MTT em linhagem HL-60 

 

O ensaio do MTT foi realizado de acordo com Mosmann (1983). As células foram distribuídas 

em multiplacas de 96 cavidades, numa densidade de 0,8 x 106 células/mL. As substâncias teste e 

controles foram incubadas durante 68 horas juntamente com as células. Após o período de incubação, 

foi adicionado às culturas, 20 L da solução de MTT (5 mg/mL) e reincubadas durante 4h em estufa a 

37C e a 5% CO2. Após esse período, o meio de cultura foi descartado e as placas, cuidadosamente, 

armazenadas ao abrigo da luz, sendo deixadas overnight para secagem completa. Posteriormente, o 

precipitado foi ressuspendido em 100 L de álcool isopropílico. Para a quantificação do sal reduzido nas 
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células vivas, as absorbâncias foram analisadas com o auxílio do espectrofotômetro de placa, no 

comprimento de onda de 550 nm. 

 

2.6 Teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese 

 

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptações. Em frascos de cultura 

contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], 1 

mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino 

fetal Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA] e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-Aldrich [St. Louis, 

MO, EUA]) foram adicionados 20 µL de suspensão celular de S180 (0,5 x 106 células/mL) e HL-60 (0,8 

x 106 células/mL). Em cada frasco de cultura foram acrescidas as soluções teste e controles. As células 

foram incubadas por 44h a 37º ± 1°C. Após este período, foram adicionados às culturas 6 µg/mL de 

Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos à incubação por mais 28h. Ao final de 72h, 

as culturas foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi levemente agitado, para nova centrifugação após a adição 

de 5 mL de fixador (metanol:ácido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeído aos tubos. O procedimento foi 

repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeído. Por fim, o sobrenadante foi descartado 

e 2 a 4 gotas da suspensão celular foram gotejadas sobre lâminas, as quais foram coradas com solução 

de Giemsa 5% por 7 minutos. As lâminas, previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, 

com auxílio de microscópio óptico (1000X), considerando os danos citogenéticos presentes em 1000 

células por lâmina em duplicata. O índice de divisão nuclear (IDN) foi calculado por meio da seguinte 

fórmula: IDN = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N, onde M1-M4, representa o número de células viáveis com 

1-4 núcleos e N*, o número total de células viáveis. Além disso, o índice de divisão nuclear considerando 

citotoxicidade (IDNC) foi calculado de acordo com a seguinte equação: IDNC = (Ap + Nec + M1 + 2(M2) 

+ 3(M3) + 4(M4))/N*, onde Ap representa o número de células em apoptose; Nec, o número de células 

em necrose; M1-M4, o número de células viáveis com 1-4 núcleos; e N*, o número total de células viáveis 

e não viáveis, de acordo com Fenech (2000). 

 

2.7 Ensaio cometa 

 

A versão alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Rothfuss (2012). 

Alíquotas de 10 µL de suspensão celular de S180 (0,5 x 106 células/mL) foram misturadas com uma fina 

camada de agarose de baixo ponto de fusão 0,75% (90 µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com 

agarose normal 1,5%. Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 
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mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por 

até 72 horas a 4°C. Após esse período, as lâminas foram incubadas em tampão alcalino (NaOH 300 mM 

e EDTA 1 mM, pH>13) por 20 minutos; e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA 

e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as lâminas foram neutralizadas com 

tampão Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solução de prata. As lâminas foram analisadas quanto ao 

perfil fotomicrográfico das células (aumento de 400X em microscópio óptico) e os resultados foram 

expressos em índice de danos (ID) e frequência de danos (FD) de 100 células em duplicata. O ID foi 

calculado por meio da fórmula: ID = Σ (número de células em determinada classe de dano X classe de 

dano), que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células classe 0. 

 

2.8 Estudo de mecanismo para genotoxicidade pelo cotratamento com H2O2 

 

Neste experimento, avaliou-se o envolvimento do estresse oxidativo como mecanismo para a 

indução de genotoxicidade de acordo com Luz et al. (2013). Para tanto, alíquotas de 10 µL de suspensão 

celular de S180 (0,5 x 106 células/mL) foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo 

ponto de fusão 0,75% (90 µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em 

seguida, as lâminas foram expostas ao FIT (14,16 µM), isoladamente e em cotratamento com H2O2 (10 

mM), por 5 minutos. Depois, as lâminas foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM 

EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por 5 

minutos, a 4°C. Após este procedimento, procedeu-se a continuação do ensaio cometa, conforme o 

tópico anterior. 

 

2.9 Análise estatística 

 

A fim de determinar as diferenças entre os tratamentos, dados expressos como a média ± desvio 

padrão foram comparados por análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste de Tukey 

(considerando valores de p<0,05 como significantes), por meio do programa Graphpad prism (software 

intuitivo para a Ciência, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em duplicata, a partir de 

avaliações biológicas independentes. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Efeito do FIT na viabilidade celular em cultura primária de S180 e em linhagem HL-60 

 

O FIT, nas concentrações testadas, assim como a Dox (2 µg/mL) interferiram, significantemente, 

na viabilidade celular da cultura primária de S180 (CE50: 3,23 µM [IC: 2,751-3,806 e R2=0,932]) e 

linhagem HL-60 (CE50: 0,75 µM [IC: 0,661-0,871 e R2=0,947]) (Figura 1), indicando efeitos citotóxicos. 

Não foram observadas diferenças estatísticas entre as concentrações do diterpenoide, para ambas as 

células, bem como em relação à diminuição da viabilidade celular induzida pelo FIT em HL-60, 

comparado à Dox. 

 

Figura 1. Viabilidade celular avaliada pelo teste de exclusão por azul de Tripan em S180 e ensaio MTT em HL-60 após 72 h 
de exposição. Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não 
tratadas. Dox: Doxorrubicina (2 µg/mL). FIT: Fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pós-teste de Tukey. * p<0,05 comparado 
ao grupo CN. # p<0,05 comparado ao S180, na mesma concentração. Ω p<0,05 comparado à Dox. 
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3.2 Efeitos genotóxicos do FIT em cultura primária de S180 avaliados pelo ensaio cometa 

 

O FIT, em todas as concentrações testadas, induziu genotoxicidade em células S180 pelo 

aumento do índice e frequência de danos ao DNA quando comparado com os danos observados nas 

células tumorais sem tratamento (Figura 2). Em relação à frequência de danos, não foram observadas 

diferenças significantes entre a maior concentração de FIT, comparada ao quimioterápico Dox. 
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Figura 2. Genotoxicidade em cultura primária de S180 após 72 h de exposição. A: Índice de Danos. B: Frequência de Danos. 
Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não tratadas. Dox: 
Doxorrubicina 2 µg/mL. FIT: fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pós-teste de Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CNa e Doxb. 
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Em análise do perfil fotomicrográfico foi possível evidenciar diferenças entre os grupos de estudo 

em relação aos tipos (classes) de danos ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4). O FIT apresentou similaridade de danos 

com o grupo tratado com Dox, especialmente nas duas maiores concentrações (7,08 e 14,16 µM), pela 

frequência dos danos 3 e 4, bem como por indicativo de apoptose, como apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3. Perfil fotomicrográfico de cultura primária de S180 no ensaio cometa. A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2 
µg/mL. C: fitol 4,72 µM. D: fitol 7,08 µM. E e F: 14,16 µM. T0: dano tipo 0. T1: dano tipo 1. T2: dano tipo 2. T3: dano tipo 3. 
T4: dano tipo 4. Ap: apoptose. Coloração com prata. Aumento de 400X. 
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3.3 Avaliação da indução de danos oxidativos como mecanismo para genotoxicidade do FIT em 

cultura primária de S180 em cotratamento com H2O2 

 

O fitol também demonstrou induzir danos genotóxicos por mecanismos oxidativos em cultura 

primária de S180 (Figura 4). O índice de danos das células cotratadas com FIT (14,16 µM) e H2O2 foi 

maior (p<0,05), comparado ao tratamento com H2O2, demonstrando similaridade entre FIT e o agente 

estressor (H2O2) para mecanismos de indução de danos oxidativos. Não houve diferença significante 

para a frequência de danos nos tratamentos. 

 

Figura 4. Genotoxicidade do fitol, por mecanismos associados a danos oxidativos, em cultura primária de S180 cotratada 
com peróxido de hidrogênio. Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: 
células não tratadas. H2O2: peróxido de hidrogênio (10 mM). FIT: fitol (14,16 µM). ANOVA, uma via, seguido de pós-teste de 
Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CN* e H2O2#. 

Ín
d

ic
e

 d
e

 D
a

n
o

s
 (

0
-4

0
0

)

C N H 2 O 2  1 0 F I T  1 4 ,1 6 F I T  +  H 2 O 2  1 0

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

* *

*
#

( M )

 

F
re

q
u

ê
n

c
ia

 d
e

 D
a

n
o

s
 (

%
)

C N H 2 O 2  1 0 F I T  1 4 ,1 6 F I T  +  H 2 O 2  1 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0
* * *

( M )

 
 

3.4 Efeitos citogenéticos do FIT em cultura primária de S180 e linhagem HL-60 avaliados pelo teste 

de micronúcleos com bloqueio de citocinese 

 

O FIT é um produto natural com efeitos mutagênicos em todas as concentrações, por indução 

de micronúcleos em S180, como também por aumento significante no número de pontes e brotos 

nucleares, principalmente nas duas maiores concentrações testadas (7,08 e 14,16 µM), quando 

comparado ao CN (células não tratadas). Também foi observado citotoxicidade pela redução do índice 

de divisão celular (IDN) e considerando apoptose e necrose (IDNC), comparado ao CN. Esses dados 

apontam que o FIT causa danos fixos ao DNA pela indução de micronúcleos; e tem atividade antitumoral 

por indução de citotoxicidade, especialmente por apoptose e necrose (Tabela 1). Cabe ressaltar que as 

alterações induzidas pelo FIT foram similares à Dox, especialmente na maior concentração (14,16 µM). 

