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ALENCAR, M.V.O.B. Bioprospecgao farmacoldgica do fitol como agente antitumoral. Orientadora:
Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 2017. 222 p. Tese de Doutorado. Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia. Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO. Universidade Federal
do Piaui, Teresina.

RESUMO

O fitol, (E,7R,11R) - 3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol, &€ um diterpenoide com diversas atividades
farmacoldgicas e aplicabilidades biotecnoldgicas. Este estudo objetivou realizar uma reviséo sistematica
e meta-andlise da associagdo do fitol com mecanismos antitumorais e avaliar seus efeitos
toxicogenéticos em estudos experimentais em ratos Wistar, fémeas, por meio dos testes de toxicidade
aguda (300 e 2000 mg/kg, v.o.) e subcronica (30, 60 e 90 mg/kg, v.0.), durante 14 e 28 dias,
respectivamente, bem como suas atividades antitumorais in vitro em cultura primaria de Sarcoma 180,
em linhagem leucémica HL-60 e em linfocitos de sangue periférico de ratos. O efeito antitumoral também
foi verificado in vivo em modelo de carcinogénese induzida por 7,12-dimetilbenzantraceno, por meio de
andlises da patologia clinica, anatomo e histopatolégica, imunohistoquimica (Ki-67) e mecanismos
citotoxicos e citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose, em
células neoplasicas e ndo neoplasicas. Os resultados demonstraram associagéo entre fitol e toxicidade
(OR: 1,47; 1C 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
concentragdes, induz apoptose por varios mecanismos, enquanto que 40% dos estudos ex vivo
apontaram sua a¢ao na geragao de espécies reativas de oxigénio. Nos estudos in vivo, 24% destacaram,
entre 0s mecanismos de apoptose, a expressao de proteina Bcl2 ou mutagdes na proteina pré-apoptotica
Bax. Além disso, 8% dos estudos também apontaram necrose e hepatotoxicidade. No entanto, em 24%
dos artigos, os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda ndo séo bem compreendidos. No estudo
toxicogenético do fitol, os resultados demonstraram que a administragao aguda, em ratos, nao produziu
morte com DLso acima de 2000 mg/kg. Entretanto, algumas alteragdes toxicoldgicas foram observadas
em parametros da patologia clinica e neurofarmacoldgica, embora sem lesdes histopatolégicas
hepaticas. Por outro lado, o fitol induziu genotoxicidade em todos os tratamentos em medula 6ssea,
figado, rim e sangue periférico, com auséncia de atividade de reparo. Concomitantemente, néo foi
observada mutagenicidade em medula éssea, no tratamento agudo. Nos estudos em cultura priméaria de
Sarcoma 180, linhagem HL-60 e linfocitos de sangue periférico de ratos, o fitol (4,72; 7,08 e 14,16 uM),
induziu citotoxicidade pela reducdo da viabilidade celular e dos indices de divisao celular, incluindo a
apoptose e necrose. A genotoxicidade foi pontuada pelo aumento do indice e frequéncia de danos ao
DNA, nos modelos testados. Similarmente, o fitol induziu mecanismos aneugénicos e/ou clastogénicos
em Sarcoma 180 e em HL-60, por indugao de micronucleos e outras alteragdes nucleares, como também
mecanismos relacionados a indugdo de danos oxidativos, como observado em linfécitos de sangue
periférico. O fitol, em modelo animal de cancer de mama, ndo apresentou alteragdes hipocraticas e
comportamentais, bem como ndo induziu alteragoes histopatoldgias malignas em mama, nem expressiva
marcacao para Ki-67, comparado ao carcindgeno. Além disso, comparado a ciclofosfamida, o fitol induziu
menos efeitos toxicogenéticos em células ndo tumorais, mas com significantes indugdo de apoptose e
necrose em células neoplasicas de mama. Diante dos mecanismos citogenéticos evidenciados nos
estudos ndo clinicos, é possivel sugerir que o fitol tem potencial para formulagdes farmacéuticas
antitumorais.

Palavras-chave: fitol, cAncer de mama, ensaio cometa, teste de micronucleos, apoptose, necrose.
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ALENCAR, M.V.0.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 Piaui, Teresina.

ABSTRACT

Phytol, (E,7R,11R)-3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-en-1-0l, 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 LDsp 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 uM) 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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Alencar, M. V. O. B.

“Omnis cellula e cellula” — Toda célula procede de outra célula (Rudolf Virchow, 1821-1902)
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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 historia humana, provavelmente, por milhares de
anos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Os produtos naturais possuem uma enorme diversidade
estrutural e quimica, a qual ndo podem ser acompanhadas por bibliotecas sintéticas, pelo contrario,
participam do progresso cientifico continuamente inspirando novas descobertas em quimica, biologia e
medicina (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; ZHANG et al., 2017).

A participacdo 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 doengas (KINGHORN; CHIN; SWANSON, 2009; SMANSKI et al., 2016). Varias
revisdes destacaram as contribuicdes de produtos naturais, especialmente oriundos de plantas
terrestres, para a descoberta de medicamentos e, sem duvidas, o potencial desempenhado por estes
na area oncoldgica (HARVEY, 2010; SHEN, 2015).

As plantas sintetizam muitos metabdlitos secundéarios e milhares destes foram posteriormente
explorados pelos seres humanos por seus diversificados efeitos biologicos (KATIYAR et al., 2012). Vérios
terpenoides tém seus papéis na defesa das plantas contra estresses biotico e abidtico ou sdo 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
quimicas (ROHDICH; BACHER; EISENREICH, 2005; WITHERS; KEASLING, 2007). Com base em suas
estruturas, os terpenoides sdo compostos por varias subclasses, incluindo monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(HUANG et al., 2012).

Varios terpenoides demonstraram atividade farmacoldgica contra doengas humanas, como o
cancer. Os taxanos, uma classe de diterpenos, extraido de Taxus brevifolia e alcaloides indélicos
terpenoides, incluindo vincristina e vimblastina de Catharanthus roseus (CRAGG; NEWMAN, 2005;
SRIVASTAVA et al., 2005; PADUCH et al., 2016), séo exemplos formidaveis de produtos naturais
amplamente utilizados na atual terapia oncoldgica. Os diterpenos, por sinal, representam um grande
grupo de terpenoides com uma ampla gama de atividades bioldgicas, isolados de uma variedade de
organismos (ISLAM et al., 2016). Um dos diterpenos aciclicos mais simples e importantes é o fitol (FIT),
uma forma reduzida de geranilgeraniol, presente na estrutura da clorofila (ISLAM et al., 2015).

Diversas atividades farmacoldgicas foram atribuidas ao FIT, por exemplo, efeitos
neurofarmacoldgicos (antiepiléptico (COSTA et al., 2012), ansiolitico (COSTA et al., 2014),
antidepressivo (COSTA et al., 2011) e antinociceptivo (SANTOS et al., 2013), antioxidante (COSTA et
al., 2016), anti-inflamatério (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, 0 composto também demonstrou potencial
para a terapia do cancer, 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 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com cancer em todo 0 mundo e
no mesmo ano, aproximadamente 8,7 milhdes de mortes foram registradas por conta da doenca. Entre
2005 e 2015, os casos de cancer aumentaram 33%, com o envelhecimento da populagéo contribuindo
com 16%, crescimento populacional 13% e mudancas nas taxas especificas de idade contribuindo com
4%. O aumento alarmante da incidéncia de novos casos de cancer, acompanhado de seus problemas
sociais e econdmicos, representam uma crise real para a saude publica e sistemas de saude em todo o
mundo (MA; YU, 2006). Em muitos paises, 0 cancer € a segunda causa mais comum de morte, apos
doengas cerebrovasculares (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

Para homens, o cancer mais comum no mundo é o de prostata (1,6 milhdo de casos em 2015),
e para as mulheres, 0 mais comum é o cancer de mama (2,4 milhdes de casos em 2015) (Global Burden
of Disease Cancer Collaboration, 2017). Embora as terapias atuais tenham demonstrado resultados
promissores contra muitos tipos de canceres, ainda néao existe uma cura eficaz para a maioria dos
pacientes nos estagios avangados da doenca, especialmente o cancer de mama (KO; MOON, 2015;
GHONCHEH; POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016). A quimioterapia, irradiagdo e imunoterapia séo as
abordagens padréo ouro para o tratamento de cancer em todo o0 mundo (URRUTICOECHEA et al., 2010;
BAUDINO, 2015). No entanto, o desenvolvimento de agentes eficazes para retardar, reduzir ou reverter
aincidéncia desta lesdo em mulheres de alto risco é necessario (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; ALl et al., 2012). A
quimioprevencao ou quimioterapia do cancer de mama com drogas derivadas de produtos naturais €
vantajosa, considerando que muitos desses compostos tém poucos efeitos colaterais e baixa toxicidade
em células ndo neoplasicas, comparado a compostos sintéticos (RABI; BISHAYEE, 2009;
PRATHEESHKUMAR et al., 2012).

Portanto, ha uma necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos anticancerigenos
ou quimiopreventivos com efeitos colaterais minimos (DEMAIN; VAISHNAV, 2011). Devido a toxicidade
da terapéutica atualmente utilizada para o tratamento de varios tipos de tumores, diversos produtos
naturais estdo sendo testados como alternativa terapéutica, alguns destes em estagios avangados de
pesquisa clinica (PATIL et al., 2015; PATRIDGE et al., 2016).

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

em diferentes modelos da doenga, levaram ao enorme progresso da compreenséo da biologia do cancer
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(MAK; EVANIEW; GHERT, 2014; TALMADGE et al., 2017). O estabelecimento de linhagens celulares
tumorais e a analise do efeito de muitos compostos antitumorais naturais e sintéticos, em estudos de
carcinogénese quimica induzidas em animais, auxiliaram o desenvolvimento de novos medicamentos
eficazes e continuam como excelentes ferramentas no contexto oncoldgico, para a descoberta de novos
ativos (LOVITT; SHELPER; AVERY, 2014; KEMP, 2015).

Os modelos de cancer de mama, induzidos quimicamente, s&o amplamente utilizados ao longo
dos anos para mimetizar a carcinogénese da mama humana. Neste prospecto, todos os modelos em
ratos e camundongos tém vantagens e limitagdes especificas (LIU et al., 2015). Os tumores mamarios
podem ser induzidos em camundongos ap6s doses de agentes cancerigenos, como por exemplo, 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) ou nitrosometilureia (NMU). O DMBA é um hidrocarboneto aromatico
policiclico utilizado para induzir cdncer de mama em modelos animais. Este potente carcinégeno, indutor
de danos ao DNA é amplamente utilizado em pesquisas néo clinicas, para investigacdo de compostos
com propriedades antitumorais (BASKARAN et al., 2010; ARROYO-ACEVEDO et al., 2015; ABBA et al.,
2016).

Assim como 0s modelos in vivo respondem por muitos avangos na terapia oncoldgica, as
linhagens celulares, derivadas de cancer humano ou animal, sdo modelos fundamentais, utilizados em
laboratérios para estudo da biologia do céncer e teste de eficacia terapéutica de novos agentes
anticancerigenos (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013). Desde a primeira linhagem humana cultivada
- HelLa em 1951 — centenas de linhagens celulares de cancer foram estabelecidas e cultivadas in vitro
(LUCEY; NELSON-REES; HUTCHINS, 2009), como HL-60 (leucemia promielocitica aguda, derivada de
Homo sapiens) (BIRNIE, 1988) ou in vivo, como xenoenxertos em camundongos (CHEN et al., 2015),
bem como culturas primarias de tumores em animais, como o Sarcoma 180 derivado de Mus musculus
(LIMA et al., 2014).

Sem duvidas, estes modelos propiciaram o desenvolvimento de melhores e inovadoras
estratégias terapéuticas contra uma série de cénceres (LANGDON, 2012; RUGGERI; CAMP;
MIKNYOCZKI, 2014). No entanto, a doenga tem a capacidade de desenvolver resisténcia as terapias
tradicionais e a crescente prevaléncia desses canceres resistentes a farmacos exige mais pesquisas €
desenvolvimento de novos tratamentos (BIEMAR; FOTI, 2013; HOLOHAN et al., 2013). Os avangos no
desenvolvimento de medicamentos oncoldgicos requerem diferentes modelos animais, bem como
esfor¢os continuos na avaliagdo de biomarcadores, com a finalidade de acessar os reais efeitos
terapéuticos e toxicogenéticos no organismo (STEELE; LUBET, 2010; VANDAMME, 2015).

Assim, considerando a relevancia dos produtos naturais e suas aplicabilidades biotecnoldgicas,
este estudo objetivou avaliar o fitol quanto a seus efeitos antitumorais associados a danos
toxicogenéticos em células neoplasicas e nao neoplasicas, com aplicagdo de biomarcadores
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comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos, histopatolégicos, imuno-histoquimico e citogenéticos,
considerando que o composto representa uma fonte promissora para o arsenal contra o cancer.