A Figura 5 apresenta o perfil das alterações citogenéticas observadas em S180 tratadas com FIT (14,16 

µM).  
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Tabela 1. Danos citogenéticos do fitol avaliados em cultura primária de S180 após 72h de exposição por 
meio do teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese. 

Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade 

Sarcoma 180 

 Micronúcleos Pontes Brotos IDN IDNC 

CN 1,75 ± 1,02 2,80 ± 0,41 1,70 ± 0,12 1,69 ± 0,037 1,60 ± 0,033 

Dox 36,50 ± 0,35a 35,5 ± 3,53a 17,0 ± 1,41a 1,11 ± 0,04a 1,23 ± 0,007a 

FIT 4,72 µM 8,00 ± 0,70a# 5,55 ± 2,12# 2,00 ± 1,41# 1,40 ± 0,018a# 1,26 ± 0,062a 

FIT 7,08 µM 10,70± 1,76a# 8,50 ± 2,25a# 11,0 ± 1,82a# 1,35 ± 0,281a# 1,19 ± 0,146a 

FIT 14,16 µM 29,70 ± 3,18abc 27,00 ± 7,04abc 28,50 ± 2,12ab 1,25 ± 0,054a 1,16 ± 0,032a 

Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não tratadas. Dox: 
doxorrubicina 2 µg/mL. FIT: fitol. IDN: índice de divisão nuclear. IDNC: índice de divisão nuclear considerando apoptose e 
necrose. ANOVA, uma via, seguido de pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado ao grupo CN. b p<0,05 comparado ao 
grupo FIT 4,72. c p<0,05 comparado ao grupo FIT 7,08. # p<0,05 comparado à Dox. 

 

Figura 5. Perfil fotomicrográfico de Sarcoma 180 tratada com fitol (14,16 µM) no teste CBMN. Seta em A: broto nuclear. Seta 
em B: necrose. Seta em C: ponte nucleoplásmica. Seta em D: micronúcleo. Seta em E: apoptose. Seta branca em F: apoptose; 
seta preta: necrose. Coloração com Giemsa 5%. Aumento de 1000X. 

 

 

Danos citogenéticos compatíveis com atividade antitumoral do FIT também foram observados 

em linhagem HL-60, por meio do significante aumento de micronúcleos, pontes e brotos em todas as 

concentrações testadas, comparadas ao grupo CN. Também foi observado citotoxicidade pela redução 

do IDN e IDNC em todas as concentrações do FIT, comparadas ao CN (Tabela 2). Não houve diferença 

de indução de micronúcleos e pontes pelo FIT (14,16 µM), comparado ao quimioterápico Dox. 
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Tabela 2. Danos citogenéticos do FIT avaliados em linhagem HL-60 após 72h de exposição por meio do 
teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese. 

Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade 

Linhagem HL-60 

 Micronúcleos Pontes Brotos IDN IDNC 

CN 2,00 ± 1,41 2,50 ± 0,70 1,50 ± 0,70 1,73 ± 0,03 1,64 ± 0,004 

Dox 28,0 ± 11,3a 41,5 ± 7,77a 26,00 ± 2,80a 1,07 ± 0,002a 1,16 ± 0,007a 

FIT 4,72 µM 9,50 ± 3,53a# 13,0 ± 1,41a# 11,00 ± 2,42a# 1,55 ± 0,12a# 1,36 ± 0,14a# 

FIT 7,08 µM 12,50 ± 3,45a# 19,5 ± 2,21ab# 25,00 ± 4,23ab 1,30 ± 0,08ab# 1,24 ± 0,07a# 

FIT 14,16 µM 26,00 ± 5,65abc 39,0 ± 5,65abc 28,50 ± 2,12ab 1,33 ± 0,12ab# 1,24 ± 0,05a# 

Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não tratadas. Dox: 

doxorrubicina 2 µg/mL. FIT: fitol. IDN: índice de divisão nuclear. IDNC: índice de divisão nuclear considerando apoptose e 

necrose. ANOVA, uma via, seguido de pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado ao grupo CN. b p<0,05 comparado ao FIT 

4,72. c p<0,05 comparado ao FIT 7,08. # p<0,05 comparado à Dox. 

 

Na Figura 6 estão apresentados os marcadores citogenéticos evidenciados para ação citotóxica 

e antitumoral do FIT (14,16 µM), tais como micronúcleos, brotos nucleares, pontes nucleoplásmicas, 

figuras trirradiais (núcleo trilobulado), bem como apoptose e necrose. 

 

Figura 6. Perfil fotomicrográfico de linhagem HL-60 tratadas com fitol (14,16 µM) no teste CBMN. Seta em A: necrose. Seta 
em B: figura trirradial. Seta em C: broto nuclear. Seta em D: micronúcleo. Seta em E: apoptose. Seta em F: ponte 
nucleoplásmica. Coloração com Giemsa 5%. Aumento de 1000X. 
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3.5 Indução de apoptose e necrose pelo FIT em cultura primária de S180 e linhagem HL-60 avaliada 

por meio do teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese 

 

Como demonstrado pelo IDNC (Tabelas 1 e 2), o FIT, em todas as concentrações testadas, 

induziu significante aumento no número de apoptose (Figura 7 A) e necrose (Figura 7 B), comparado 

com células sem tratamento (CN), indicando sua ação citotóxica em células tumorais de S180. 

Resultados similares foram observados em linhagem HL-60. Cabe ressaltar que foram observadas 

diferenças entre as concentrações de FIT e similaridade de efeitos com a Dox (Figura 7 A e B). 

 
Figura 7. Apoptose e necrose induzidas pelo fitol em cultura primária de S180 e linhagem HL-60, após 72h de exposição. A: 
apoptose. B: necrose. Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não 
tratadas. Dox: doxorrubicina 2 µg/mL. FIT: fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pós-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao 
grupo CN. # p<0,05 comparado ao grupo CN e FIT 4,72. δ p<0,05 comparado ao grupo CN e FIT nas concentrações de 4,72 
e 7,08 µM. Ω p<0,05 comparado à Dox. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Produtos naturais e seus derivados fitoquímicos historicamente têm sido uma fonte inestimável 

de agentes terapêuticos (DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Muitos terpenoides são citotóxicos para 

células tumorais e, assim, podem ser usados como quimioterápicos ou como quimiopreventivos (MO; 

ELSON, 2004; THOPPIL; BISHAYEE, 2011), como também como adjuvantes em terapias oncológicas 

(GHOSH, 2012). Como observado no estudo, o FIT induziu citotoxicidade em cultura primária de S180 e 

em linhagem leucêmica humana HL-60 por inibição de viabilidade celular, com resultados similares aos 

observados pelo tratamento com Dox, com CE50 de 3,23 µM para S180 e 0,75 µM para HL-60. 

Atividades citotóxica e antitumoral para o FIT foram observadas em outras linhagens tumorais, 

tais como em adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma de próstata PC-3, entre outras (HT-

29 – cólon, A-549 – pulmão, Hs294T – pele e MDA-MB-231 – mama), com citotoxicidade demonstrada 

em CE50 de 8,79 ± 0,41 μM a 124,84 ± 1,59 μM (PEJIN; KOJIC; BOGDANOVIC, 2014). Estudos apontam 

citotoxicidade do FIT pela indução de espécies reativas de oxigênio (SONG; CHO, 2015). Os 

diterpenoides, a exemplo do FIT, são compostos com grupo OH ativo em seu carbono (C1) (GYAWALI; 

IBRAHIM, 2014; SHAN et al., 2014), podendo induzir a formação do radical •OH e gerar danos oxidativos 

(SHAH et al., 2014; ISLAM et al., 2015). Cabe enfatizar que o FIT pode causar autodestruição de 

estruturas celulares e macromoléculas como o DNA (PETIWALA; JOHNSON, 2015; ISLAM et al., 2016). 

Análises de toxicidade genética podem ser realizadas por meio do ensaio cometa in vitro e ex 

vivo pela avaliação de danos ao DNA e capacidade de reparo (CORTÉS-GUTIÉRREZ, 2011; AZQUETA 

et al., 2014; POURRUT et al., 2015); e, na sua versão alcalina, pode detectar quebras de fita simples 

e/ou duplas, sítios álcali-lábeis e danos oxidativos (FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEILL, 1995; FANG et al., 

2015; DAVISON, 2016). Em análise de genotoxicidade com aplicação do ensaio cometa, o FIT nas 

concentrações testadas, induziu aumento no índice e frequência de danos ao DNA em cultura primária 

de S180. Além disso, em estudo de mecanismo para genotoxicidade em S180, o diterpenoide apresentou 

similaridade de danos oxidativos comparados ao peróxido de hidrogênio (Figura 4). Como citado 

anteriormente, o FIT pode gerar radical •OH (SHAH et al., 2014), como também induz aumento dos níveis 

de TBARS, mas não age como oxidante direto. Ele reduz citocromo c, induz peroxidação lipídica e diminui 

as defesas antioxidantes enzimáticas, a exemplo da GSH (LEIPNITZ et al., 2010). 

O FIT pode induzir aumento na expressão de receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma, dependente da atividade de luciferase em células de hepatocarcinoma (HepG2) de forma 

direta; e, indiretamente, por seu metabólito ácido fitânico (GOTO et al., 2005), que também pode inibir a 

histona deacetilase (Hdac2) e induzir morte celular, com efeitos citotóxicos associados à caspase-9, 

como observado em células neuronais (NAGAI, 2015). Além disso, pode gerar radicais livres durante a 
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β-oxidação (TAMATANI et al., 1999), ocasionando estresse oxidativo e, consequentemente, lesão no 

DNA (STADELMANN-INGRAND; PONTCHARRAUD; FAUCONNEAU, 2004). Por outro mecanismo, os 

inibidores de poli-(ADP-ribose) polimerase (PARP), como o FIT, danificam o DNA e podem inibir vias de 

reparo, tais como o reparo por excisão de bases. Portanto, são promissores para associação com drogas 

antineoplásicas (ROLEAU et al., 2010; VELIC et al., 2015). 

Os danos genotóxicos podem desencadear instabilidade genômica não reparada, com potencial 

para causar mutações no DNA (ZHANG et al., 2014). Isso pode ser decorrente da capacidade de lesões 

nos cromossomos, rearranjos, não disjunção, amplificação de genes, necrose e apoptose, resultando na 

formação de micronúcleos (principalmente a partir de quebras de fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros, não segregados durante o fuso mitótico, quando a célula se divide) (BHATIA; 

KUMAR 2013). A instabilidade cromossômica contribui para as neoplasias humanas, por má segregação 

cromossômica, aneuploidia, assim como os danos ao DNA, mutações e translocações cromossômicas. 

Um estudo anterior apontou que essas alterações cromossômicas podem contribuir para a formação de 

micronúcleos, um marcador biológico do câncer (BAKHOUM; COMPTON, 2012). 

O FIT induziu mutagenicidade pelo aumento de anormalidades nucleares do tipo micronúcleos, 

pontes e brotos nucleares em cultura primária de S180 e em HL-60, levando à citotoxicidade determinada 

pelo IDN. O aumento da frequência de micronúcleos está associado com deficiências nas respostas de 

danos ao DNA. Os micronúcleos representam fragmentos e/ou perdas de cromossomos inteiros (MALUF; 

ERDTMANN, 2001). Além disso, são marcadores para detectar agentes clastogênicos e aneugênicos 

em compostos genotóxicos e mutagênicos (KIRSCH; VOLDERS et al., 2011). As pontes 

nucleoplasmáticas são oriundas de reagrupamentos de cromossomos e fusão de telômeros (FENECH, 

2000; STEWENIUS et al, 2005) e os brotos nucleares representam amplificação de DNA, em que a 

telomerase possui papel importante nessa alteração citogenética (FENECH, 2000; FENECH et al., 2011). 

Manifestações de amplificação gênica estão associados com fenótipo maligno e podem surgir durante o 

ciclo celular oriundos de material extracromossômico (SHIMIZU, 2009). 

A extensão do dano observado no DNA também depende da liberação de enzimas degradativas, 

as quais são liberadas durante os processos de apoptose e necrose, tais como as proteínas pró-

apoptóticas caspases-8/9/3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). Entretanto, disfunção mitocondrial pode liberar 

fatores pró-apoptóticos (ZHIVOTOVSKY; KROEMER, 2004; GOGVADZE; ORRENIUS, 2006). As 

células, em repostas a danos ao DNA, podem também ativar PARP1 como mecanismo de acessibilidade 

a enzimas de reparo de DNA e de fatores transcricionais (DANTZER et al., 2006), com importância para 

sobrevivência celular (DEVOS; SCHREIBER; DANTZER, 2012; ZIEGLER; OEI, 2001). Entretanto, 

estudos também apontam que o PARP1 está implicado em apoptose (YU et al., 2002) ou necrose (HA; 

SNYDER, 1999). 
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A indução de apoptose e inibição de proliferação celular, ambos por diferentes mecanismos, têm 

sido usadas para estudos de fitoquímicos com atividades antitumorais (BEEVI et al. 2010). O FIT induziu 

apoptose em cultura primária de S180 e em HL-60. Entretanto, a indução de necrose foi observada 

apenas para a maior concentração de FIT em HL-60. Existem relatos de que o diterpenoide tem atividade 

antitumoral em linhagens de hepatocarcinoma Huh7 e HepG2, associados a mecanismos de indução de 

apoptose dependente de caspases. Ele pode, ainda, aumentar o número de células em G1, como 

também cliva a poliadenosina difosfato ativada por caspases-9/3 e Bax, que atenuam, em mitocôndrias, 

a expressão dos genes Bcl2, Mcl-1 e c-Myc nas células Huh7 e HepG2 (HASSAN et al., 2014; KIM et al., 

2015), como relatado também para a Dox (CARUSO et al., 2014). 

Os produtos naturais, como os polifenois, especialmente taninos e flavonoides, podem ter ação 

quimiopreventiva e propriedades antitumorais (ZHAO et al., 2015), como observado em terpenoides 

isolados de óleos de sândulo em células MCF-7 (p53 selvagem) e em células MDA-MB-231, por inibição 

de viabilidade celular e proliferação e indução de apoptose com efeitos menos citotóxicos em células não 

tumorais, por ativação de caspases-8/9 e forte clivagem da proteína PARP em ambas as células 

(SANTHA et al., 2013). 

O FIT também induziu apoptose em células de adenocarcinoma gástrico AGS, como observado 

pelo aumento de células na fase mitótica sub G1, baixa regulação de Bcl-2, superexpressão de Bax, 

ativação de caspases-9/3, clivagem de PARP, despolarização de membranas mitocondriais, indução de 

autofagia e citotoxicidade pela geração de espécies reativas de oxigênio (ERO’s) e decréscimo da 

expressão do gene p62 (SONG; CHO, 2015). De forma dependente da concentração, o FIT inibiu em 

55% a invasão de células tumorais MDA-MB-231, principalmente na concentração de 1 µM. Também foi 

observado que o FIT induziu autofagia pelo aumento de organelas com enzimas ácidas (SONG et al., 

2015).  

Cabe enfatizar que a necrose também é modulada por PARP1 via indução de danos ao DNA. 

Alguns estudos sugerem que essa proteína medeia morte celular (MOUBARAK et al., 2007; BREDHOLT 

et al., 2015). Estes mecanismos são também relatados para a Dox, incluindo aumento da respiração 

mitocondrial, indução de danos ao DNA via ERO’s, geração de óxido nítrico com inibição de PARP1, 

além de alterações do ciclo celular. Entretanto, os efeitos da Dox não inibem p53, sugerindo que o 

antineoplásico induz necrose dependente de PARP1 e independente do gene TP53 (SHIN et al., 2015). 
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5 CONCLUSÃO 

 

O FIT, em todas as concentrações, induziu citotoxicidade e efeito antitumoral em cultura primária 

de S180 e em linhagem leucêmica humana HL-60, de forma similar aos efeitos da Dox especialmente 

na maior concentração. O efeito antitumoral foi observado por diferentes mecanismos citogenéticos: (1) 

indução de citotoxicidade pela redução de viabilidade celular; (2) indução de genotoxicidade, 

possivelmente associado ao estresse oxidativo; (3) mecanismos clastogênicos e/ou aneugênicos pela 

indução de micronúcleos; e (4) mecanismos de anormalidades nucleares indicativas de citotoxicidade 

pela diminuição de IDN e IDNC e indução de apoptose e necrose. Esses resultados sugerem que o FIT 

pode ser utilizado em formulações farmacêuticas como alternativa para terapia oncológica. 
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QUALIS A1 – Biotecnologia 

 

Resumo 

O diterpenoide fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol) apresenta diversas atividades 
farmacológicas, especialmente relacionadas à toxicidade, citotoxicidade e oxidação. Considerando a 
urgência de novas formulações farmacêuticas para a terapia do câncer de mama, este estudo objetivou 
avaliar o efeito antitumoral do fitol em modelo animal de câncer de mama induzido por 7,12-
dimetilbenzantraceno, por meio de análises hematológica, bioquímica, histopatológica e imuno-
histoquímica para Ki-67, bem como citogenéticas (danos ao DNA e reparo), em células neoplásicas 
(carcinoma mamário) e não neoplásicas (medula óssea, linfócitos de sangue periférico e fígado), com 
aplicação do ensaio cometa. Quinze camundongos fêmeas (n=5/grupo), não gestantes, foram 
submetidas à indução do câncer de mama, durante 7 semanas com o 7,12-dimetilbenzantraceno (6 
mg/kg, v.o.), e terapias com fitol (14 mM/kg, v.o.) e ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.), por 2 semanas após 
detecção de tumores mamários; enquanto que cinco animais não expostos ao pró-carcinógeno, foram 
utilizados no grupo controle, tratado apenas com azeite de oliva (10 mL/kg, v.o.). A formação de tumores 
mamários foi comprovada pela histopatologia. Na dose testada, o fitol não apresentou toxicidade frente 
aos parâmetros hipocráticos e comportamentais, bem como não induziu alterações histopatológias 
malígnas em mama, nem expressiva marcação para Ki-67, sugerindo baixa proliferação celular, 
comparado ao pró-carcinógeno. Por outro lado, o fitol demonstrou alterações hematológicas e 
bioquímicas em enzimas hepáticas. O fitol teve efeitos modulatórios sobre o pró-carcinógeno e, também 
induziu genotoxicidade e apoptose em células normais, mas, de forma proeminente em tecido neoplásico 
de mama. Esses dados apontam que o fitol induz baixa toxicidade, genotoxicidade e apoptose em células 
não tumorais (sangue periférico, medula óssea e fígado), mas, de forma contrária, induz expressivos 
danos em células neoplásicas (mama), indicando potencial para formulações farmacêuticas antitumorais. 
 

Palavras-chave: fitol, câncer de mama, ensaio cometa, apoptose. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer de mama (CM) é uma doença multifatorial, prevalente em pacientes idosas (ARRARAS 

et al., 2016), apresentando mais de 1,7 milhões de casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHE; 

ELDEIB, 2016). A doença é a principal causa de morte entre as mulheres em todo o mundo, o que suscita 

mais estudos relativos à quimioprevenção e quimioterapia (DONEPUDI et al., 2014), com estratégias 

terapêuticas citotóxicas e preventivas, especialmente, com menor toxicidade sistêmica 

(PRATHEESHKUMAR et al., 2012). 