Esta tese esta dividida em 4 capitulos (Figura 1). O primeiro versa sobre uma revisao sistematica
e meta-andlise das atividades antitumorais do fitol associadas a mecanismos toxico e citotdxico em
diferentes modelos de estudos; o segundo capitulo aborda os efeitos toxicogenéticos do fitol em ratos; o
terceiro capitulo expde os efeitos antitumorais do fitol em cultura priméaria de Sarcoma 180 e em linhagem
leucémica HL-60; por fim, o quarto capitulo reporta os efeitos antitumorais do fitol em células neoplasicas

e ndo neoplasicas de camundongos fémeas com cancer de mama.
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Figura 1. Esquema representativo da subdivisdo da tese. MN: micronucleos. NC: necrose. AP: apoptose.
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Capitulo 2
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Capitulo 4

Avaliag&o antitumoral em camundongos

Monitorar parametros comportamentais, bioguimicos,
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2 Objetivos

Alencar, M.V.0.B.

“Um conjunto de doengas, mas um s6 objetivo”
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2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antitumorais do fitol associados a danos toxicogenéticos em células tumorais
e nado tumorais, com aplicagdo de biomarcadores comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos,

histopatoldgicos, imuno-histoquimico e citogenéticos.

2.2 Objetivos especificos

o Realizar uma revisdo sistematica e meta-analise relativa as atividades antitumorais do fitol
associadas a mecanismos toxico e citotdxico em estudos in vivo, in vitro e ex vivo, bem como
identificar os mecanismos de indugéo de apoptose e/ou necrose;

e Avaliar os efeitos toxicogenéticos do fitol em ratos por meio da aplicagdo de testes
comportamental, enzimético, hematolégico e histopatoldgico;

e Analisar os efeitos genotoxicos, capacidade de reparo e risco de mutagenicidade do fitol em
ratos, com aplica¢do do ensaio cometa e teste de micronucleo;

e Analisar os efeitos antitumorais do fitol em cultura primaria de Sarcoma 180 e em linhagem
leucémica, por mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade e apoptose, com
aplicagdo do ensaio cometa;

e Determinar os efeitos antitumorais do fitol em cultura primaria de Sarcoma 180 e em linhagem
leucémica, por meio do teste de micronucleos com bloqueio de citocinese, para caraterizacdo de
mecanismos associados a alteragdes nucleares;

e Monitorar pardmetros comportamentais, bioquimicos, histopatoldgicos e imuno-histoquimico,
durante a indugao do cancer de mama e tratamento com fitol em camundongos fémeas;

e Pontuar os efeitos antitumorais do fitol em células tumorais € nao tumorais de camundongos
fémeas com cancer de mama, por meio da aplicagédo do ensaio cometa, com avaliagéo dos niveis

de reparo e apoptose.




3 Referencial Teorico

llustragéo de Lara Crow, adaptada do periédico Nature Reviews Cancer (2014).

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

“O todo € mais do que a soma de suas partes” (Aristoteles, Metafisica, v.8, 1045a).

A célebre citacdo do antigo filésofo grego, Aristdteles, pode ndo ser aplicavel a todas as
situagdes; mas, certamente, esta se tornando verdadeira no campo da oncologia. Embora o cancer tenha
sido estudado como um conjunto de doencas de carater clonal por muitas décadas, alguns estudos
anteriores revelaram que subpopulagdes celulares, de diferentes regides em um mesmo tumor, variam
na taxa de crescimento, imunogenicidade, resposta as drogas e capacidade metastatica, demonstrando
heterogeneidade fenotipica (ZHANG et al., 2016; MORII, 2017). A pluralidade destes eventos nos
distancia da compreenséo da dinédmica que opera entre as subpopulagdes heterogéneas e seu papel na
progressdao da doenga e resposta terapéutica (SCHNEIDER et al., 2017). Compreender esses
mecanismos subjacentes, certamente acarretara no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
eficazes, reduzindo o impacto da doenga no Brasil e no mundo (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

O céncer € visto como um complexo processo resultante do acimulo de mutagdes na progénie
de uma célula normal, levando ao crescimento seletivo das células mutadas e a proliferagéo
descontrolada (BLACKADAR, 2016). Os primeiros modelos da doenga propuseram a nogédo de um
evento mutacional, mesmo antes da descoberta da estrutura do DNA por James Watson e Francis Crick
(DAVID; ZIMMERMAN, 2010).

Varios fatores contribuem para a carcinogénese, os quais incluem agentes bioldgicos, alteracdes
epigeneticas, agentes quimicos prejudiciais ao DNA, estresse da maquinaria de replicagao e estresse
oxidativo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os passos iniciais da carcinogénese, imputados a geragéao de
mutacgdes, suscitam os conceitos de mutagénicos e na falha da maquinaria de reparo do DNA, que por
sua vez, induzem a progressdo tumoral (BERTRAM, 2000). Nessa etapa, a regulacdo negativa de
mecanismos de sinalizacdo de danos (resposta aos danos ao DNA) e do aumento da instabilidade
genética e epigenética sdo propulsores da proliferagdo irrestrita e da adaptabilidade associada aos
tumores, de maneira geral, com caracter agressivo (JIN; ROBERTSON, 2013). Algumas informagdes
sobre 0s processos de resposta aos danos ao DNA, relacionados ao cancer, estdo apresentadas no
Quadro 1.
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Quadro 1. Processos de resposta aos danos ao DNA envolvidos na carcinogénese.
Reparo de DNA

Ha uma pluralidade de vias de reparo do DNA; algumas, inclusive, fornecendo especificidade a leséo.
O reparo de excisdo de nucleotideos remove lesdes volumosas no DNA; os reparos por recombinagdo
homdéloga e ndo-homologa corrigem quebras de fitas duplas (QFD) da cadeia; o “Mismatch repair’
repara pares de bases incompativeis; e 0 reparo por excisdo de bases age reparando bases
danificadas e links entre a fita simples. Mutagdes nestas vias aumentam a susceptibilidade ao cancer
(GAVANDE et al., 2016; MAJIDINIA; YOUSEFI, 2017).

Sinalizagao de resposta aos danos ao DNA

Ha duas vias de sinalizagdo de resposta aos danos ao DNA: sinalizagédo dependente de Ataxia
Telangiectasia Mutada (ATM), ativada por QFD; e sinalizagao dependente de Ataxia Telangiectasia e
RAD3 (ATR), ativada por regides de cadeia simples do DNA. A sinalizag&o de resposta aos danos ao
DNA pode ativar a apoptose e a parada nos checkpoints, podendo, também, influenciar o reparo do
DNA. Mutagdes em componentes da sinalizagdo destas vias conferem susceptibilidade ao cancer
(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 progressao do ciclo celular. Essa
parada pode ser permanente ou transitoria. Os checkpoints impedem a progressao da fase G1 para S
e da fase G2 para M. Além disso, um checkpoint intra-S regula a progresséo da forquilha ou origem
de replicagao. Muitos tumores tém respostas de checkpoints inativados (TAMURA, 2015; VISCONTI
etal., 2016).

A apoptose representa uma via de morte celular programada com diferentes caminhos bioquimicos e
geneticos. Tais eventos desempenham papel critico no desenvolvimento e homeostase nos tecidos
normais, evitando, também, a proliferacéo de células lesionadas. A apoptose pode ser dependente ou
independente de p53. O TP53 é mutado em 50% dos canceres (WONG, 2011; MULLER; VOUSDEN,
2013; SU et al., 2015).

Fidelidade de replicagao

Multiplos processos atuam para manter a precisdo da forquilha de replicagdo, bem como a
recuperagao deste mecanismo, evitando colapso na estrutura do DNA. A recombinacéo homologa tem
um papel fundamental nesta maquinaria e os genes envolvidos neste evento séo geralmente mutados
em canceres (PRESTON; ALBERTSON; HERR, 2010; LANGE; TAKATA; WOQOD, 2011).

Estes eventos podem causar aneuploidia e, posteriormente, instabilidade gendmica, que esta
intimamente relacionada a carcinogénese. Varios mecanismos impedem a re-replica¢édo do DNA. Por
exemplo, 0 aumento da atividade da cinase dependente de ciclina é necessario para a ativagdo do
disparo da origem de replicagdo, mas € inibida quando ocorre o licenciamento das origens de
replicagio do DNA (MUNOZ et al., 2017; VASSILEV; DEPAMPHILIS, 2017).

O encurtamento dos telémeros leva a senescéncia celular e, portanto, as células cancerosas precisam
manter o comprimento dos teldmeros para sobreviver. A ativagao da telomerase ou uma via alternativa
a fim de manter o comprimento dos telémeros é comum em canceres (UZIEL et al., 2015; JAFRI et
al., 2016).
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As pesquisas oncoldgicas, nas ultimas décadas, caracterizaram os eventos celulares e
moleculares indutores de transformagdo maligna, por meio de alteragbes em genes de importancia
(PEDRAZA-FARINA, 2006: GILBERTSON, 2011; SU et al., 2015). Estes eventos incluem a proliferacéo
descontrolada; evasdo da supressdo tumoral; inibicdo da morte celular (apoptose); criacdo de um
microambiente particular contendo vasos sanguineos, estromas e células imunes (detalhes a seguir); e
a aquisicao de potencial invasivo e metastatico (QUAIL; JOYCE, 2013; BAIG et al., 2016).

As células tumorais residem em um microambiente complexo contendo varias células de suporte
(Figura 1) (células epiteliais, fibroblastos — associados ou ndo ao tumor, pericitos, macréfagos e células
endoteliais no local do tumor primério); matriz extracelular e um conjunto de moléculas de sinaliza¢éo
(incluindo fator de crescimento endotelial vascular [VEGF], quimiocinas CC, fator de necrose tumoral
[TNF], fator estimulante de colénias de macrofagos [M-CSF], proteina quimiotatica de mondécitos 1 [MCP-
1], fator de crescimento transformante  [TGF-f], fator de crescimento derivado de plaquetas [PDGF],
entre outros). Esses componentes, no microambiente contribuem para a interagdo tumor-estroma,
progressao tumoral, como também fenétipos de invas@o e metastase (KOONTONGKAEW, 2013; XU;
FARACH-CARSON; JIA, 2014).

Figura 1. Esquema ilustrativo de um microambiente tumoral tipico.

L!J Célula epitelial normal = Fibroblasto < @ > Célulaendotelial linfaica Membrana basal
@ Mastdcito Célula endotelial @ Célulatumoral S Matiz extracelular
Q Macréfago ‘ Linfocito By ®  Pericito | Inibidor de protease
@  Fatordecrescimento Protease Y Receptor do fator de crescimento

Fonte: Adaptado de Koontongkaew (2013) e Xu, Farach-Carson e Jia (2014).
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Além disso, uma caracteristica fundamental de quase todas as células cancerosas é a
instabilidade genémica, causada por mutagdes hereditarias em genes que monitoram a integridade do
genoma ou mutacdes que sdo adquiridas em células somaticas, durante o desenvolvimento do tumor
(VOGELSTEIN et al., 2013). As alteragbes genéticas podem ocorrer em varios niveis, por exemplo, em
nucleotideos simples, pequenas regides do DNA (microssatélites), genes inteiros, componentes
estruturais de cromossomos ou cromossomos completos (TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).

Algumas mutag6es em linhagem germinativa foram relacionadas a sindromes de cancer familiar.
Por exemplo, individuos afetados por xeroderma pigmentoso desenvolvem muiltiplos canceres de pele
pela auséncia de reparo de mutagdes em nucleotideos, induzidas por radiagdo ultravioleta (GARBER;
OFFIT, 2005; MENCK; MUNFORD, 2014). Mutagbes somaticas em genes de mismatch repair, como 0
MLH1, MSH2 ou MSH6, podem ter sérias consequéncias se o alvo de microssatélites estiver localizado
em um importante gene de controle de crescimento, como o0 BAX, que medeia a morte celular; ou o gene
que codifica o receptor TGF- tipo Il, que controla a proliferacdo celular (NEGRINI; GORGOULIS;
HALAZONETIS, 2010; STANISLAW; XUE; WILCOX, 2016).

A nivel cromossémico, a perda do controle de regides teloméricas e alteragdes genéticas em
genes que controlam a segregagao cromossémica, como BUB1, MAD2, BUB1R e APC ou no gene que
codifica a cinase associada ao centrossoma, STK6, sdo caracteristicas marcantes em diferentes
canceres (YATES; CAMPBELL, 2012). Além disso, as mutagdes no TP53, os genes de susceptibilidade
ao cancer de mama BRCA1 e BRCA2 e o gene ATM, da Ataxia Telangiectasia podem afetar a
estabilidade genética em varios niveis (VENKATESAN; BIRKBAK; SWANTON, 2017).