Os modelos animais de carcinogênese química são importantes para pesquisa e 

desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos/quimiopreventivos (HOLLERN; ANDRECHEK, 2014; 

KEMP, 2015). O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um pró-carcinógeno, que requer ativação 

metabólica por enzimas citocromo P450 (CYP1A1 e CYP1B1), para formar o metabólito 

dihidrodiolepóxido, (RUSSO; RUSSO, 1996; LÍŠKA et al., 2011), capaz de induzir carcinogênese 

mamária (LIU et al., 2016), por mecanismos de formação de aduto ao DNA e rupturas da fita dupla de 

DNA, mesmo com atuação de enzimas de reparo (SAMUELSON et al., 2012; BHOWMIK et al., 2013).  

As drogas utilizadas no tratamento de neoplasias, de maneira geral, apresentam atividade 

citotóxica. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterápicos citotóxicos não agem especificamente 

sobre células neoplásicas, afetando também células normais, resultando em uma ampla gama de 

reações adversas (FREEDMAN; PATRIDGE, 2011; ADÃO et al., 2013).  Assim, é importante a avaliação 

de riscos toxicogenéticos, em todas as etapas da terapia oncológica, para compreesão da biologia do 

câncer e recorrência, com impacto no diagnóstico e eficácia terapêutica (ABRAMCZYK; BROZEK-

PLUSKA, 2016). Os biomarcadores citogenéticos têm despertado atenção da comunidade científica pelo 

fato de serem potenciais indicadores de efeitos biológicos de importância para oncologia. O ensaio 

cometa é um teste de avaliação de danos ao DNA em células individualizadas (GUNASEKARANAL; RAJ; 

CHAND, 2015). Em sua versão alcalina, o ensaio detecta quebras de fitas simples e/ou duplas, sítios 

apurínico e apirimidínicos, danos oxidativos e eficácia de reparo (DUSINSKA, COLLINS, 2008; CORTES-

GUTIERREZ et al., 2012), sendo amplamente utilizado em pesquisas não clínicas para investigação de 

novos agentes antitumorais, por exemplo, de origem natural (TYAGI et al., 2011; PLACE et al., 2003). 

Os produtos naturais, oriundos de plantas terrestres, são alternativas para formulações 

farmacêuticas, especialmente para as terapias oncológicas, por mecanismos associados à indução de 

apoptose (YAACOB et al., 2015). Os compostos bioativos, derivados de plantas, não só podem serem 

diretamente utilizados como agentes terapêuticos, mas também podem servir como protótipos no 

desenvolvimento de fármacos potenciais para o tratamento de várias doenças em seres humanos 

(MALLA; GAUCHAN; CHHETRI, 2015). Os terpenoides, diversificada classe de substâncias naturais, ou 
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metabólitos secundários de origem vegetal, foram investigados quanto aos efeitos antitumorais em 

diferentes tumores celulares, destacando o potencial destas substâncias como quimioterápicos ou 

quimiopreventivos (MO; ELSON, 2004; THOPPIL; BISHAYEE, 2011), assim como adjuvantes em 

terapias oncológicas (GHOSH, 2005). O fitol, FIT, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol), é um 

diterpenoide derivado da estrutura da clorofila, abundantemente presente na natureza e com diversas 

atividades farmacológicas, tais como antioxidante, antimicrobiana (INOUE et al., 2005; SAIKIA et al., 

2010; MORAES et al., 2014), antitumoral (GUO et al., 2014), imunoadjuvante, antidiabética e 

hipolipemiante (TAKAHASHI et al., 2002), ansiolítica (COSTA et al., 2014), antidepressiva (COSTA et 

al., 2011), antinociceptiva (SANTOS et al., 2013), antiespasmódica (PONGPRAYOON et al., 1992) e  

antiteratogênica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002). 

A descoberta de bioativos naturais, com base em biomarcadores, assume importância para o 

desenvolvimento de formulações farmacêuticas contra o câncer, como estratégias para o aprimoramento 

das terapias atuais. Cabe enfatizar, que boa parte dos fármacos utilizados, com capacidade de modificar 

o DNA, apresentam diversas desvantagens, como os efeitos colaterais sistêmicos. Assim, o 

monitoramento da formação e o nível de danos ao DNA, são importantes para estratificar e prever a 

eficácia da terapia oncológica (STORNETTA et al., 2017). O presente estudo avaliou os efeitos 

antitumorais do FIT em relação a frequência, índice e reparo de danos ao DNA, bem como a indução de 

apoptose em diferentes tecidos de camundongos fêmeas, com câncer de mama induzido pelo DMBA, 

por meio da aplicação do ensaio cometa, associado a análises de alterações comportamentais, 

bioquímicas, hematológicas, histopatológicas e imuno-histoquímica. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes e químicos 

 

O FIT e todos os demais produtos químicos e reagentes necessários para a realização deste 

estudo, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Chem Ex. Co. St. Louis, Missouri, USA). O composto FIT foi 

solubilizado em 0,05% de Tween 80, dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sódio. Nos experimentos, o FIT 

foi administrado oralmente em camundongos na dose de 14 mM/kg. Essa dose foi escolhida com base 

em estudo anterior sobre efeitos citotóxicos do fitol (ISLAM et al., 2017). O DMBA (7,12-

dimetilbenzantraceno, Sigma-Aldrich) foi dissolvido em azeite de oliva, e administrado oralmente na dose 

de 6 mg/kg/semana.  
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2.2 Animais 

 

Os animais utilizados no estudo, foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciências 

Agrárias – CCA, da Universidade Federal do Piauí. Para o monitoramento toxicogenético do DMBA, 

camundongos (Mus musculus) fêmeas, da linhagem Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas de idade, não 

gestantes e pesando entre 20 a 50 g, foram submetidas a aclimatação por uma semana, sob condições 

monitoradas de temperatura equivalente a 25 ± 1°C, e um ciclo de 12 horas claro/escuro, com livre 

acesso a ração tipo pellets (Purina®) e água. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: (1) azeite 

(azeite de oliva 10 mL/kg, v.o.); (2) DMBA (6 mg/kg, v.o.); (3) FIT (14 mM/kg, v.o.) e (4) ciclofosfamida 

(25 mg/kg, i.p.). A quantidade de animais foi estabelecida de acordo com o guia da Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD n° 489, 2014). Todos os experimentos foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do 

Piauí (#167/16, ANEXO E). 

 

2.3 Indução do câncer de mama com o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) 

 

Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 5/grupo). O grupo 1, foi tratado apenas com 

azeite de oliva (10 mL/kg, v.o.); os demais grupos foram tratados com DMBA (6 mg/kg, v.o.), por 7 

semanas. Todos os animais utilizados foram pesados e a dose individual foi calculada baseada no peso 

(BARROS et al., 2013). A formação do tumor foi monitorada durante 7 semanas, por palpações físicas e 

mensuração do diâmetro com o uso de um paquímetro digital. Após a detecção do tumor mamário, 2 

grupos (n=5/grupo), tiveram a administração com DMBA interrompida e receberam terapia com FIT (14 

mM/kg, v.o.) e ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.), respectivamente, por 2 semanas. Após o tratamento dos 

animais, ambas as linhas mamárias foram ressecadas e submetidas à necropsia completa, para 

avaliação macro e microscópica de neoplasias primárias. O produto das ressecções mamárias e da 

necropsia foram encaminhados para exame macroscópico (com especial atenção à determinação das 

dimensões e alterações à superfície de corte das peças), fixação em formalina 10% tamponada e 

processamento histotécnico automático, para inclusão em parafina. 

 

2.4 Avaliação histopatológica 

 

Para a análise histopatológica, os fragmentos de tecido mamário foram fixados em formaldeído 

a 3,5% em tampão fosfato (pH 7,6), adicionado solução de sacarose a 1% e armazenados durante 12h 

a 4°C, até à sua utilização. A fixação foi processada durante 20h, seguida por desidratação das peças 
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em diluições crescentes de etanol/água (50, 70, 90 e 95%, v/v). O material seco foi imergido em xileno 

PA e lavados duas vezes em parafina, antes de finalmente serem emblocados (BEHMER; TOLOSA; 

NETO, 1976). Os blocos obtidos foram seccionados (4 μM), em micrótomo e as secções distendidas em 

lâminas. Por conseguinte, as secções distendidas foram desparafinizadas em três banhos sucessivos de 

xileno PA e desidratadas em diluições decrescentes de etanol, conforme supracitado. Em seguida, as 

lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) e finalmente, após lavagem 

e secagem, as lâminas foram cobertas por lamínulas com auxílio de bálsamo do Canadá.  

 

2.5 Perfil imuno-histoquímico (Ki-67) 

 

Secções de 3 µm foram preparadas a partir dos blocos confeccionados, conforme supracitado. 

Após a desparafinação, a recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato (pH 6,0), por 20 

minutos a 95°C. A peroxidase endógena foi bloqueada com 3% de H2O2, durante 10 minutos, para reduzir 

a ligação não específica. Em seguida, as secções foram incubadas com anticorpo primário, Ki-67 (MIB-

1, Dako), diluídos em diluente de anticorpo por 1h. Os locais de ligação ao anticorpo foram visualizados 

pela incubação com solução de diaminobenzidina-H2O2 (DAB, Dako). Uma secção de tecido normal 

(mama dos animais tratados com azeite) foi utilizada como controle. A imunorreação foi analisada 

semiquantitativamente, de acordo com os critérios estabelecidos por Van Slooten e colaboradores 

(1996), considerando a intensidade da coloração no citoplasma de 400 células, analisados em 

microscópio (LEICA, S9APO), de acordo com o seguinte score: 0-25% de células marcadas (leve, +), 25-

75% (moderada, ++) ou 75-100% (expressiva, +++). Em todos os casos, a coloração acastanhada no 

citoplasma será adotada como padrão para positividade da imunorreação (LI et al., 2015). 

 

2.6 Monitoramento toxicológico durante a indução do câncer de mama e terapia com FIT 

 

2.6.1 Análise hipocrática 

 

Durante as semanas de tratamento, os animais experimentais foram monitorados quanto às 

possíveis alterações da atividade geral, frênito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, contorção, reflexo 

de endireitamento, tônus muscular, força para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, 

convulsões, calda em straub, hipnose, anestesia, lacrimação, ptose palpebral, micção, defecação, 

piloereção, hipotermia, respiração, cianose, hiperemia e morte, 30 minutos e 1h após administração 

semanal dos compostos. 
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2.6.2 Campo aberto 

 

O aparato do teste de campo aberto consistiu de uma caixa em acrílico (paredes transparentes 

e piso preto, com diâmetro de 40 x 15 cm de altura), dividido em nove quadrados de iguais dimensões 

(ARCHER, 1973). Após 30 minutos e 1h de cada administração, cada animal foi colocado individualmente 

no aparato, sendo avaliado o número de cruzamentos com as quatros patas pelas divisões do aparato 

(atividade locomotora espontânea), frequência do comportamento de autolimpeza e número de 

levantamentos das patas dianteiras, sem apoiar-se nas paredes do aparato. Após cada avaliação 

individual, foi realizada a assepsia do equipamento com álcool 70%. O campo aberto foi repetido a cada 

semana de tratamento. 

 

2.6.3 Rota rod 

 

Geralmente, o teste de rota rod é utilizado para a avaliação da coordenação motora e 

relaxamento muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, após um intervalo de 5 

minutos, os animais testados no campo aberto foram submetidos ao rota rod. Os camundongos foram 

colocados com as quatro patas numa barra cilíndrica giratória, de aço inoxidável, com 25 mm de 

diâmetro, a uma velocidade de rotação de 17 rpm, por um período de 3 min. O tempo de permanência 

na barra em segundos (TP), e o número de quedas (NQ), foram mensurados em triplicata (MACHADO 

et al., 2015). O rota rod também foi repetido a cada semana de tratamento. 

 

2.6.4 Eutanásia e coleta dos órgãos 

 

Após 7 semanas de tratamento, os animais foram sacrificados por sobredose de solução 

anestésica (pentobarbital sódico + xilazina [1:1], i.p.). O coração, pulmão, fígado, baço e rim foram 

imediatamente separados em caixa de gelo. Os órgãos foram lavados com solução tampão fosfato-salino 

(PBS, pH 7,4), pesados e conservados em solução de formalina a 10%, por 24h e posterior manutenção 

em solução de álcool 70%. 

 

2.6.5 Análise bioquímica e hematológica 

 

Para a análise bioquímica, o sangue do coração foi colhido logo após eutanásia dos animais, e 

centrifugado a 4000 x g, durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma análise bioquímica 

automática, em aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest®, para os parâmetros de ureia, 
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creatinina, aspartato aminotranferase (AST) e alanina aminotranferase (ALT). Na avaliação 

hematológica, o número de eritrócitos, teor de hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio 

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média 

(CHCM), foram determinados como séries vermelhas, enquanto que o número de leucócitos, neutrófilos, 

linfócitos, eosinófilos e monócitos em séries brancas, e plaquetas. A análise foi realizada em aparelho 

hematológico automático (Advia 120/Hematology Siemens). 

 

2.6.6 Ensaio cometa em diferentes tecidos 

 

A versão alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Hartmann (2005). 

Alíquotas de 10 µL de sangue periférico caudal dos camundongos foram coletadas durante a 1°, 3° e 7° 

semana de tratamento com DMBA, e 1ª, 3ª, 4ª, 5ª, 6ª e 7ª semana de tratamento com DMBA e terapia 

com FIT. Em seguida, foram misturados com uma fina camada de agarose low melting point 0,75% (90 

µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. Além disso, alíquotas de 10 

µL do homogenato dos tecidos fígado, medula óssea e mama direita foram processados conforme 

supracitado. As lâminas foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM 

Tris, pH 10 com adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. 

Em seguida, as lâminas foram incubadas em tampão alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13), 

por 20 minutos e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0.90 V/cm), por 

15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as lâminas foram neutralizadas com tampão Tris 0,4 M, pH 

7,5 e coradas com solução de prata. Os resultados foram expressos em índice de danos (ID) e frequência 

de danos (FD). O ID foi calculado por meio da fórmula: ID = Σ (número de células em determinada classe 

de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400; e FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células 

classe 0. 

 

2.6.7 Análise estatística 

 

A fim de determinar as diferenças entre os tratamentos, dados expressos como a média ± desvio 

padrão foram comparados por análise de variância (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste de Tukey 

(considerando valores de p<0,05 significantes), por meio do programa Graphpad (software intuitivo para 

a Ciência, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em triplicata, a partir de avaliações 

biológicas independentes. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Análise toxicológica durante a indução do câncer de mama e terapia com FIT 

 

3.1.1 Monitoramento hipocrático e comportamental 

 

Durantes as 7 semanas de tratamento, nos diferentes grupos, não foram evidenciadas alterações 

hipocráticas sugestivas de toxicidade. Os dados do monitoramento comportamental, durante a indução 

do câncer de mama, com DMBA, e terapia com FIT (14 mM/Kg), estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Perfil comportamental e atividade locomotora de camundongos fêmeas, durante 7 semanas de 

tratamento com azeite e DMBA, e terapias com CPA e FIT.  

Grupos e semanas de 
tratamento 

Parâmetros comportamentais e atividade locomotora 

Campo aberto Rota rod 

Cruzamento Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ 

Azeite 

10 mL/kg 

S 1 83,2 ± 20,6 5,00 ± 2,14 12,0 ± 6,16 180,0 ± 0,00 0,40 ± 0,02 
S 2 81,0 ± 16,8 14,4 ± 3,05 24,0 ± 7,48 174,4 ± 7,43 1,40 ± 0,89 
S 3 83,6 ± 33,4 11,4 ± 5,12 24,0 ± 19,5 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 4 57,2 ± 9,44 14,0 ± 2,91 16,8 ± 2,16 176,8 ± 7,15 0,00 ± 0,00 
S 5 55,0 ± 14,8 12,6 ± 6,10 12,8 ± 6,26 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 6 52,2 ± 21,4 9,80 ± 4,08 13,6 ± 8,05 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 7 37,0 ± 26,4 8,40 ± 11,3 9,60 ± 5,55 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

DMBA 

6 mg/kg 

S 1 68,2 ± 23,0 9,60 ± 4,82 20,6 ± 5,94 167,0 ± 17,0 1,40 ± 0,67 
S 2 82,0 ± 30,0 15,8 ± 6,14 27,2 ± 4,60 176,0 ± 6,92 0,40 ± 0,28 
S 3 65,0 ± 14,6 11,2 ± 1,30 19,6 ± 3,43 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 4 76,8 ± 11,3 15,8 ± 7,59 19,4 ± 10,6 176,6 ± 7,60 0,60 ± 0,12 
S 5 76,4 ± 18,9 15,4 ± 13,9 20,4 ± 4,03 174,2 ± 8,13 0,80 ± 0,32 
S 6 62,2 ± 24,3 11,4 ± 4,72 26,6 ± 12,1* 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 7 60,8 ± 7,19 14,7 ± 10,3 19,8 ± 7,08 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

CPA 

25 mg/kg 

S 1 48,0 ± 27,0* 10,6 ± 4,72 17,2 ± 10,2 153,0 ± 14,3 5,80 ± 3,11 
S 2 68,8 ± 24,7 22,2 ±14,8 19,6 ± 9,50 137,2 ± 47,9 3,80 ± 4,43 
S 3 64,0 ± 14,9 14,0 ± 5,91 19,4 ± 4,09 167,0 ± 17,8 1,40 ± 1,67 
S 4 76,6 ± 25,0 12,6 ± 8,32 26,0 ± 5,09 165,0 ± 14,6 1,20 ± 1,32 
S 5 64,0 ± 23,8 15,0 ± 5,47 19,6 ± 3,78 162,4 ± 14,0 2,20 ± 1,92 
S 6 52,4 ± 25,0 12,0 ± 9,02 25,0 ± 8,33 178,6 ± 3,13 1,80 ± 1,30 
S 7 51,6 ± 18,8 19,4 ± 6,54 32,0 ± 6,32* 168,0 ± 9,48 0,20 ± 0,44 

FIT 

14 mM/kg 

S 1 77,2 ± 17,7 15,2 ± 9,68 8,20 ± 4,15 169,2 ± 14,7 0,80 ± 0,28 
S 2 62,6 ± 30,3 13,4 ± 9,50 16,4 ± 5,07 173,8 ± 6,49 1,60 ± 1,34 
S 3 34,6 ± 15,7 17,2 ± 7,39 19,0 ± 6,10 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 4 43,2 ± 20,2 12,8 ± 6,41 13,2 ± 6,98 180,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
S 5 24,2 ± 5,26 17,6 ± 5,22 8,00 ± 2,82 174,4 ± 3,64 1,20 ± 0,20 
S 6 23,0 ± 8,88 21,6 ± 9,00 17,4 ± 7,92 176,4 ± 3,50 1,20 ± 0,28 
S 7 35,0 ± 25,5 11,0 ± 3,53 7,40 ± 4,23 172,4 ± 8,29 1,60 ± 0,51 

Os valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA: 
ciclofosfamida. TP = tempo de permanência. NQ = número de quedas. S: semana de tratamento. ANOVA (duas vias), pós-
teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite, na mesma semana. 

 
Como observado, a terapia com FIT não induziu alterações nos parâmetros comportamentais e alterações 

na atividade locomotora dos animais, comparado ao grupo controle (Azeite). 
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3.1.2 Perfil hematológico e bioquímico após indução do câncer de mama e terapia com FIT 

 

Após 7 semanas de tratamento foram observadas alterações hematológicas induzidas pelo DMBA, para 

monócitos e plaquetas. O grupo FIT apresentou alterações em monócitos e neutrófilos, acompanhadas de 

alterações bioquímicas para enzimas hepáticas, comparadas ao Azeite (Tabela 2). O FIT foi administrado a partir 

da 6ª semana, quando houve detecção de tumores mamários, após um longo período de tratamento com DMBA, 

o que pode justificar as alterações bioquímicas observadas. 

 

Tabela 2. Perfil hematológico e bioquímico de camundongos fêmeas, após indução do câncer de mama 
com DMBA e terapia com FIT. 