As consequéncias da instabilidade do genoma nos canceres séo vistas nas muitas aberragdes
que ativam ou inativam os varios 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 canceres (LEE; MULLER, 2010; ZHU et al., 2015).

Mesmo que esta informagdo seja critica na compreensdo das bases genéticas do
desenvolvimento e progressdo do cancer, a ordem de aquisi¢do dessas mutagdes e as células em que
se acumulam, a fim de desencadear a doenca, ainda permanecem mal compreendidas (MORAES;
NETO; MENCK, 2011). No complexo aspecto genético da carcinogénese, sem duvidas, “ha mais do que
os olhos podem ver”, conforme sugere a revisao de Glover, Wilson e Arlt (2017).

Embora "a compreenséo da biologia" seja, frequentemente, dada como justificativa para estudos
genéticos do cancer, a prevengao e tratamento também séo objetivos importantes (HIATT; BREEN,
2008). Tratamentos novos e eficazes certamente s&o necessarios. Mas, ha ganhos substanciais a serem
adquiridos pela aplicagao de informagdes genéticas atuais para um uso mais eficaz dos tratamentos ja
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disponiveis (ARRUEBO et al., 2011), considerando que o cancer impacta, profundamente, suas vitimas
nos mais diversos aspectos (SURMAN; JANIK, 2017).

Comparado a individuos sem histérico de cancer, adultos com cancer (ou com historia familiar)
relataram com mais frequéncia uma saude debilitada (cerca de 30%), outras condi¢des médicas cronicas
(42%), uma ou mais limitagdes na capacidade de realizar atividades da vida diéria (11%), outras
deficiéncias funcionais (58%); e, em individuos menores de 65 anos, incapacidade de trabalhar por causa
da condicéo de saude (17%), de acordo com o estudo realizado por Hewitt, Rowland e Yancik (2003).
Esses numeros podem refletir, em parte, a idade mais avancada de individuos com diagnostico de
cancer; cerca de 60% das pessoas com histdria de cancer tém mais de 65 anos (IOM; NRC, 2006).

No entanto, um ter¢o daqueles individuos com histéria familiar de cancer, que relataram
limitacdes em atividades da vida diaria ou outras areas funcionais, identificam o cdncer como a causa de
sua limitacdo. E os sobreviventes de cancer, em todas as faixas etarias, relataram taxas mais elevadas
de doengas cronicas em comparacdo com os individuos sem histéria familiar da doenga (HEWITT;
ROWLAND:; YANCIK, 2003).

Os dados do National Health Interview Survey (NHIS, USA) em 1998, 1999 e 2000, indicam que
uma historia médica de cancer duplica, pelo menos, a probabilidade de um individuo ter uma saude
debilitada. Individuos com histdria de cancer também tém taxas significativamente maiores de outras
doengas cronicas, como doengas cardiovasculares. E quando o cancer e outra doenca crénica coexistem
no mesmo individuo, refletem em saude debilitada e incapacidade cerca de 5 a 10 vezes maiores do que
0 esperado.

Os sobreviventes de cancer pediatrico tém taxas elevadas de doengas cronicas, comparados
aos adultos jovens (DILLER et al., 2009). A deficiéncia cognitiva também é relatada em algumas criangas
e adultos tratados da doenca. Estudos com pacientes pediatricos tratadas da leucemia linfoblastica
aguda e tumores cerebrais, os dois tipos de cancer pediatrico mais comuns, por exemplo, relataram ser
comum o comprometimento das habilidades cognitivas. Por exemplo, atengao e concentragao, memaria,
velocidade de processamento da informagéo, capacidade de sequenciamento e integragéo visomotora
(IOM; NRC, 2003; BUTLER; MULHERN, 2005). Estes efeitos tardios do cancer 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 oncoldgicos, sendo identificada
como a principal responsavel na interferéncia das atividades diarias dos pacientes (BERGER et al.,
2015). No entanto, as estimativas de taxas de fadiga entre os individuos com cancer variam muito. Por
exemplo, de 4% em pacientes com cancer de mama, antes do inicio da quimioterapia, para 91% em
pacientes com cancer de mama apds cirurgia e quimioterapia. As taxas de prevaléncia sdo dificeis de

34



interpretar, pois ndo ha consenso sobre uma definicao padrao de fadiga. Além disso, os estudos utilizam
critérios diferentes para definir sua presenga e gravidade (CARR et al., 2002; BARSEVICK et al., 2013).
Também, estima-se que um terco dos pacientes submetidos a tratamento oncoldgico ativo
experimentaram dor resultante da doencga, do tratamento ou doencas que ocorrem de forma conjunta.
Esta dor, geralmente, ndo é totalmente eliminada, apesar da administracdo de analgésicos e outras
terapias; e, que pode continuar a ser um problema, mesmo quando ja ndo ha nenhum sinal de cancer
(CARR et al., 2002).

O estresse emocional da vida com um diagnostico de cancer e seu tratamento, 0 medo da
recorréncia e as dificuldades impostas pela situagdo, com os problemas fisicos do dia a dia, podem criar
problemas psicoldgicos novos ou amplificar os ja existentes (SURMAN; JANIK, 2017). Os problemas
fisicos e psicoldgicos descritos acima podem ser exacerbados ou produzirem novos problemas sociais e
econdmicos significativos (NAUGHTON; WEAVER, 2014). O estresse financeiro, resultante da baixa
renda, o custo dos cuidados de saude ou a falta de plano de saude podem resultar em estresse
substancial (TU, 2004; YABROFF et al., 2011). As necessidades financeiras podem surgir dos elevados
custos de algumas modalidades terapéuticas e outras necessidades de salde, como suprimentos
médicos que ndo sdo cobertos pelo plano de saude e/ou estdo além do nivel de renda do individuo
(KENT et al., 2013). Este estresse financeiro é agravado quando um paciente perde o emprego, ou nao
esta trabalhando durante os periodos de tratamento. Outro problema a se pontuar € o elevado custo de
certos medicamentos oncoldgicos (SIDDIQUI; RAJKUMAR, 2012).

O alto custo de determinadas drogas antitumorais estéo relacionados a varios fatores. Primeiro,
€ muito caro gerenciar a descoberta e realizagdo de todos os estudos regulatorios, incluindo testes
clinicos de fase 1, 2 e 3, para, entdo, obter aprovagao. Segundo, a maioria dos canceres sao incuraveis,
os pacientes s&o tratados com determinados agentes aprovados (sequencialmente ou em combinagao),
criando um monopdlio virtual, porque o uso de um medicamento n&o significa, automaticamente, que os
outros ndo serdo mais necessarios. Terceiro, mesmo que 0 monopdlio seja interrompido, com a chegada
de versdes "novas e melhoradas" de uma droga aprovada, 0 medicamento mais antigo, e agora visto
como genérico, tende a ser relacionado a um tratamento de qualidade inferior, perpetuando a situagéo
(MCKEE et al., 2010; PRASAD; DE JESUS; MAILANKODY, 2017).

O quarto fator reside na prépria natureza do céncer e a gravidade do diagnéstico, que
desempenha um papel importante na medida em que os pacientes e os médicos geralmente estdo
dispostos a pagar o alto preco dos tratamentos inovadores, mesmo para melhorias marginais no
resultado. Finalmente, ha incentivo para administrar mais quimioterapia e existem barreiras legais que
impedem que agéncias, como a Food and Drug Administration (FDA), levem em consideracéo aspectos
econdmicos ao aprovarem novas drogas (SIDDIQUI; RAJKUMAR, 2012).
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O aumento de 20% na incidéncia global de cancer, de 2000 a 2020, previsto em estudos esta
impulsionando a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de medicamentos mais eficazes e certamente mais
caros (EATON, 2003; WEIR et al., 2015). Nos ultimos 15 anos, o tratamento de muitos tipos de canceres
foi revolucionado com o desenvolvimento e aprovacéo de mais de oitenta novos medicamentos. Esta
revolucdo tecnologica e regulamentar ocorreu, concomitantemente, ao aumento substancial no prego
dos novos tratamentos, que ultrapassou 300% durante esse periodo (SAVAGE, 2017). A situagéo ainda
é mais grave se considerarmos a quantidade de drogas promissoras que falham em estagios finais da
P&D (aproximadamente 90%) (ADAMS, 2012).

As razdes para este elevado percentual de falha incluem a falta de compreensao sobre o
mecanismo de acdo da droga, a complexidade da fisiologia do paciente, a caracteriza¢do inadequada
dos tumores dos pacientes, a falha na utilizacdo de biomarcadores para elucidar o estagio clinico
precocemente, esquema inapropriado de dose dos medicamentos, limitagdes da metodologia de ensaios
nao clinicos, pré-clinicos e clinicos e desafios regulatorios (MARTELL et al., 2013; SERUGA et al., 2015).

O custo médio do desenvolvimento de uma nova droga oncoldgica, do laboratério para os
pacientes, foi estimado em cerca de US$ 1,3 bilhdo de délares, em 2007 (DIMASI; GRABOWSKI, 2007).
Portanto, o custo da P&D em oncologia € insustentavel, sendo essencial que o desenvolvimento de
medicamentos oncoldgicos se torne mais rentavel e produtivo, a fim de recuperar tamanho investimento
(PRASAD; DE JESUS: MAILANKODY, 2017). E vital que as estratégias para melhorar a produtividade
do desenvolvimento de medicamentos oncoldgicos sejam identificadas e implementadas. Isso assegura
que os tratamentos mais eficazes, contra a multiplicidade de faces assumidas pelo cancer estejam
disponiveis no futuro (ADAMS, 2012).

Existem mais de 100 diferentes tipos de cancer, e cada um é classificado pelo tipo de célula
inicialmente afetada (SUDHAKAR, 2009). As se¢des a seguir apresentam brevemente trés tipos de

cancer, o de mama, leucemia e sarcoma, 0s quais foram instrumentos de pesquisa no presente estudo.

3.1.1 Cancer de mama

E o tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil, depois do de pele ndo
melanoma. O cancer de mama (CM), também acomete homens, porém é raro, representando apenas
1% do total de casos da doenga. A estimativa de casos novos para o Brasil, no ano de 2016, foi de 57.960
(INCA, 2015). Com quase 1,7 milhdes de novos casos diagnosticados em 2012, representa cerca de
12% de todos os novos casos de cancer e 25% de todos os canceres em mulheres (FERLAY et al.,
2015). E a quinta causa mais comum de morte por cancer em mulheres (GHONCHEH; POURNAMDAR;
SALEHINIYA, 2016).
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Estatisticas indicam aumento da sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
paises em desenvolvimento. Cabe ressaltar, no entanto, que os paises em desenvolvimento enfrentam
restricdes de recursos e infraestrutura que desafiam o objetivo de reduzir o numero de vitimas desta
doenga, por meio de deteccao precoce, diagnéstico e tratamento (ANDERSON et al., 2006; YIP et al.,
2015).

Diferentes fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do CM em mulheres. A idade,
sem duvidas, aumenta o risco de desenvolver a doenca (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
historia 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 diagndstico inicial de carcinoma ductal in situ, estagio I1B, cancer receptor
hormonal negativo e idade jovem (HOWELL et al., 2014).

As doengas proliferativas da mama estdo também associadas a um risco aumentado de CM
(KAMINSKA et al., 2015). LesBes 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 populagéo em geral
(WORSHAM et al., 2009). A hiperplasia atipica, incluindo ductal e lobular, geralmente encontrada
incidentalmente na mamografia de triagem, confere um risco, significativamente, aumentado de CM. As
mulheres com atipia tém um risco, aproximadamente, 4,3 vezes maior de desenvolver cancer em
comparagao com a populacéo em geral (WORSHAM et al., 2009; CASTELLS et al., 2015).

Além disso, o risco de CM aumenta se houver historia familiar da doenga (HEISEY; CARROLL,
2016). O maior risco esta associado ao aumento do numero de parentes de primeiro grau diagnosticados
com CM em uma idade jovem (menores de 50 anos). Comparado a mulheres sem historia familiar,
pacientes que possuiam um, dois ou trés parentes de primeiro grau afetadas apresentam razao de risco
(odds ratio) aumentado para CM (BREWER et al., 2017).

Aproximadamente 20 a 25% dos pacientes com CM tém uma historia familiar positiva. Mas,
apenas 5 a 10% dos casos demonstram uma heranga autossomica dominante. Os alelos de
predisposicdo genética foram descritos em termos de significancia clinica (MELVIN et al., 2016). Os
alelos de predisposigéo de alto risco, que conferem risco de 40 a 85% de CM, incluem mutagdes nos
genes BRCA1 e BRCA2, TP53, resultando em sindrome de Li-Fraumeni, PTEN resultando em sindrome
de Cowden, STK11 causando a sindrome de Peutz-Jegher, NF1, neurofibromatose Tipo 1 e CDH-1, para
E-Caderina (EASTON et al., 2015).
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Metade das sindromes de predisposicdo ao CM estdo associadas a mutagdes em BRCAT e
BRCAZ2. As mulheres com mutagdes deletérias nestes genes, tém um risco, significativamente, maior de
desenvolver CM (MEHRGOU; AKOUCHEKIAN, 2016). O risco ao longo da vida varia de 65 a 81%, para
portadores de mutagdo em BRCAT; e 45 a 85%, para portadores de BRCA2 (KAMINSKA et al., 2015).
Os genes de risco moderado, incluindo mutagdes homozigéticas de ATM, mutagdes somaticas 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).