 Grupos 

Perfil Hematológico Azeite 10 mL/kg DMBA 6 mg/kg CPA 25 mg/kg FIT 14 mM 

Série vermelha 
HEM (1012/L) 9,80 ± 1,00 9,36 ± 0,14 9,97 ± 0,54 8,23 ± 0,77 
HGB (g/dL) 14,7 ± 1,16 16,1 ± 1,47 15,5 ± 1,16 15,5 ± 1,34 
HTC (%) 54,2 ± 3,27 54,2 ± 1,49 56,5 ± 2,86 54,2 ± 1,63 
VCM (fL) 55,6 ± 4,41 57,9 ± 2,32 56,7 ± 2,97 66,3 ± 7,36 
HCM (pg) 15,0 ± 1,09 17,2 ± 1,47 15,6 ± 0,95 19,0 ± 3,11 
CHCM (g/dL) 27,1 ± 0,84 29,8 ± 2,60 27,4 ± 0,91 28,5 ± 1,66 
Série branca 
Leucócitos (p/mm3) 3650 ± 1372,6 3327,5 ± 672,3 3398,0 ± 840,7 2970,0 ± 888,7 
Neutrófilos (109/L) 9,87 ± 1,42 11,95 ± 2,40 8,76 ± 2,51 3,66 ± 3,08* 
Linfócitos (109/L) 74,3 ± 5,38 78,27 ± 4,43 77,8 ± 4,62 86,3 ± 4,03 
Eosinófilos (109/L) 0,2 ± 0,05 1,5 ± 1,02 0,14 ± 0,05 0,12 ± 0,04 
Monócitos (109/L) 15,2 ± 4,83 7,95 ± 4,10* 12,8 ± 4,21 3,28 ± 2,09* 
Outros 
Plaquetas (109/L) 1120,1 ± 134,6 811,5 ± 130,55* 1034,0 ± 100,7 1198,4 ± 96,5 

Perfil Bioquímico Azeite 10 mL/kg DMBA 6 mg/kg CPA 25 mg/kg FIT 14 mM/kg 

Ureia (mg/dL) 33,5 ± 9,32 48,7 ± 8,30 36,0 ± 8,71 41,8 ± 7,98 
Creatinina (mg/dL) 0,42 ± 0,05 0,47 ± 0,05 0,46 ± 0,05 0,35 ± 0,10 
ALT (IU/L) 60,0 ± 7,87 143,0 ± 7,61* 101,6 ± 13,6* 103,5 ± 19,8* 
AST (IU/L) 111,8 ± 24,1 232,5 ± 16,0* 156,6 ± 6,65* 147,7 ± 22,2* 

Os valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantracene. CPA: ciclofosfamida. HEM: 
hemácias; HGB: hemoglobina, HTC: hematócrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: 
concentração de hemoglobina corpuscular média. ANOVA (duas vias), pós-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite. 

 

3.1.3 Perfil histopatológico e imuno-histoquímico (Ki-67) em mama de animais tratados com DMBA e 

terapia com FIT 

 

Alterações hitopatológicas e perfil imuno-histoquímico da mama direita dos animais tratados 

durante 7 semanas com DMBA e terapias com FIT e CPA, foram analisadas neste estudo. A escolha da 

mama direita foi norteada pelas características macroscópicas, bem como por apresentar maior peso 

tecidual, comparada à mama esquerda. O perfil histopatológico da mama direita dos animais tratados 

com DMBA, apresentou característica de carcinoma, com presença de ductos não uniformes; atipia de 

células ductais; contorno nuclear irregular; basofilia e hiperplasia ductal atípica. Além disso, verificou-se 
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também que havia tecido conjuntivo misturado com a lesão, sugerindo carcinoma ductal invasivo; 

acompanhado de intensa proliferação celular, congestão vascular e hipercromatismo nuclear. Por outro 

lado, na mama direita dos animais que receberam terapia com FIT (14 mM/kg), não foram observadas 

características histopatológicas de carcinoma, com ausência de áreas de necrose, embora com presença 

de congestão vascular, hipercromatismo nuclear e hiperplasia ductal usual, mas sem características de 

malignidade (Figura 1). 

Indicativos de proliferação celular também foram evidenciados durante a indução do câncer de 

mama com DMBA, pela expressiva marcação imuno-histoquímica para Ki-67. Entretanto, após a terapia 

com FIT, a marcação para proteína Ki-67, na mama direita dos animais foi mais moderada, indicando 

possíveis reduções de proliferação celular (Figura 2).
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Figura 1. Perfil histopatológico da mama direita de camundongos fêmeas, após 7 semanas de tratamento com DMBA (A, B e C) e terapia com fitol (D, E e F). A: hiperplasia ductal atípica (seta 
preta); célula com citoplasma rico em glicogênio (seta branca). B: Tecido conjuntivo misturado com lesão, sugerindo carcinoma invasivo. C: basofilia. D: hiperplasia ductal usual. E: congestão 
vascular. F: hipercromatismo nuclear. Coloração H&E (aumento de 200X). 
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Figura 2. Perfil imuno-histoquímico de proliferação celular (Ki-67), analisado em mama direita de camundongos, após 7 
semanas de indução do câncer com DMBA e terapia com fitol (14 mM/kg). A: controle (Azeite) – leve marcação (21%, +). B: 
DMBA – expressiva marcação (87%, +++). C e D: FIT – moderada (46%, ++) e leve (24%, +) marcação, respectivamente. 
Score mensurado pela contagem individual de 400 células com citoplasma acastanhado (aumento de 200X). 

 

 

3.1.4 Peso de órgãos após indução do câncer de mama com DMBA e terapia com FIT 

 

Não foram observadas alterações no peso dos órgãos (fígado, baço, rins, coração e pulmão) dos 

animais tratados com DMBA, bem como durante terapia com FIT e CPA. Entretanto, para a mama direita 

dos animais, a que apresentava característica de carcinoma, foi observado aumento do peso após 

tratamento com DMBA, e significante redução do peso após terapias com CPA e FIT, comparado ao 

DMBA, de forma similar ao azeite (Figura 3). 
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Figura 3. Perfil do peso de órgãos de camundongos fêmeas, após 7 semanas de tratamento com DMBA e terapia com fitol. 
Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5); FIT: fitol 14 mM/kg. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. CPA: 
ciclofosfamida 25 mg/kg. * p<0,05 comparado ao grupo DMBA (ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey). 
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3.1.5 Genotoxicidade em células tumorais e não tumorais durante a indução do câncer de mama com 

DMBA e terapia com FIT 

 

O DMBA induziu genotoxicidade, como um dos mecanismos de instabilidade genética, pelo 

aumento do índice e frequência de danos ao DNA, em relação ao grupo azeite. Por outros aspectos, o 

FIT, assim como a CPA, também induziu genotoxicidade em tecido neoplásico (mama). Entretanto, em 

tecidos não neoplásicos, tais como fígado, medula óssea e linfócitos de sangue periférico, o FIT induziu 

menos danos ao DNA, como observado pelo índice de danos comparados ao DMBA e a CPA (Figura 4). 
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Figura 4. Estudo de genotoxicidade em células neoplásicas (mama) e não neoplásicas (medula óssea, fígado e linfócitos de 
sangue periférico) de camundongos fêmeas, após 7 semanas de indução do câncer com DMBA (6 mg/kg) e terapia com fitol 
(14 mM/kg). Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA = 
ciclofosfamida (25 mg/Kg). ANOVA (uma via), pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado ao Azeite. b p<0,05 comparado ao 
DMBA. c p<0,05 comparado à CPA. 
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3.1.6 Avaliação da capacidade de reparo de danos ao DNA em linfócito de sangue periférico após 

tratamento com DMBA e terapia com FIT 

 

Os danos induzidos pelo DMBA, em linfócitos de sangue periférico, analisados pelo aumento do 

índice de danos, não foram reparados, como observado na 3ª e 7ª semanas. No entanto, efeitos 

sugestivos de reparo foram observados para o FIT na 6ª semana. Não foram observadas alterações 

significantes para a frequência de danos, induzida pelo DMBA, em relação à 1ª semana; o mesmo não 

foi observado para o FIT (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Estudo de reparo de danos ao DNA, em linfócitos de sangue periférico de camundongos 
fêmeas, durante a indução do câncer de mama com DMBA (avaliação da 1ª, 3ª e 7ª semanas de 
tratamento) e terapia com FIT (6ª e 7ª semanas). 

 Semanas de tratamento 

DMBA 1ª 3ª 7ª 

ID 60,6 ± 8,8 221,2 ± 27,4a 251,4 ± 8,0a 

FD 86,4 ± 2,7 89,2 ± 3,8 92,4 ± 2,6 

FIT  1ª 3ª 4ª 5ª 6ª 7ª 

ID 50,8 ± 11,4 98,6 ± 20,9a 89,2 ± 9,0a 138,0 ± 35,6abc 92,6 ± 15,2acd 114,8 ± 16,6abcde 

FD 43,6 ± 6,0 83,4 ± 7,4a 82,8 ± 4,0a 87,0 ± 9,1a 89,0 ± 3,6a 92,4 ± 4,6a 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol 14 mM/kg. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. 

ID = índice de danos. FD = frequência de danos. ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado à 1ª semana. 
b p<0,05 comparado à 3ª semana. c p<0,05 comparado à 4ª semana. d p<0,05 comparado à 5ª semana. e p<0,05 

comparado à 6ª semana. 

 

3.1.7 Avaliação do possível efeito antigenotóxico do FIT em relação ao tratamento com DMBA 

 

Em estudos genotóxicos do tratamento com DMBA (6 mg/kg), e terapia com FIT (14 mM/Kg), foi 

possível observar que o FIT pode modular os efeitos genotóxicos do DMBA, especialmente em relação 

aos índices de danos ao DNA de linfócitos de sangue periférico, indicando possíveis efeitos 

antigenotóxicos do bioativo em células não neoplásicas. Esses dados foram comparados com os danos 

genotóxicos induzidos pelo tratamento com DMBA após 7 semanas de tratamento (Figura 5). 
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Figura 5. Perfil de modulação induzido pelo fitol, na genotoxicidade produzida pelo DMBA em linfócitos de sangue periférico. 
A: índice de danos. B: Frequência de danos. Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol 14 mM/kg. 
DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. ANOVA (duas vias), pós-teste de Bonferroni. * p<0,05 comparado ao grupo 
tratado apenas com DMBA na mesma semana. 
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3.1.8 Efeitos apoptóticos após indução de câncer de mama com DMBA e terapias com FIT e CPA 

 

O FIT, assim como a CPA, induziu aumento nos percentuais de apoptose, pela dissolução 

nuclear, em células neoplásicas de mama, quando comparado com o DMBA e azeite. Entretanto, em 

células de tecidos não neoplásicos, tais como fígado, medula óssea e linfócitos de sangue periférico, o 

FIT induziu menor percentual de apoptose, comparado ao DMBA, como também em relação à CPA 

(Figura 6). 

 

Figura 6. Avaliação do percentual de apoptose em diferentes tecidos de camundongos fêmeas, após 7 semanas de indução 
do câncer de mama com DMBA e terapia com fitol. Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). FIT = fitol. DMBA 
= 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA = ciclofosfamida. ANOVA (duas vias), pós-teste de Tukey. p<0,05 comparado ao Azeitea, 
DMBAb e CPAc. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A avaliação de parâmetros toxicológicos pode fornecer conhecimentos de importância para a 

caracterização de alterações fisiológicas, hematológicas, bioquímicas, anatomo e histopatológicas 

compatíveis com os efeitos tóxicos de substâncias químicas naturais e/ou sintéticas sob investigação em 

diferentes modelos, inclusive estudos de carcinogênese (ANVISA, 2013). Muitos tumores em animais 

experimentais são induzidos por meio do DMBA, devido a capacidade que esse pró-carcinógeno tem em 

promover instabilidade genética, como mecanismo para a tumorogênese mamária (LIU et al., 2015). 

Comumente utilizado em modelos de estudos moleculares de importância para a terapia oncológica 

(DEAN et al., 1986), o DMBA pode induzir a formação de espécies reativas de oxigênio e danos ao DNA 

de células deficientes em BRCA1, gene responsável pelo controle do complexo de checagem do ciclo 

mitótico (KANG et al., 2013; GANESAN; NTEEBA; KEATING, 2014). Além de mutações nesse gene, o 

DMBA induz alterações no gene TP53, como também eventos epigenéticos (HSUE et al., 2008). Um 

estudo demonstrou que o DMBA induziu toxicidade em vários órgãos de roedores, produziu espécies 

reativas de oxigênio, induziu a formação de aduto ao DNA e afetou a atividade das enzimas antioxidantes 

plasmáticas, bem como induziu hepatoxicidade (ARORA et al., 2014), o que pode justificar alterações de 

enzimas hepáticas observadas nos grupos tratados com DMBA e FIT. O DMBA induz ainda, quebras de 

fitas do DNA, que necessitam de reparo, como observado em modelos animais (GANESAN; 

BHATTACHARYA; KEATING, 2013). 

Estudos com roedores tratados com DMBA (1 mg/animal), durante 6 ou 9 semanas, 

demonstraram o desenvolvimento de tumores mamários na maioria dos animais (68%), confirmado pela 

análise histopatológica, apontando o modelo de carcinogênese química com DMBA, como de importância 

para o desenvolvimento de neoplasias, e que as doses de 1 a 3 mg ou superior, podem ser usadas em 

roedores com eficiência para o desenvolvimento do câncer de mama (OLIVEIRA et al., 2015; MEDINA, 

KITTRELL, 2005). O DMBA é um químico pró-carcinógeno (CURRIER et al., 2005), que requer ativação 

metabólica no fígado e na glândula mamária (TAMULSKI; MORREAL; DAO, 1973). Muitos mecanismos 

para a indução de tumores mamários estão associados com a ativação de receptores de fatores 

transcricionais AHR, membro da família Per-Arnt-Sim (PAS) (TROMBINO et al., 2000). A ativação de 

AHR, causa alterações mamárias, devido a ligação DMBA-DNA, podendo ainda induzir proliferação 

celular (WANG et al., 2011). 

No presente trabalho, o DMBA induziu neoplasia mamária, confirmada por análise 

histopatológica, apresentando ainda, expressiva marcação imuno-histoquímica para a proteína Ki-67. A 

imunorreatividade para Ki-67 se relaciona com evidência de proliferação celular, visto que essa proteína 

nuclear, está expressa em todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M). O índice do Ki-67 é um fator 
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prognóstico no CM primário (NISHIMURA et al., 2014), bem como um marcador prognóstico e preditivo 

amplamente investigado em regimes neoadjuvante e adjuvantes para o CM (DE AZAMBUJA et al., 2007; 

JONAT; ARNOLD, 2011). A mama dos animais que receberam terapia com FIT, demonstraram leve a 

moderada (24-46%) marcação para ki-67, estando associado à lesão de menor grau, comparado ao 

DMBA (87% de marcação). 

No presente trabalho, a terapia com FIT não induziu alterações comportamentais e locomotoras 

nos animais com neoplasias mamárias. Além disso, o tratamento com DMBA, assim como as terapias 

com FIT e CPA induziram poucas alterações hematológicas e bioquímicas. Assim, especialmente para 

a terapia com FIT, é possível sugerir que o bioativo pode ter toxicidade leve e/ou moderada em roedores. 

Por outro lado, o FIT também apresentou toxicidade por sua interferência no peso dos órgãos, apenas 

em células com CM, no entanto, em fígado, rins, pulmão, coração e baço, não foram observadas 

reduções de peso. Aspecto similar ao observado no grupo que recebeu terapia com CPA. 

Estudos em camundongos indicaram que o FIT demonstra toxicidade (CHOWDHURY; GHOSH, 

2012), embora tolerada em roedores (SAIKIA et al., 2010; GHANEIAN et al., 2015; ISLAM et al., 2015), 

com DL50 de 10 g (RIFM, 1978), muito acima da dose de 14 mM/kg utilizada no presente estudo, 

determinada previamente para os estudos antitumorais (dados não demonstrados). Como observado no 

trabalho, o FIT pode induzir alterações em enzimas hepáticas. Existem relatos de que o FIT pode induzir 

hepatotoxicidade com lesões em fígado, ruptura do cordão hepático e pequenas áreas multifocais de 

necrose de hepatócitos, com infiltração precoce de células inflamatórias (MACKIE et al., 2009; 

MCGINTY; LETIZIA; API, 2010), induzindo o aumento de enzimas hepáticas (ALT e AST) (LANDROCK 

et al., 2017). Por outro lado, cabe ressaltar que no estudo antitumoral, o FIT foi administrado a partir da 

6ª semana, após um longo período de tratamento com DMBA, o que em partes, pode justificar alterações 

nestes marcadores de função hepática. 

O DMBA é um pró-carcinógeno com capacidade de induzir genotoxicidade em modelos animais, 

como observado no ensaio cometa. A instabilidade genômica leva ao acúmulo de mutações, passo inicial 

do processo da carcinogênese (BONASSI et al., 2011; BURRELL; SWANTON, 2014). Muitos 

carcinógenos genotóxicos têm sido reportados como causa de tumores. A avaliação de genotoxicidade 

de químicos, incluindo a identificação dos seus mecanismos de ação, são importantes para estabelecer 

as diferenças entre os carcinógenos, especialmente na indústria farmacêutica (LEE et al., 2014). A 

avaliação da toxicidade genética é de importância para identificar e caracterizar o papel de mutágenos e 

carcinógenos na saúde humana, na mensuração de danos primários, de mutações em genes, danos em 

cromossomos para avaliação de riscos de instabilidade genética e de efeitos carcinogênicos (ZEIGER et 

al., 2015). Como relatado anteriormente, o DMBA e o FIT induziram genotoxicidade; no entanto, 
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atividades sugestivas de reparo de DNA em sangue periférico de camundongos foram observadas 

apenas durante o início da terapia com FIT. 

Cabe enfatizar que o aumento dos níveis de danos ao DNA e os mecanismos de reparo 

ineficientes, também são eventos moleculares para o desenvolvimento do câncer (GUNASEKARANAL; 

RAJ; CHAND, 2015). Em repostas aos danos ao DNA, as células podem ativar poli-[ADP-ribose]-

polimerase 1 (PARP1), como mecanismo de acessibilidade a enzimas de reparo de DNA e de fatores 

transcricionais (DANTZER et al., 2006), com importância para o reparo de danos e sobrevivência celular 

(ZIEGLER; OEI, 2001; DEVOS et al., 2012). Entretanto, estudos também apontam que a PARP1 está 

implicada em apoptose (YU et al., 2006; COHAUSZ; ALTHAUS, 2009), ou necrose (HA; SNYDER, 1999). 

A PARP1 está envolvida em morte celular dependente de Ca2+ e da protease, podendo ativar a proteína 

Bax, na mitocondria (MOUBARAK et al., 2007), como também pode ativar fatores pró-apoptóticos, como 

as proteínas quinase RIP1, que ativam JNK1 e induzem necrose, por bloqueio de permeabilidade da 

membrana mitocôndria (XU et al., 2006). 

Um estudo anterior apontou que o FIT induz a expressão de receptores ativadores da 

proliferação de peroxissomos (PPAR) em células de hepatocarcinoma (GOTO et al., 2005), produzindo 

efeitos citotóxicos por indução de apoptose, pelo aumento de células na fase sub G1, baixa regulação 

de Bcl-2, superregulação de Bax e ativação de caspases-9/3, clivagem de PARP e despolarização de 

membrans mitocondriais, bem como indução de autofagia, além de sua citotoxicidade por indução de 

espécies reativas de oxigênio, como também pelo aumento da expressão do gene P62 (SONG; CHO, 

2015; KIM et al., 2015). 