N&o obstante, os ciclos de niveis enddgenos de estrogénio ao longo da vida de uma mulher tém
implicagdes para o desenvolvimento ou prote¢do contra o CM, bem como fatores reprodutivos, como
menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gravidez, amamentagéo e idade na menopausa. Além
disso, fatores de risco relacionados ao estilo de vida, incluindo o uso excessivo de alcool, obesidade e
inatividade fisica, respondem a 21% de todas as mortes por CM em todo 0 mundo (MCDONALD; GOYAL;
TERRY, 2014; DIETERICH et al., 2014).

Apos diagnosticado, ha varias formas de intervengéo para o CM, que dependem do tipo e do
estagio da lesdo. 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 intervengdes séo norteadas pelo resultado histopatologico, que conduzem
a uma terapéutica adequada. Além destas, ha também os tratamentos sistémicos, realizados por meio
de drogas, que podem ser administradas por via oral ou diretamente na corrente sanguinea. Estas
terapias sdo chamadas de sistémicas, uma vez que podem atingir células cancerosas em qualquer regido
do corpo (SHARMA et al., 2010). Dependendo do tipo de CM, diferentes drogas podem ser usadas,
incluindo quimioterapia, hormonioterapia e terapia alvo molecular (RUBOVSZKY; HORVATH, 2017).

No entanto, a resisténcia terapéutica, a recorréncia e a falta de tratamento nas metastases séo
os principais desafios que precisam ser abordados. Evidéncias tém sugerido a presenca de células-
tronco em populagdes heterogéneas de tumores mamarios. Estas sdo capazes de auto-renovagéo e
diferencia¢do, sendo consideradas responsaveis pela resisténcia as drogas e recorréncia (ZARDAVAS
etal., 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 cancer dos tecidos formadores de sangue, incluindo a medula 6ssea. Caracteriza-
se pela rapida produgéo de globulos brancos anormais, 0s quais prejudicam a capacidade da medula
dssea em produzir glébulos 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 canceres, excluindo o de pele
nao melanoma (FERLAY et al., 2015; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

As anormalidades cromossémicas nado aleatorias, por exemplo, dele¢des e translocagdes sao
identificadas em, aproximadamente, 52% de todos os pacientes priméarios de leucemia mieloide aguda
(LMA) e foram reconhecidos como eventos genéticos que causam e promovem esta doenga (BYRD et
al., 2002). Certas anormalidades citogenéticas, incluindo as (8;21)(q22;922), 1(15;17) (922;,q12) e
inv(16)(p13.1;022) estdo associadas a remissdo e sobrevida mais longas. Enquanto alteracdes dos
cromossomos 5, 7, cariotipo complexo, descrito como acima de 3 anormalidades cromoss6micas, €
11923 estédo associados a um progndstico ruim (DOHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD, 2015).

A doenga pode ser aguda ou crénica. A leucemia cronica progride mais lentamente do que a
leucemia aguda, o que requer tratamento imediato. Além disso, também pode ser classificada como
linfocitica ou mielogénica (GREAVES, 1997). A leucemia linfocitica se refere ao crescimento celular
anormal nas células da medula que se tornam linfécitos. Na mieloide, o crescimento celular anormal
ocorre nas células da medula que amadurecem nos globulos vermelhos, gldbulos brancos e plaquetas
(VOGEL; FISHER, 1993). Ha, pelo menos, quatro grandes classificagdes de leucemia: linfocitica aguda
(LLA), mieloide aguda (LMA), linfocitica cronica (LLC) e mieloide crénica (LMC) (SZCZEPANSKI et al.,
2003; DAVIS; VIERA; MEAD, 2014).

A LLA afeta criangas e adultos, com prevaléncia maxima 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 constituido por precursores malignos de células T (TERWILLIGER; ABDUL-HAY,
2017). Tradicionalmente, a estratificacdo de risco se baseou em fatores clinicos como idade, contagem
de glébulos brancos e resposta a quimioterapia. No entanto, a identificagdo de alteragdes genéticas
recorrentes ajudou a refinar o progndstico individual e orientar o manejo de pacientes (PUI; ROBISON;
LOOK, 2008).

Apesar dos avangos na gestao destes pacientes, o cerne da terapéutica continua a ser uma
quimioterapia multiagente com vincristina, corticosteroides e uma antraciclina, com transplante de

células-tronco alogénicas. Os pacientes idosos, geralmente, ndo conseguem tolerar tais regimes e
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apresentam um prognéstico, particularmente, ruim (PUI; EVANS, 2006; INABA; GREAVES;
MULLIGHAN, 2013). A LLC é a leucemia mais comum nos paises ocidentais. A doenga geralmente
ocorre em pacientes idosos e possui um curso clinico altamente variavel (HALLEK, 2015). A
transformacao leucémica € iniciada por alteragbes gendmicas especificas que prejudicam a apoptose
das células B clonais. O diagndstico € estabelecido por contagem de sangue, esfregagos de sangue e
imunofenotipagem de linfocitos B circulantes, que identificam uma populagéo clonal de células B com
antigenos 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 evidéncia atualmente disponivel sustenta algumas opgdes terapéuticas de primeira linha, como
clorambucil combinado com um anticorpo anti-CD20 (obinutuzumab ou rituximab ou ofatumumab) ou
uma terapia continua com ibrutinib (BARRIENTOS, 2016). Na recaida, o tratamento inicial pode ser
repetido, se o intervalo livre de tratamento exceder 3 anos. Se houver nova recaida, a terapia passa a
empregar agentes alternativos, como bendamustina (mais rituximab), alemtuzumab, lenalidomida,
ofatumumab, ibrutinib, idelalisib ou venetoclax. Os pacientes com mutagdo em TP53 ou del(17p), podem
ser tratados com ibrutinib, venetoclax ou uma combinagao de idelalisib e rituximab (CRAMER et al., 2016;
HALLEK, 2017).

A LMA, embora fosse incuravel ha 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 (DOHNER
et al., 2010). No entanto, o desfecho em pacientes com idade avangada, que ndo 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 sao citogeneticamente normais, utilizando analises de
bandas convencionais (GAIDZIK; DOHNER, 2008). Embora este grupo tenha um risco intermediario de
recaida, uma heterogeneidade substancial € encontrada nesta popula¢do em termos de resultado clinico.
Assim, a triagem molecular da doenca é critica para a categorizagdo do progndstico e estratégia de
tratamento (DOHNER et al., 2010; DOHNER; WEISDORF; BLOOMFIELD, 2015), o qual se baseia na
combinacao de regimes a base de citarabina e antraciclina, com transplante de células-tronco alogénicas
para candidatos elegiveis.

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa com incidéncia 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 doenga é caracterizada por uma translocagao genética, t(9;22)(q34;911.2), em
que a regido de cluster ponto de interrupgao (BCR) do cromossomo 22 (22q11.2) é fundida com uma
parte do gene Abelson (ABL1), no cromossomo 9 (9934). Esse rearranjo é conhecido como cromossomo
Filadélfia (GRANATOWICZ et al., 2015). A consequéncia molecular dessa translocagéo é a geracéo de
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um oncogene de fusdo BCR-ABL1, que, por sua vez, traduz-se em uma oncoproteina BCR-ABL, utilizada
como alvo para terapias (PINILLA-IBARZ et al., 2015). A terapéutica envolve trés 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 cronica (JABBOUR; CORTES;
KANTARJIAN, 2011; JABBOUR; KANTARJIAN, 2016).

3.1.3 Sarcomas

Os sarcomas sdo tumores malignos relativamente raros, que s&o derivados de tecidos
mesenquimatosos - tecidos néo epiteliais derivados da camada mesodérmica embrionaria e
compreendem menos de 10% de todos os tipos de cancer (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 cancer de base populacional brasileiros, a mediana das taxas de incidéncia foi
de 6,67 por milhdo, para a faixa de 0 a 14 anos; e de 7,54 por milhdo para a faixa de 0 a 19 anos. Os
sarcomas respondem a uma porcentagem mais elevada de morbidade e mortalidade geral em criangas
e adultos jovens do que em adultos (INCA, 2017).

As alteragbes moleculares identificadas, associadas a subtipos histologicos especificos de
sarcomas, indicaram que as classificagdes anteriores, baseadas no local do tumor (0sso ou tecido mole),
sd0 menos importantes do que as caracteristicas moleculares e/ou patologicas (JEMAL et al., 2003).
Estas informagdes sao especialmente importantes, uma vez que as terapias direcionadas provaram ter
particular eficacia em pacientes com sarcomas especificos (WARDELMANN et al., 2010).

Por exemplo, o fibrossarcoma e nefroma mesoblastico congénito foram considerados tumores
néo relacionados, até uma analise citogenética revelar a origem genética idéntica desses tumores,
indicando que sao, simplesmente, 0 mesmo tumor, mas que se desenvolvem em locais diferentes. Esses
dados revolucionaram as abordagens para o tratamento desses canceres, ja que, ao contrério da maioria
dos tumores epiteliais, que séo definidos pelo 6rgao de origem, os sarcomas podem ser definidos por
sua patologia molecular (MARINO-ENRIQUEZ, 2015; MARINO-ENRIQUEZ; BOVEE, 2016).

A maioria dos sarcomas é esporadico, com etiologia desconhecida, embora também haja
algumas sindromes de predisposi¢do genética e exposi¢cdes ambientais bem descritas, que estdo
associadas a sarcomas especificos (FROEHNER; WIRTH, 2001). Muitos, se nao todos, os sarcomas
tém alteracdes na via do retinoblastoma (RB) e ndo é surpreendente que o0s pacientes com
retinoblastoma hereditario, que mantiveram mutages 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
osteogénicos. Por exemplo, a exposicao de pacientes com alteragdes do RB a radiagdo, aumenta o risco
de desenvolver sarcomas, levando a mudangas na intervengéo desses pacientes (KLEINERMAN et al.,
2005). Familias com sindrome de Li-Fraumeni, causada por mutagdes em TP53, apresentam maior risco
de desenvolver rabdomiossarcoma (TRAHAIR; ANDREWS; COHN, 2007; MAGNUSSON et al., 2012).
Na verdade, pacientes com sindrome de Li-Fraumeni tém uma incidéncia 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 delegéo do gene
NF1 (KING et al., 2000).

Embora uma série de fatores ambientais tenha sido sugerida na sarcomagénese, apenas dois
desses fatores foram provados inequivocamente. A exposi¢do ao cloreto de vinila, utilizada,
extensivamente, na industria de plasticos, tem sido claramente associada ao desenvolvimento de
angiossarcoma hepatico (ELLIOTT; KLEINSCHMIDT, 1997; COLLINS et al., 2014). O outro fator
ambiental associado ao aumento do risco de sarcoma é a radiagao ionizante. Os sarcomas pds-radiagéo,
ocorrem pelo menos 3 anos apds a finalizagdo da terapia priméria. A incidéncia desses sarcomas esta
relacionada a 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 sao distinguiveis
em nivel citogenético. O primeiro é caracterizado por cariétipos de maioria diploides simples, com poucos
rearranjos cromossomicos; enquanto o segundo possui cariotipos complexos, que sdo caracteristicos de
um severo disturbio da estabilidade genémica (HELMAN; MELTZER, 2003). Embora a diversidade
genética entre os sarcomas, patologicamente semelhantes, confunda essas distingdes, a comparagédo
desses dois grupos fornece um quadro conceitual Util para considerar os mecanismos genéticos
subjacentes a sarcomagénese (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 nédo ressecaveis ou residuais apos a cirurgia, a radioterapia também &
empregada (STEEN; STEPHENSON, 2008). Os pacientes com doenga metastatica sao tratados com
quimioterapia sistémica, geralmente consistindo em doxorrubicina e ifosfamida (KASPER et al., 2007).
Para certos sarcomas quimiossensiveis — particularmente sarcomas pediatricos — 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, ja que
porcentagens crescentes de sobreviventes a longo prazo foram observadas (CHA et al., 2004). No
entanto, para muitos tumores com niveis marginais de resposta a quimioterapia e para a doenca

metastatica, novas abordagens s&do necessarias (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 sobrevivéncia global para
pacientes com sarcomas adipociticos; 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 sobrevivéncia dos pacientes com cancer terem melhorado nas ultimas
décadas, na clinica, muitos obstaculos continuam a se levantar (SERUGA et al., 2014). Um dos principais
problemas é o desenvolvimento da resisténcia a medicamentos. A monoterapia com agentes
antitumorais direcionados ou mesmo os quimioterapéuticos convencionais, invariavelmente, resulta em
resisténcia causada por mutagdes de novo ou crescimento de clones pré-existentes resistentes a terapia
em tumores heterogéneos (HOUSMAN et al., 2014; ALFAROUK et al., 2015).