A carcinogenicidade de muitos agentes e de candidatos quimioterápicos é parcialmente 

dependente de sua capacidade de induzir danos ao DNA, incluindo adutos de DNA, erros de replicação, 

quebras e ligações cruzadas (SÁNCHEZ-SUÁREZ et al., 2008), que podem ser observados por meio do 

ensaio cometa (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011). Nos estudos antitumorais, durante o tratamento 

com DMBA e terapia com FIT, foi observado efeitos genotóxicos para os dois produtos, pelo aumento do 

índice e frequência de danos. Entretanto, a terapia com FIT produziu atividades antigenotóxicas frente 

aos danos induzidos pelo DMBA. Propriedades antagônicas, como antioxidantes e citotóxicas, apontam 

que os diterpenos podem ser uma boa ferramenta para a terapia oncológica (LESGARDS et al., 2014). 

A extensão do dano observado no DNA, também depende da liberação de enzimas degradativas, 

que são liberadas durante os processos de apoptose e necrose, tais como as proteínas pró-apoptóticas 

caspases-8, -9, -3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). O FIT, de forma similar à CPA, antineoplásico de uso 

frequente, induziu apoptose por mecanismos de fragmentação e/ou dissolução nuclear, como 

demonstrado no ensaio cometa. Entretanto, o FIT não foi um significante indutor de apoptose em células 

não tumorais, como no tecido hepático, medula óssea e linfócitos de sangue periférico, contrariamente 
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ao observado para a CPA. Na sua estrutura, o FIT contém um grupo -OH, que pode gerar o radical •OH 

(BAKKALI et al., 2008; GYAWALI; IBRAHIM, 2014; ISLAM et al., 2015), e contribuir para a sua 

citotoxicidade (SACCHETTI et al., 2005), favorecendo a autodestruição de estruturas celulares, como 

proteínas, lípidos e DNA (ISLAM et al., 2016; ISLAM et al., 2017). 

A oxidação está envolvida em vários cânceres e em proliferação peroxissomal, com 

envolvimento de PPAR’s (GONZALEZ; SHAH. 2008). PPARα, -γ e -β/δ são ativados por fatores 

transcricionais e são importantes alvos para novos quimioterápicos (RIGANO; SIRIGNANO; 

TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017). O FIT pode induzir respostas via receptor PPARα, aumento da 

expressão de catalase, necrose e vacuolização celular hepática, principalmente devido aos seus 

metabólitos ácido fitânico e ácido pristânico (MACKIE et al., 2009). O ácido fitânico, pode se ligar com o 

receptor PPARα e contribuir para a expressão de genes que codificam enzimas que oxidam ácido fático 

em peroxissomos e mitocôndrias (CATTLEY; POPP, 2002), podendo levar ao aumento da expressão de 

catalases e indução de hipertrofia e necrose hepatocelular (MACKIE et al., 2009), devido ao acúmulo de 

lipídios em membranas de hepatócitos (KOMEN et al., 2007). 

O FIT pode também inibir a progressão tumoral de glândulas mamárias em ratos (LISKA et al., 

2012), bem como seu metabólito, o ácido fitânico (HELLGREN, 2014; WRIGHT et al., 2012), associados 

com a expressão da caspase-9 e inibição de histona deacetilase (Hdac2); portanto, com envolvimento 

de mecanismos apoptóticos (NAGAI, 2015). Além disso, em processos de β-oxidação, gera espécies 

reativas de oxigênio (TAMATANI et al., 1999; SCHONFELD; REISER, 2008), por disfunção nas 

mitocôndrias, acumulação de lipídios em membranas (KOMEN et al., 2007), oxidação peroxissomal 

(WRIGHT et al., 2014), e aumento de α-oxidação, levando ao estresse oxidativo (STADELMANN-

INGRAND et al., 2004; SONG; CHO, 2015). Estudos também apontam que o FIT inibe a expressão de 

aromatase em tecidos ovarianos, por inibição da p38 MAPK, podendo ser importante para a prevenção 

e tratamento de cânceres dependentes de estrógeno, sendo considerado como um agente 

anticancerígeno (GUO et al., 2014). 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Durante a indução do câncer de mama, em modelos de carcinogênse com o uso do DMBA, foi 

possível observar que esse pró-carcinógeno, assim como a terapia com FIT induziram: 

(1) Alterações hematológicas e hepáticas; 

(2) A indução do câncer de mama pelo DMBA foi confirmada pelas análises histopatológicas. 

Os efeitos antitumorais da terapia com FIT foram evidenciados pela ausência de 
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malignidades nas análises histopatológicas, corroboradas pela redução de marcação para 

proliferação celular (Ki-67); 

(3) Alterações no peso dos órgãos, pelo DMBA; no entanto, esses efeitos para o FIT foram 

observados apenas na mama direita; 

(4) Indução de genotoxicidade pelo DMBA, por meio do aumento do índice e frequência de 

danos ao DNA de células neoplásicas (mama) e não neoplásicas (medula óssea, fígado e 

linfócitos de sangue periférico); enquanto que o FIT, induziu menos danos genotóxicos em 

células não neoplásicas; 

(5) Durante a indução de danos genotóxicos, não foram observados efeitos de reparo de DNA 

durante o tratamento com DMBA; no entanto, a terapia com FIT (6ª semana), demonstrou 

menos danos genotóxicos; 

(6) Em estudos de modulação de danos genotóxicos em linfócitos, a terapia com FIT 

demonstrou efeitos antigenotóxicos frente aos danos do DMBA; 

(7) O FIT induz apoptose, assim como a CPA, em células neoplásicas de mama; mas ao 

contrário da CPA, a frequência de apoptose em células normais (fígado, medula óssea e 

linfócitos de sangue periférico), induzida pelo FIT foi reduzida. 

 

Diante dos mecanismos citogenéticos evidenciados no estudo, é possível sugerir que os dados 

em modelos animais de carcinogênese química, apontam que o fitol tem potencial para formulações 

farmacêuticas antitumorais. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo demonstrou uma associação do fitol com toxicidade e citotoxicidade, por meio 

de revisão sistemática e meta-análise em diferentes estudos com abordagens in vitro, ex vivo e in vivo. 

Destacaram-se nos estudos in vitro e ex vivo a indução de apoptose, por diferentes mecanismos, 

especialmente ativação de PPAR e geração de espécies reativas de oxigênio. Para os estudos in vivo, a 

ativação de PPAR também foi apontada; no entanto, 24% dos estudos não demonstraram evidências 

claras dos possíveis mecanismos de toxicidade e citotoxicidade envolvidos. 

Os testes toxicogenéticos do fitol em ratos demonstraram que a administração aguda não 

produziu morte. Entretanto, alterações toxicológicas (aumento do consumo de água e micção), de 

patologia clínica (eritropenia, eosinofilia, neutrofilia e linfopenia) e neurofarmacológica (aumento de 

autolimpeza e redução da atividade locomotora, especialmente nas maiores doses subcrônicas) foram 

observadas dependendo do tratamento e das doses testadas. Além disso, não foram evidenciadas 

alterações histopatológicas hepáticas. Por outro lado, o fitol induziu genotoxicidade em células de medula 

óssea, fígado, rim e sangue periférico (sem atividade de reparo), mas não houve indícios de 

mutagenicidade em medula óssea. 

Os testes antitumorais do fitol em cultura primária de Sarcoma 180 e linhagem HL-60 apontaram 

citotoxicidade do fitol pela diminuição de viabilidade celular e dos índices de divisão celular, incluindo 

apoptose e necrose. A genotoxicidade do fitol foi pontuada pelo aumento do índice e frequência de danos 

ao DNA nos modelos testados. Além disso, o fitol induziu mutagenicidade por mecanismos aneugênicos 

e/ou clastogênicos, como também outras anormalidades nucleares, tais como pontes nucleoplasmáticas 

e brotos nucleares. Também foi evidenciada indução de apoptose nos modelos utilizados. No entanto, a 

indução de necrose foi observada apenas na maior concentração do fitol para HL-60.  

Por fim, durante o estudo toxicogenético e antitumoral do fitol em modelo de carcinogênese com 

o uso do DMBA, foi possível observar que esse pró-carcinógeno, assim como a terapia com fitol 

induziram alterações hematológicas e em enzimas hepáticas. Os efeitos antitumorais da terapia com fitol 

foram evidenciados pela ausência de malignidades nas análises histopatológicas, corroboradas pela leve 

a moderada marcação para proliferação celular (Ki-67). Além disso, o fitol induziu genotoxicidade pelo 

aumento do índice e frequência de danos ao DNA de células neoplásicas (mama) e, em menor proporção, 

em células não neoplásicas (medula óssea, fígado e linfócitos de sangue periférico). Por outro lado, a 

terapia com fitol demonstrou efeitos antigenotóxicos frente às semanas de tratamento com DMBA. O fitol 

também induziu apoptose, assim como a CPA, em células neoplásicas de mama, mas, ao contrário da 

CPA, induziu mínimos efeitos em células hepáticas, medula óssea e linfócitos de sangue periférico. 
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Assim, a bioprospeção farmacológica do fitol aponta mecanismos citogenéticos compatíveis com 

atividade antitumoral, podendo sugerir que esse diterpenoide tem potencial biotecnológico para figurar 

como candidato a fármaco antitumoral. 

 

  



 

 

216 

ANEXO A – CARTA DE ACEITE DE ARTIGO EM PERIÓDICO INDEXADO 
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ANEXO B – COMPROVAÇÃO DE SUBMISSÃO DE ARTIGO 
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ANEXO C – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL – UFPI 
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ANEXO D – COMPROVAÇÃO DE SUBMISSÃO DE ARTIGO 
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ANEXO E – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL – UFPI 
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ANEXO F – COMPROVAÇÃO DE SUBMISSÃO DE ARTIGO 
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ANEXO G – ARTIGO PUBLICADO RELACIONADO À TESE 

 

 