Além disso, apos tratamentos, aparentemente bem-sucedidos, células tumorais tolerantes as
drogas, podem sobreviver, permanecendo dormentes por longos periodos de tempo e, eventualmente,
resultar numa doenga recorrente, que pode ser fenotipicamente diferente do tumor original (KOTTKE et
al., 2013; BLATTER; ROTTENBERG, 2015). Outro grande desafio € a doenca metastatica, que
representa mais de 90% das mortes relacionadas ao cancer (WEIGELT; PETERSE; VAN'T VEER et al.,
2005). Esses tumores secundarios geralmente nédo respondem a terapia e quase sempre sao incuraveis
(VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

O tratamento bem-sucedido do cancer requer uma abordagem multidisciplinar, em que diferentes
estratégias, como cirurgia, radiacao, terapia citotdxica e imunoterapia sdo cuidadosamente combinadas
(SILBERMANN et al., 2011). Para projetar tais combinagdes, € fundamental aprimorar os conhecimentos
sobre 0s mecanismos celulares intrinsecos e extrinsecos subjacentes ao desenvolvimento do tumor,
metastase e capacidade de resposta terapéutica (WU; HANNUN, 2016). Na busca do tratamento mais
eficaz, para diferentes tipos de cénceres, a ciéncia deposita esperanga na pesquisa néo clinica, em
modelos animais e abordagens in vitro (CHEON; ORSULIC, 2011).

Estudos com roedores, baseados em modelos xenograficos ou células de aloenxertos de
tumores s&o os modelos in vivo mais utilizados na pesquisa oncoldgica (JUNG, 2014). Estes modelos de
transplante permitem testes rapidos de potenciais genes relacionados ao cancer e metastases, sendo,
frequentemente, utilizados para testes de drogas em fase néo clinica (LANGDON, 2012). Por exemplo,
estudos com xenotransplante elucidaram os mecanismos de resisténcia intrinseca do cancer colorretal

(CCR) ao vemurafenib. Os resultados deste estudo levaram ao inicio de um ensaio clinico em que 0s
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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 cancer de mama disseminadas residem
adjacentes aos vasos sanguineos, o que poderia fornecer um nicho para regulagao da dorméncia destas
células (GHAJAR et al., 2013). Além disso, informag6es fundamentais sobre a imunidade antitumoral,
mecanismos de tolerancia das células T e rotas tumorais de fuga do sistema imune provém de estudos
in vivo com modelos roedores (LEACH et al., 1996). Essas descobertas sedimentaram as bases para a
atual revolugao da imunoterapia contra cancer.

Outro nicho de pesquisa sdo os xenoenxertos de tumores de pacientes (XTP), derivados de
bidpsias de tumores humanos, os quais sdo transplantados em camundongos imunodeficientes
(CEKANOVA; RATHORE, 2014; LAl et al., 2017). Ao contrario dos modelos de transplante de linhagens
celulares, os tumores XTP mantém a heterogeneidade molecular, genética e histoldgica observada em
pacientes com cancer, mesmo apos 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 vérias abordagens nao clinicas de medicamentos em modelos de XTP para cancer de
pulméo de ndo-pequenas células (MERK et al., 2011), cancer de mama (MARANGONI et al., 2007),
melanoma (KEMPER et al., 2015; GIROTTI et al., 2016), cancer de prostata (QU et al, 2014) e cancer
colorretal (BERTOTTI et al., 2015).

Além disso, os estudos de carcinogénese quimica, em animais, contribuiram diretamente para a
reducdo da incidéncia de cancer na populagdo humana, principalmente por sua capacidade de identificar
carcindgenos ocupacionais, ambientais e dietéticos (HOENERHOFF et al., 2009). Atualmente, ha duas
aplicagbes de modelos animais em carcinogénese quimica. A primeira € a pesquisa experimental, que
envolve a biologia do cancer; e, a segunda aplicagao, mais pratica, € testar substancias quimicas com
potencial carcinogénico (GALLO et al., 2001; STEELE; LUBET, 2010; TSUBURA et al., 2011; KEMP,
2015).

Os modelos da doenga em animais tém proporcionado o desenvolvimento de terapias
inovadoras, permitindo avaliar os efeitos diagnosticos/terapéuticos de novos agentes antitumorais,
investigar fatores biologicos envolvidos, explorar medidas preventivas contra carcinogenicidade e
compreender os mecanismos moleculares envolvidos na iniciagdo, promogao e progressdo de varios
tipos de cancer, como o de mama (RASHID; TAKABE, 2015; HORAS et al., 2015). Exemplo destes
modelos, incluem estudos com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) (LIU et al., 2015). O 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) é um dos mais eficientes HPA na indugéo de CM, sendo amplamente
utilizado em roedores fémeas (BHARDWAJ et al., 2009; FERREIRA et al., 2013; ABBA et al., 2016).
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A dose unica de 50 a 100 mg/kg do composto é capaz de induzir tumores mamarios na incidéncia
de 100% (BHARDWAJ et al., 2009). Esses tumores mamarios em roedores, induzidos por DMBA,
mimetizam o perfil molecular de carcinomas luminais da mama humana, representando um excelente
modelo n&o clinico para ensaios de terapias alvo, envolvendo a via PIK3CA/Akt/mTOR e, uma robusta
plataforma para a investigagao de novos agentes antitumorais (BISHAYEE et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2015; ABBA et al., 2016).

Outros modelos animais apropriados, também aumentaram a compreensao sobre 0s sarcomas
e 0 avango das abordagens terapéuticas (DODD; MITO; KIRSCH, 2010; HAYES; LANGENAU, 2017).
Embora seja dificil desenvolver modelos animais que reproduzam a doenga humana em sua
complexidade, varios modelos em roedores e in vitro, com sarcomas geneticamente complexos, foram
desenvolvidos e tém auxiliado a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos (FAN, 2010;
POST, 2012; PHELPS; CHEN, 2016).

O modelo murino portador de sarcoma 180 (S180) € um dos modelos mais basicos que s&o
utilizados para estudos da doenga (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
multiplas linhagens de animais consanguineos, devido a deficiéncia de [2-microglobulina,
desestabilizacdo do complexo principal de histocompatibilidade classe | e falta de reconhecimento por
linfocitos T citotéxicos do hospedeiro (SUZUKI; YAMADA, 1994). Este e outros modelos tém 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 sdo também ferramentas importantes para a pesquisa
do cancer e servem como plataformas de triagem de baixo custo para terapias medicamentosas
(WILDING; BODMER, 2014). Os modelos in vitro de tumores sélidos 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 visdo “mecanicista” do crescimento ou proliferagéo de tumores, migragéo, invaséo,
remodelagdo da matriz extracelular, dorméncia ou laténcia, intravasamento, extravasamento,
angiogénese e administragdo de drogas (TIMMINS; DIETMAIR; NIELSEN, 2004; KAM; REJNIAK;
ANDERSON, 2012; RATH et al., 2013; SARISOZEN; ABOUZEID; TORCHILIN, 2014; KATT et al., 2016).

Citando caso analogo, o avango do arsenal terapéutico contra leucemias, em partes, € devido
ao emprego de varios modelos da doenga 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 diferenciagdo na leucemia humana; e, em um

quadro mais amplo, os controles do desenvolvimento hematopoiético normal (DREXLER et al., 1995;

45



DREXLER; MACLEOD; UPHOFF, 1999). Por exemplo, a linhagem K562 é composta por células blasticas
indiferenciadas, que sao ricas em glicoforina e podem ser induzidas a produzir hemoglobina fetal e
embrionaria na presenca de hemina, sendo comumente utilizadas na pesquisa oncoldgica (MIYAZAKI et
al., 2010; ZHANG; WANG, 2015; NIK MAN et al., 2015).

Alinhagem celular KG-1 é composta, predominantemente, de mieloblastos e promieldcitos. Uma
caracteristica Unica dessas células é a sua dependéncia, quase completa, do fator estimulante de colonia
para a proliferacéo em cultura (MROZEK et al., 2003). As investigacGes com estas células e as variantes
selecionadas fornecem dados importantes sobre o controle da diferenciagdo leucémica (ORAKI
KOHSHOUR et al., 2013). Outra linhagem extensivamente utilizada em pesquisa € 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 promielécitos, mas podem ser induzidas a
diferenciar-se terminalmente in vitro. Por exemplo, alguns reagentes podem induzir diferenciagao de HL-
60 em células semelhantes a granulédcitos ou mondcitos/macréfagos (KANG et al., 2003). O genoma
destas células contém um proto-oncogene c¢c-myc amplificado; e os niveis do RNAm de c-myc sé&o
correspondentemente elevados em células indiferenciadas, mas diminuem, rapidamente, ap6s a indugao
de diferenciagao (JIANG et al., 2008). Esses recursos tornaram a linhagem celular HL-60, um modelo in
vitro robusto em estudos oncoldgicos com células mieloides humanas (WIJESINGHE et al., 2013; CHEN
etal., 2015).

A variabilidade dos modelos in vitro incluem fontes celulares (células de pacientes oncoldgicos,
linhagens tumorais comercialmente disponiveis, células tronco tumorais, estromais, imunes, entre
outras), propriedades biofisicas (presséo parcial de oxigénio, pH, fluxo intersticial, etc.), matriz
extracelular (rigidez, arquitetura, etc.) e orientagdes bioquimicas (quimioatratores, fatores angiogénicos,
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 invasdo 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 sao as células
tumorais (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013). As linhagens séo faceis de cultivar, permitem a
comparagdo direta de resultados experimentais e s&o 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).

46



3.2 Produtos Naturais

A natureza, mestre artesa, deu origem a uma rica matriz de compostos moleculares. Sem duvida,
€ um vasto recurso para a criagdo de agentes bioativos valiosos e desenvolvimento de medicamentos
eficazes contra uma multiplicidade de doengas (CRAGG; NEWMAN, 2013). A natureza é a fonte primaria
e abundante de diversos quimiotipos biologicamente ativos. E embora relativamente poucos produtos
naturais isolados resultem em drogas clinicamente efetivas, por via direta, essas moléculas Unicas
geralmente servem como modelos para a preparacao de analogos mais eficazes, pro-drogas por meio
da aplicagao de metodologias quimicas, como sintese total ou combinatoria, ou mesmo a manipulagéo
de vias biossintética (DEMAIN; VAISHNAV, 2011; BASMADJIAN et al., 2014; MALVE, 2016).

Desde tempos imemoriais, 0s produtos naturais tém sido a base do sistema tradicional de cura
em todo o globo, tornando-se parte integrante da histéria e da cultura humana (CRAGG; NEWMAN,
2001). Os produtos naturais continuam entrando em ensaios clinicos ou, simplesmente, fornecendo
inspiracao para novos compostos que adentraram nestes avangados estudos, particularmente, atuando
como agentes antitumorais ou antimicrobianos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). N&o obstante,
cerca de 60% das drogas antitumorais, por via direta ou indireta, séo derivadas de fontes naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Do ponto de vista oncoldgico, as melhorias na formulagdo de um bioativo podem resultar em
uma administracdo mais eficaz do farmaco nos pacientes, ou a conjugagéo de moléculas naturais téxicas
em anticorpos monoclonais ou veiculos poliméricos direcionados, especificamente, a epitopos em
tumores de interesse, podem levar ao desenvolvimento de terapias inovadoras, especificas, mais
seguras e eficazes (GROTHAUS; CRAGG; NEWMAN, 2010; KARIKAS, 2010). E inquestionavel o papel
essencial desempenhado pelos produtos naturais no desenvolvimento de novos agentes
anticancerigenos (GORDALIZA, 2007). As secdes a seguir discutem, brevemente, alguns compostos

que lograram éxito na P&D de medicamentos nesta area desafiadora.

3.2.1 Agentes quimioterapéuticos derivados de organismos marinhos

O oceano responde por uma variedade de organismos devido ao ambiente diversificado
oferecido por diferentes zonas oceénicas (DONIA; HAMANN, 2003). Os enormes recursos ecoldgicos do
mar foram explorados desde a antiguidade e incluiam o uso de animais marinhos, como peixes e
preparagdes 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 s&o incorporados no meio marinho, dos quais, 15
variedades estdo, exclusivamente, presentes neste ambiente (HEJNOL; DUNN, 2016). Essa diversidade
genética reflete em uma diversidade quimica 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 oceanicos foi vista em detalhes (MALVE, 2016).

Um numero significativo de agentes antitumorais, derivados de organismos marinhos, demonstra
potente inibi¢do do crescimento de células tumorais humanas in vitro e, em varios 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 clinicos, na area oncoldgica, até agora, apenas quatro foram aprovados
para uso em humanos (NEWMAN; CRAGG, 2014). Esses agentes (Figura 2) sé&o 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 serdo apresentados a seguir).
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Figura 2. Principais agentes quimioterapéuticos derivados de organismos marinhos.
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3.2.1.1 Citarabina e anéalogos nucleosideos

A descoberta de arabinose contendo nucleosideos bioativos, como espongotimidina e
espongouridina por Bergmann e Burke (1955), no inicio dos anos 50, a partir da esponja caribenha Tethya
crypta, provocou uma grande explora¢do do meio marinho como fonte de novos compostos bioativos,
potenciais candidatos a drogas. Esta descoberta levou a identificagdo e desenvolvimento de analogos
como a citarabina (Figura 2, n°1) como um potente agente antileucémico e o agente antiviral, adenina-
arabinosideo (vidarabida, AraA) (LICHTMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2014).

Outros analogos de nucleosideos foram desenvolvidos e demonstraram atividade
anticancerigena significativa (ROBAK et al., 2011). A clafabina & um analogo de nucleosideo de purina,
de segunda geragao, que apresentou ampla gama de atividade clinica e grande potencial para induzir
danos ao DNA de células leucémicas. Em 2004, recebeu a aprovagdo da FDA para o tratamento de
pacientes pediatricos com leucemia linfoblastica 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 pré-farmaco analogo de nucleosideo biodisponivel oralmente,
apresentou mecanismo de agao Unico, causando quebras de fitas simples do DNA, que serdo 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 designagédo de
medicamento 6rfao para o tratamento de LMA e sindromes mielodisplasicas foi atribuida pela FDA em
2010 (KANTARJIAN et al., 2012; LIM; JAMIESON, 2014).

3.2.1.2 Trabectedinas

Embora o isolamento e a elucidagdo estrutural de derivados de ecteinascidina tenham sido
relatados pela primeira vez em 1986, os artigos sobre a identificag&o da trabectedina (ET743, Figura 2,
n°2), a mais ativa das ecteinascidinas, s6 apareceram em 1990. Este produto foi aprovado, na Europa,
para o tratamento de sarcoma de tecidos moles avangado. E, ainda, foi concedido o status de
medicamento 6rfdo para o tratamento de sarcoma de tecido mole e cancer de ovério, pela FDA e
European Medicines Agency (EMA) (AMANT et al., 2009; GAJDOS; ELIAS, 2011; GRIGNANI et al.,
2015). Foi o primeiro produto natural "ndo modificado" derivado do mar para ser aprovado para o
tratamento do cancer. Esta sendo submetido a ensaios clinicos para o tratamento de sarcomas
mamarios, prostaticos e pediatricos. Alguns agentes estruturalmente relacionados a trabectedina, PM-
10450 (Zalypsis®) e lurbinectedina, evoluiram para ensaios clinicos (NEWMAN; CRAGG, 2014).
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3.2.1.3 Halicondrina B e Eribulina

O isolamento e a elucidagao estrutural do produto natural complexo, halicondrina B (Figura 2,
n°3), juntamente com varios 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 areas oceénicas, que vao desde o
Pacifico Central a0 Oceano indico, até as aguas da Nova Zelandia (GERWICK; FENNER, 2013;
NEWMAN; CRAGG, 2014). Estes ativos demonstraram atuar como agentes desestabilizadores de
tubulina e foram aprovados para o desenvolvimento pré-clinico pelo Instituto Nacional do Céncer, nos
EUA, no inicio de 1992. A aquisicdo da matéria-prima provou ser desafiadora pela reduzida quantidade
dos organismos. No entanto, colegdes em larga escala e aquicultura no mar da esponja Lissodendoryx
sp., na costa da Nova Zelandia, proveram quantidades suficientes de halicondrina B para estudos pré-
clinicos (BAl et al., 2011; Ll et al., 2015).

Um dos melhores anélogos 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-clinicos avangados e clinicos, utilizando
sintese total sob condicdo de cGMP. Apos ensaios clinicos prolongados, a eribulina (Halaven®) foi
aprovada para o tratamento do cancer de mama refratario pela FDA, em 2010. Até o momento, a eribulina
é, de longe, a droga mais complexa produzida por sintese total (HENSLEY et al., 2012; POLASTRO;
AFTIMOS; AWADA, 2014; ASEYEV; RIBEIRO; CARDOSO, 2016).

3.2.1.4 Vedotina

A conjugacgao de monometil auristatina E (vedotina) e dolastatina 10 compdem a formulagéo
brentuximab vedotina (Figura 2, n°5), droga efetiva no tratamento de doencas linfoproliferativas, como
linfoma de Hodgkin (SCOTT, 2017; KILLOCK et al., 2017). O metabdlito secundério, 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). Ha relatos
da eficacia antitumoral de diferentes conjugagbes de vedotina e outros analogos complexados com
anticorpos contra epitopos encontrados em varios tipos de cancer, incluindo mamarios, gastrointestinais,
pancreaticos, prostaticos, ovaricos e renais, leucemias, melanomas e pulmao de ndo-pequenas células
(GARNOCK-JONES, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2014; CHALLITA-EID et al., 2016).
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3.2.2 Agentes quimioterapéuticos derivados de fungos e bactérias

A descoberta do primeiro antibidtico penicilina, a partir do Penicillium notatum por Alexander
Fleming, abriu uma era completamente nova da quimioterapia, alterando, assim, a qualidade da vida
humana. Antibiéticos antitumorais figuram entre os mais importantes agentes quimioterapicos (BLADT et
al., 2013; KORNIENKO et al., 2015). Estes incluem membros das classes de actinomicina, ansamicina,
antraciclina, bleomicina, epotilona e estaurosporina. Com exce¢éo das epotilonas, que sdo metabdlitos
do myxobacterium Sorangium cellulosum, os metabdlitos das outras classes foram isolados de vérias
espécies de Streptomyces (EVIDENTE et al., 2014; GONZALEZ-MEDINA et al., 2016). Alguns avangos
recentes no desenvolvimento de outros agentes anticancerigenos, derivados de micro-organismos seréo

discutidos nas secgdes a seguir.

3.2.2.1 Rapamicinas

A descoberta da rapamicina (sirolimus, Figura 3, n°1), antibiético macrociclico de 31 membros,
produzido pela fermentacéo de uma cepa de Streptomyces hygroscopicus, isolada de amostras de solo
em Rapa Nui (llha de Pascoa), foi relatada pela primeira vez em 1975. Inicialmente, ela foi apresentada
com atividade antifungica, depois foi aprovada para uso como agente imunossupressor (Rapamune®),
em 1999 (SEHGAL, 2003). Embora tenha sido demonstrada atividade antitumoral, em 1984; apenas
apods os relatorios de identificacdo de “TOR” (‘alvo da rapamicina'), como alvo molecular em leveduras
em 1991, seguidos por mTOR, como o0 homologo mamifero, em 1994, é que levaram ao desenvolvimento
de uma ampla variedade de agentes anticancerigenos e outros agentes farmacolégicos a partir deste
produto (BJELOGRLIC; SRDIC; RADULOVIC, 2006; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014).
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Figura 3. Principais agentes quimioterapéuticos derivados de micro-organismos.
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As modificagbes quimicas na rapamicina produziram dois medicamentos anticancerigenos
clinicamente aprovados. O Everolimus (Afinitor®), que foi, inicialmente, aprovado como agente
imunossupressor em 2004, mas a aprovagdo foi concedida para o tratamento de canceres renais,
cerebrais, pancreaticos € mamarios em 2009, 2010, 2011 e 2012, respectivamente (MOTZER et al.,
2008; YAO et al., 2016). Também completou, recentemente, ensaios de fase Ill, para o tratamento de
linfoma difuso de grandes células B (NCT00790036), figado (NCT01035229) e cancer de estbmago
(NCT00879333) (National Institute of Health, 2015 — clinicaltrials.gov).

O Temsirolimus (Torisel®) foi o primeiro aprovado como tratamento para carcinoma renal em
2007; e, atualmente, esta em fase Il para o tratamento de varios carcinomas (MALIZZIA; HSU, 2008;
PATEL et al., 2016). Outro derivado de rapamicina, que € promissor no campo oncoldgico, trata-se do
ridaforolimus, que concluiu ensaios de fase Il para o tratamento de carcinomas de tecido mole e céncer
de osso (CHAWLA et al., 2012; COLOMBO et al., 2013; DEMETRI et al., 2013; OZA et al., 2015).

3.2.2.2 Epoxomicin

Um analogo sintético de epoxomicina é o carfilzomib (Figura 3, n°2), um peptideo a'p'-
epoxicetona isolado de uma cepa de actinomicetos, cujo mecanismo de agao € inibir proteassoma por
meio de ligagdo covalente, seletiva e estereoespecifica a subunidade 20S da proteassoma (KIM;
CREWS, 2013). Foi aprovado pela FDA, em 2012, para o tratamento de pacientes com mieloma muiltiplo
recidivante e refratario, que receberam tratamento prévio com bortezomib, talidomida ou lenalidomida.
Além disso, os ensaios de fase Il estdo em curso para o tratamento de outros tipos de cancer (REDIC,
2013; STEELE, 2013, THOMPSON, 2013; MUCHTAR; GERTZ; MAGEN, 2016).

3.2.2.3 Midostaurin

Midostaurin (Figura 3, n°3) € um derivado semissintético da estaurosporina, um alcaloide de
indolocarbazole isolado de Streptomyces staurosporeus. Seu mecanismo de a¢ao se da por inibicdo de
PKC e tirosino-quinase 3 Fms-relacionado (FIt3 [FLK2/STK1]) (PEMMARAJU et al., 2014). Este
composto completou um ensaio clinico de fase 1B em pacientes com LMA e sindrome mielodisplésica
de alto risco, com Flt3 de tipo selvagem ou variante e esta em desenvolvimento clinico de fase Ill para o
tratamento oral da LMA (FISCHER et al., 2010; GALLOGLY; LAZARUS, 2016).

Outros ensaios clinicos para o tratamento de pacientes com LMA, usando midostaurin, seja como
agente unico ou em combinagdo com azacitidina, bortezomib, citarabina, daunorubicina, decitabina e

acido trans-retinoico, estdo em andamento; e, ensaios clinicos de fase Ill, estdo sendo conduzidos para
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o tratamento de mastocitose sistémica agressiva ou leucemia de mastécitos (STONE et al., 2017; LEVIS,
2017). A designacéo de medicamento érfao para o tratamento de LMA foi atribuida 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 quimioterapéuticos derivados de plantas terrestres

Historicamente, as plantas foram e continuam sendo fontes primarias para descoberta de
farmacos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). E, na area oncoldgica, agentes derivados de plantas,
como vimblastina e vincristina, etoposido, paclitaxel, docetaxel, topotecano e irinotecano estdo entre os
quimioterapéuticos, atualmente, disponiveis mais eficazes contra o cancer (FRIDLENDER; KAPULNIK;
KOLTAI, 2015). No entanto, muitos destes fantasticos agentes esbarram nos problemas da baixa
solubilidade em meio aquoso e efeitos colaterais toxicos significativos (MATHUR; HOSKINS, 2017).
Assim, diversas pesquisas tém-se dedicado a reduzir o impacto desses fatores por meio do
desenvolvimento de inimeros analogos e pré-farmacos, além de métodos para aumentar a solubilidade
aquosa e direcionar estes agentes a tumores especificos (FASINU et al., 2011; JABIR et al., 2012;
GUNASEKARAN et al., 2014). A seguir, alguns dos principais agentes quimioterapéuticos (Figura 4),

derivados de plantas terrestres, seréo brevemente discutidos.
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Figura 4. Principais agentes quimioterapéuticos derivados de plantas terrestes.

n°® 1. Vimblastina A

n® 3. Paclitaxel

n® 5. Combretastatinas

HO n° 6. Homoharringtonine

n° 7. Ingenol-3-angelato
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3.2.3.1 Alcaloides da vinca

Os primeiros agentes derivados de plantas que avangaram para o uso clinico 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 varias
culturas para o tratamento da diabetes. E, enquanto estava sob investigagdo como fonte de potenciais
agentes hipoglicemiantes orais, observou-se que os extratos da planta reduziram a contagem de glébulos
brancos, causando depressao de medula dssea em ratos; e, posteriormente, também foi evidenciada
atividade contra leucemia linfocitica em camundongos (ALI et al., 2012). Estas evidéncias levaram ao
isolamento de VBN e VCN, como agentes ativos, cujo mecanismo de agéo é interromper os microtbulos,
causando a parada do ciclo celular em metafase; e, posteriormente, apoptose (HIMES et al., 1976;
MOUDI et al., 2013).

Os anélogos semissintéticos dos alcaloides da vinca efetivos que foram desenvolvidos incluem
vinorelbina e vindesina, sendo a mais recente, a vinflunina (NG, 2011), um analogo bifluorado de segunda
geracdo da vinorelbina. Estes agentes sao utilizados, principalmente, em combinagdo com outros
farmacos quimioterapéuticos contra uma variedade de canceres, incluindo leucemias, linfomas, cancer
testicular avangado, cancer de mama e pulméo 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 mandragora americana; e
Podophyllum emodi W. do subcontinente indiano tém uma longa histéria de uso medicinal, incluindo o
tratamento de cancer 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
clinicos de varias ligninas semelhantes & podofilotoxina falharam devido a falta de eficacia e inaceitavel
toxicidade. Pesquisas extensas, no entanto, levaram ao desenvolvimento do etoposido (Figura 4, n°2) e
teniposido como agentes clinicamente efetivos (GORDALIZA et al., 2000; DESBENE; GIORGI-
RENAULT, 2002).

Quanto ao mecanismo de agao, enquanto a podofilotoxina se liga de forma reversivel a tubulina,
0 etoposido e o teniposido inibem a topoisomerase I, induzindo a clivagem do DNA mediada pela
topoisomerase |l (GORDALIZA et al., 2000). O etoposido e o teniposido s&o utilizados no tratamento de
linfomas e canceres brénquicos e testiculares (DEMAIN; VAISHNAV, 2011; ALVARADO-LUNA;
MORALES-ESPINOSA, 2016).
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3.2.3.3 Taxanos

Outra aquisi¢ao ao arsenal de agentes quimioterapéuticos derivados de plantas sé&o os taxanos,
derivados de diterpenos, considerados uma das mais relevantes classes de drogas quimioterapicas em
uso clinico. Atualmente, os dois medicamentos mais clinicamente eficazes desta classe sdo paclitaxel
(Taxol®, Figura 4, n°3), originalmente isolado da casca do teixo do Pacifico, Taxus brevifolia Nutt.
(Taxaceae); e docetaxel (Taxotere®), um analogo semissintético desenvolvido a partir de 10-
deacetilbacatina Ill (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 “sustentavel” da droga (ZOCHER et al., 1996; LI et al., 2017). E
interessante pontuar que as folhas de T. baccata séo utilizadas, na medicina tradicional da india asiética
(Ayurvédica), com uso relatado no tratamento de "cancer" (YELNE et al., 2005). Quanto ao mecanismo
de agdo, os taxanos promovem a polimerizagdo de heterodimeros de tubulina para microtibulos,
suprimindo as mudancas dindmicas nos microtubulos, resultando em parada mitética (ABAL; ANDREU;
BARASOAIN, 2003). O paclitaxel é utilizado no tratamento de cancer de mama, ovario e pulmao de néo-
pequenas células. Também demonstra eficacia contra sarcoma de Kaposi; enquanto que o docetaxel &
usado principalmente no tratamento de cancer de mama e de pulmdo de nao-pequenas células
(MEKHAIL; MARKMAN, 2002; WEAVER, 2014).

A maioria dos analogos e novas formulagdes do Taxol® foram projetadas para tentar superar as
limitagdes clinicas do paclitaxel e do docetaxel, incluindo fraca solubilidade, reagbes alérgicas,
toxicidades dose-limitantes, como mielossupresséo ou neuropatia sensorial periférica. E, ainda, o
desenvolvimento da resisténcia ao farmaco devido ao transporte de efluxo mediado por glicoproteina P
(YARED; TKACZUK, 2012; MUGGIA; KUDLOWITZ, 2014).

O anélogo cabazitaxel (Jevtana®) foi aprovado para o tratamento do céncer de prostata
metastatico (em combinagdo com prednisona e/ou prednisolona) e esta em ensaios clinicos, seja como
agente unico ou em combinagao com outros agentes, para o tratamento de canceres, incluindo préstata,
bexiga, cérebro (glioblastoma multiforme), cancer de cabeca e pescogo, ovério, estbmago e urinario e
pulm&o de ndo-pequenas células (VILLANUEVA et al., 2011; ABIDI, 2013). Outros analogos estruturais
em varios estagios de desenvolvimento clinico incluem taxoprexina ou a conjugagao de acido docosa-
hexaenoico com paclitaxel (Protarga), um pré-farmaco de paclitaxel ligado, covalentemente, ao acido
graxo w-3, de ocorréncia natural, que permite a liberagéo 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 arvore ornamental chinesa
Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae). Estes fitoquimicos tém como mecanismo de agéo a ligagéo
ao complexo binario de topoisomerase I-DNA, resultando em um complexo ternario estavel, prevenindo,
assim, a religacéo de DNA, causando danos ao material genético, levando a célula a apoptose. Muitos
esforgos cientificos levaram ao desenvolvimento de derivados semissintéticos como topotecano,
irinotecano e belotecano, aprovados para uso clinico (LIU et al., 2000; PIZZOLATO; SALTZ, 2003;
SRIRAM et al., 2005).

As CPT e seus derivados s&o pouco soluveis em agua e solventes aprovados. A partir destes
problemas, houve o desenvolvimento de pré-farmacos macromoleculares e formulagbes a base de
nanomedicina com objetivo de melhorar a distribuigdo preferencial desses agentes em células e tecidos
neoplasicos (LIU et al., 2015). Estes avangos resultaram no desenvolvimento de produtos que exibem
eficacia melhorada e efeitos colaterais reduzidos. Por exemplo do composto CRLX101, um conjugado
de nanoparticula polimérica, composta por copolimero de ciclodextrina-polietilenoglicol, que apresenta
aumento de solubilidade cerca de 1000 vezes, em comparagdo com CPT, demonstrando, ainda,
resultados promissores de seguranca, farmacocinética e eficacia em um ensaio clinico inicial em
pacientes com neoplasia maligna avancada (SVENSON et al., 2011; CHAZIN et al., 2014).

3.2.3.5 Combretastatinas

As combretastatinas (CB, Figura 4, n°5) sdo uma familia de estilbenos, originalmente isolados
da casca da raiz de Combretum caffrum, também conhecida como Salgueiro de capim, no sul da Africa
(CIRLA; MANN, 2003). Estes fitoquimicos atuam como agentes disruptivos vasculares, interagindo
seletivamente com células endoteliais que revestem a vasculatura do tumor (PAN; CHAI; KINGHORN,
2012). Eles também produzem alteragbes no citoesqueleto de tubulina e remodelam o citoesqueleto de
actina, induzindo mudancga significativa na conformac&o tridimensional das células endoteliais imaturas.
E, ainda, interrompem o fluxo sanguineo dos capilares, desnutrindo o tumor, ocasionando a morte das
células tumorais. Cabe ressaltar que este mecanismo de acédo diferencia as combretastatinas de
inibidores de angiogénese, que sé@o projetados para agir prevenindo o crescimento de novos vasos
sanguineos (TOZER et al., 2002).

Algumas pro-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 designagao de medicamento 6rfao pela FDA para o tratamento de cancer
de tireoide anaplasico, cancer de tireoide medular e cancer de tireoide papilar ou folicular em estégio IV.

O CBA1DF demonstrou eficacia promissora no tratamento de pacientes com LMA recidivante e
refrataria e sindromes mielodisplasicas. Em 2012, recebeu a designacdo de medicamento 6rfao 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 arvore chinesa, Cephalotaxus
harringtonia var. drupacea (Cephalotaxaceae) (POWELL et al., 1970). A casca dos caules das espécies
de Cephalotaxus tem uma longa historia de uso na medicina tradicional chinesa para o tratamento de
varias doencas. E, em 1983, os pesquisadores chineses relataram citotoxicidade significativa da fragéo
total de alcaloides de Cephalotaxus fortunei Hook F (KANTARJIAN et al., 2001).

A mistura racémica de HHT ja tem sido utilizada, na China, para o tratamento de LMA e leucemia
mieloide crénica (LMC) (QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2008). Enquanto que HHT purificado
demonstrou eficacia contra varias leucemias, incluindo variagdes resistentes ao tratamento padréo, com
remissdo hematoldgica completa relatada em pacientes com LMC de fase cronica tardia (KANTARJIAN
et al., 2001; LUCAS et al., 2010). Como mecanismo de agéo, a HHT atua como um inibidor de proteina
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 vérias doengas de pele, incluindo cancer. Os estudos clinicos com partes
brutas de E. peplus, ainda na década de 1970, forneceram provas convincentes de sua eficacia. O
composto ativo, identificado a partir dela, é o ingenol-3-angelato (Figura 4, n°7), um diterpeno que
demonstrou agir por meio da ativagéo da proteina quinase C. Vérios relatérios de ensaios clinicos do
composto para o tratamento da queratose actinica foram publicados (SILLER et al., 2009; LEBWOHL et al.,
2012; GRAS, 2013); e, em 2012, foi aprovado como formulagéo de gel topico (Picato®) para essa indica¢éo
pela FDA.
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Este e tantos outros exemplos ressaltam a importancia dos diterpenos como ferramentas
terapéuticas (KUTTAN et al., 2011; HUANG et al., 2012). Mais de 250 diterpenos anticancerigenos 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 ja foram submetidos a ensaios clinicos, enquanto outros ainda
permanecem sob investigacdo em estudos néo clinicos (ISLAM, 2017). Considerando o impacto destes
compostos para a area oncologica, a seguir seréo discutidos, brevemente, os principais mecanismos de

acao antitumoral desempenhados pelos diterpenos.

3.3 Diterpenos: agentes promissores na oncologia

Os diterpenos compdem a estrutura quimica do esqueleto priméario de muitos compostos naturais
biologicamente importantes (HANSON, 2016). Estes produtos pertencem a classe de terpenos, com base
no esqueleto C20, composto por quatro unidades de isopreno (C5) originadas do mevalonato ou
desoxixilulose-fosfato (ndo-mevalonato). Mais de 3000 diterpenos foram explorados a partir da natureza,
embora apenas um pequeno numero deles seja reconhecido como clinicamente efetivo (ISLAM et al.,
2016; ISLAM, 2017).

De forma isolada ou presente em dleos essenciais, estes compostos alcangaram grande
destaque por seus efeitos biologicos, como atividades antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria,
antifingica, antiparasitaria, ansiolitica, antidepressiva, antiepiléptica, antiplaquetaria, antitumoral e anti-
hipertensiva (CARDENAS; 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 a pesquisa e desenvolvimento de
novas drogas, os diterpenos isolados tém potencial suficiente para serem utilizados no desenvolvimento
de novos medicamentos antitumorais (MILLER; NEILAN; SZE, 2008), ainda mais, se considerarmos seus

mecanismos de acéo a serem discutidos a seguir.
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3.3.1 Mecanismos antitumorais evidenciados em diterpenos

3.3.1.1 Indugéo de parada do ciclo celular, apoptose e autofagia

Em organismos multicelulares, a proliferacdo e morte celular devem ser reguladas a fim de
manter a homeostase dos tecidos (BITEAU; HOCHMUTH; JASPER, 2011). Muitas observagdes
sugeriram que esta regulacdo pode ser alcangada, em parte, pelo estreito controle dos processos de
progressao do ciclo celular e a morte celular programada (apoptose), por meio de varios fatores
combinados. Por outro lado, a autofagia esta, intimamente, associada & morte de células eucariéticas
por apoptose (EL-KHATTOUTI et al., 2013). De fato, em alguns casos, as mesmas proteinas controlam
a autofagia e a apoptose. Além disso, a sinalizagdo apoptética 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 s@o apreciaveis na terapia oncologica (FULDA, 2017).

O diterpeno de Euphorbia fischeriana, Jolkinolido B, induz morte celular por apoptose por meio
da via de sinalizagdo 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
regulacdo 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
ativagdo de proteinas pro-apoptéticas especificas em lisado celular de linfoma histiocitico U937 (FAIELLA
et al., 2012). O acido ent-caur-16-en-19-oico induziu aumento da expressdo de genes apoptdticos
(caspase-8 e caspase-3) e diminuiu a expressdo de genes antiapoptoticos (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 cancer pancreatico 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, indugao 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 cancer de pulméo 95D (GAO et al., 2015a). O estudo
de Burmistrova e colaboradores (2013) apresentou 30 diterpenoides que induziram morte celular
associada a liberagao de proteinas mitocondriais, incluindo o citocromo ¢, segundo ativador de caspases
derivado da mitocdndria (SMAC/DIABLO), AIF (fator indutor de apoptose), inibicdo da sinalizagéo de
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cinase regulada por sinal extracelular e ativagdo da via p38 MAPK em varias 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 indugdo de apoptose via ativagdo de caspase-9/3 e
inibicdo da sinalizag&o epitelial de transicdo mesenquimatosa em células de carcinoma hepatocelular
(Huh7 e HepG2) (KIM et al., 2015). Maiores informagdes sobre este composto seréo apresentadas a

posteriori.

3.3.1.2 Citotoxicidade

O efeito citotoxico em células tumorais € um objetivo primario de qualquer terapia oncoldgica,
que pode ser alcangada por uma ou diversas vias. Os diterpenoide labdanos (Hedycoronals A e B),
isolados do Hedychium coronarium, demonstraram efeitos citotoxicos em células endoteliais de corddo
umbilical humano (ZHAN et al., 2012). Por outro lado, os diterpenos com esqueleto de desidroabiétilo,
apresentaram citotoxicidade em células de hepatoma (SMMC-7721), cancer de pulm&o (A-549), glioma
(C-6) e adenocarcinoma de mama (MCF-7) (RAO et al., 2012). Quatro diterpenoides isolados de
Anopterus macleayanus apresentaram potentes efeitos citotoxicos em linhagens de cancer de préstata
humano (LNCaP C4-2B e DuCaP) e linhagens ndo malignas (BPH-1 e WPMY-1) (LEVRIER et al., 2015).
Além disso, os diterpenos de Casearia graveolens inibiram, fortemente, as células de cancer de mama
(MEESAKUL et al., 2016).

Seis rabdosinas isoladas de Rabdosia serra induziram efeito citotéxico em duas linhagens de
cancer humano (WANG; XUAN, 2016). Nao obstante, vibsanina X, isolada de Viburnum odoratissimum
exerceu efeito citotoxico significativo em diferentes linhagens tumorais (HL-60, SMMC-7721, A-5%,
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 citotéxicos em diferentes

linhagens tumorais.

3.3.1.3 Atividade antiproliferativa e inibi¢do de diferenciagdo

Geralmente, em células sadias, a proliferagao e a diferenciagéo celular demonstram uma relagéo
inversa, contrariamente ao observado em tumores, em que células imaturas séo rapida e anormalmente
submetidas a divisdo (RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016). Assim, compostos que exergam

efeitos sobre estes mecanismos podem ser ferramentas preciosas na terapia oncolégica. 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 macrociclicos de Euphorbia piscatoria demonstraram atividade
antiproliferativa em linhagens tumorais gastricas (EPG85-257), pancreaticas (EPP85-181) e de célon
(HT-29) (REIS et al., 2014). Os diterpenoides de Radix curcumae também inibiram, significativamente, a
proliferagao celular e induziram apoptose em células de adenocarcinoma de célon (SW620) por meio de
sinalizagdo 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 migragéo e
supressao de B-catenina, induzidas pelo diterpeno Penitrem A (SALLAM et al., 2013). Outros diterpenos
indutores de atividade antiproliferativa incluem o &cido pseudolarico B (YU et al., 2015), oridonina (YANG
et al., 2015), tanshinona (YAO et al., 2015), tanshinona IIA (ZHANG et al., 2016) e tonantzitiolona A e
seu enantibmero sintético (PFEFFER et al., 2016).

3.3.1.4 Atividade pré-oxidante

A sinalizacdo redox desempenha papéis importantes na regulagédo da morte e sobrevivéncia
celular em resposta a terapia oncologica. Modulando estas vias, as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERO’S/ERN’s), quando em excesso, induzem estresse oxidativo que, por sua vez,
desencadeiam (ISLAM et al., 2016c¢) varios processos celulares, resultando em inibi¢do da proliferagéo
celular ou morte celular por apoptose ou autofagia, como resultado de lesées em componentes celulares
(ZHANG et al., 2015). Além disso, a maioria das terapias oncoldgicas, especialmente a quimioterapia e
radioterapia, atuam por meio dos efeitos crénicos de ERO’s em células cancerigenas (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 produgao de ERQ’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 niveis de ERO’s e da fosforilagao 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 geragéo de
ERO'’s, em vias mitocondriais de células de cancer nasofaringeo humano (HNE1, resistentes a cisplatina)
(WANG et al., 2015a). Além disso, Huang e colaboradores (2015) sugeriram que cinco diterpenos
isolados de Cladiella hirsute reduziram a geracdo de ERQO’s, demonstrando efeitos anti-inflamatérios e

antiproliferativos em neutréfilos humanos normais.
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Em outro estudo, o ginkgolido B (do Ginkgo biloba) reduziu a geragdo de ERO’s induzida por
cisplatina, via reducao da expressdo 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 inibitério de INOS em
macréfagos RAW 264.7 (LV et al., 2015). Enquanto o derivado de tanshinona I, a dihidrotanshinona I,
induziu apoptose e autofagia dependentes de ERQO’s, em camundongos com xenoenxerto de cancer de
colon (WANG et al., 2015b).

3.3.1.5 Inibigdo de migragéo, invasdo e metastase

A migragao celular € um processo essencial no desenvolvimento e manutengao de organismos
multicelulares. Os erros que ocorrem durante este processo podem levar a algumas consequéncias
graves, incluindo a formagao de tumores e metastases. No entanto, as células podem migrar em resposta
a sinais externos especificos, incluindo fatores quimicos e mecénicos (GANGULY et al., 2012). Nesse
sentido, fitoquimicos podem ser utilizados como alvos terapéuticos. A Tanshinona IIA demonstrou inibir
a migragao celular de cancer gastrico por meio da diminui¢do da expressao proteica de NF-kB-p65, COX-
2 e metaloproteinases (MMP-2, 7 e 9) (SU, 2016). Outro estudo destacou que diterpenos cembranoides,
também inibiram a migracéo de linhagens tumorais humanas (WELFORD et al., 2016).

Por outro lado, a invasao celular esta relacionada a migracao celular, que define a capacidade
das células de se tornarem moveis e atravessarem a matriz extracelular, dentro de um tecido ou infiltrar-
se em tecidos vizinhos. As células cancerosas que se tornam invasivas sdo frequentemente
disseminadas para um sitio secundario, caracterizando o processo de metastase. O diterpenoide
excisanina A, isolada de Isodon macrocalyxin, inibiu 0 processo de invasao de células tumorais MDA-
MB-231 e SKBR3, via supressao de MMP-2 e MMP-9, bem como pela via de sinalizagdo de integrina
B1/FAK/PI3K/Akt/B-catenina (QIN et al., 2013). Além disso, o diterpenoide triptolido também inibiu a
migracao celular, invasao e metastase em linhagem de carcinoma bronquialveolar H358 (RENO; KIM;
RAZ, 2015).
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3.3.1.6 Atividade imunossupressora e quimiopreventiva

A imunossupress@o € um processo caracterizado pela redugdo na ativagdo ou eficacia do
sistema imunoldgico (SHELTON et al., 2016). No entanto, uma supresséo imune parcial, especialmente
no local do tumor, pode ser um alvo promissor da terapia oncolégica. O diterpeno subglutinol A, dos
subglutinantes de Fusarium, exibiu atividade imunossupressora em células MCF-7 (LIM et al., 2015).

Outro ponto que merece destaque esta relacionado ao cancer secundario, como consequéncia
comum do tratamento oncoldgico, especialmente radiacdo e quimioterapia. Os quimiopreventivos s&o 0s
agentes farmacoldgicos, sejam de origem natural ou néo, que inibem o desenvolvimento de cancer
invasivo, impedindo danos ao DNA ou bloqueando a progressao de células pré-malignas (TSAO et al.,
2004). O estudo de Kim e colaboradores (2012), sugeriu que o acido acantoico, isolado de Acanthopanax
koreanum, apresentava potencial terapéutico quimiopreventivo por via de sinaliza¢éo dependente de p38
(MAPK) em células leucémicas HL-60. Considerando as informacbes supracitadas acerca dos
diterpenos, pode-se observar que estes fitoquimicos atuam em mudltiplas vias celulares, em diferentes
linhagens tumorais, tanto de forma isolada, quanto sinergicamente ao serem combinados com
medicamentos ou drogas quimioterapicas. Esta pluralidade de efeitos orquestrados ressaltam a
importancia destas substancias no contexto oncoldgico. A seguir, um diterpenoide promissor nesta area

sera apresentado.

3.3.2 Fitol (FIT)

O FIT é amplamente distribuido 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 lacteos (SCHOUTEN et al., 2008). Em plantas, o
composto é sintetizado tanto por meio da via do acido mevalénico (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, C20H40), 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
ebulicdo entre 132-202°C, indice de refragao de 1.460-1.466, gravidade especifica de 0,850, presséo de
vapor <0,001 mmHg a 20°C e solubilidade em agua 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 6leo de milho,
demonstraram a presenca do composto em excretas/contetdo intestinal, linfa, CO2 expirado, urina e
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figado nas proporgdes de 43,9%, 33,1%, 3%, 1% e 0,6%, respectivamente, apds 24h da ingestao. Por
outro lado, cerca de 80% de FIT inalterado foi detectado no plasma de ratos apds 48h da administragéo
(MCGINTY; LETIZIA, 2010). O FIT é facilmente absorvido em intestino delgado e metabolizado a nivel
hepatico (BAXTER et al., 1967; GLOERICH et al., 2006). O importante metabdlico do FIT é o acido
fitdnico (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, figado, plasma, leite, carne e rimen de ruminantes
(HIDIROGLOU; JENKINS, 1972).

Diversas atividades farmacoldgicas foram atribuidas ao FIT (Figura 5), por exemplo, efeitos
neurofarmacoldgicos (antiepiléptico (COSTA et al, 2012), ansiolitico (COSTA et al., 2014),
antidepressivo (COSTA et al., 2011) e antinociceptivo (SANTOS et al., 2013), antioxidantes (COSTA et
al., 2016), anti-inflamatérios (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, prostata PC-3, cérvice
Hela, colon HT-29, pulm&o A-549 e melanoma Hs294T) e em célula normal (fibroblasto derivado de
pulméo MRC-5) (SONG; CHO, 2015; KIM et al., 2015).

Figura 5. Principais efeitos do diterpenoide FIT em modelos in vitro € in vivo.

Fitol

Antiparasitarios

Neurofarmacologicos

Citotoxico @
- Hipolipemiante e
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Imunomoduladores

Anti-inflamatorios

Antimutagénicos

Fonte: Adaptado de Islam e colaboradores (2015).
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O FIT também demonstrou inibir aromatase, enzima relacionada a tumorigénese mamaria,
endometrial e ovariana, destacando seu potencial como anticancerigeno (GUO et al., 2014b). Outro
estudo aponta efeito antimutagénico (120 mg/kg; via oral), especificamente pela via p38 (MAPK)
(KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI, 1993). Em Salmonella typhimurium (TA100), o diterpenoide foi
considerado ndo mutagénico em concentragdes de 0,1% a 5,0% (MCGINTY; LETIZIA, 2010). Efeito
antiteratogénico também foi atribuido ao fitoquimico (500 mg/kg; via oral), pela inibicdo de receptores
RAR e RXR (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002). Dados toxicolégicos agudos demonstraram que o FIT
é bem tolerado em roedores (CHOI et al., 1993; ATSHAVES et al., 2004). Para ratos albinos, a DLs foi
acima de 10 g. Por outro lado, o tratamento com FIT na dose de 250 mg/kg/dia, em ratos machos e
fémeas, induziu lesdes hepaticas, com alteragéo do cordao de hepatécitos e pequenas areas multifocais
de necrose, acompanhado de infiltragcdo de células inflamatorias (MCGINTY; LETIZIA, 2010).

As relevantes informacdes levadas em conjunto, ressaltam o potencial do FIT na pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Neste sentido, faz-se necessario a investigagéo
extensiva deste composto em diferentes abordagens, principalmente, estudos toxicologicos e

toxicogenéticos, a fim de que o FIT possa figurar como alternativa na terapia oncolégica.

3.4 Estudos toxicoldgicos e toxicogenéticos

“Todas as substéncias sdo venenos. Ndo ha nenhuma que n&o seja um veneno, mas a dose

certa, diferencia um veneno e um remédio” (Paracelso, Philippus von Hohenheim, 1493-1541).

A memoravel declaracdo de Paracelso, médico, alquimista e astrologo, frequentemente € citada
na area toxicologica e, ndo é de se surpreender, que ele seja amplamente considerado o pai da
toxicologia (DONALDSON; SEATON, 2012). A triagem toxicoldgica de novos compostos € essencial para
o desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns estudos dessa triagem, como testes néo clinicos em
varios sistemas bioldgicos regulamentados pela Organizagdo de Cooperagéo e de Desenvolvimento
Econbmico (OECD), revelam os efeitos toxicos especificos de um produto em investigagéo (FIELDEN;
KOLAJA, 2008; PARASURAMAN, 2011).

A exemplo dos testes toxicoldgicos, o teste de toxicidade aguda (OECD n°423, 2002) é realizado
para determinar o efeito de dose unica de um produto em uma determinada espécie animal,
preferencialmente roedores. O produto investigado é administrado em diferentes niveis de dose e o efeito
é observado durante 14 dias. Todas as mortes causadas pelo produto, durante o periodo experimental,

sdo registradas e as mudancas morfoldgicas, bioquimicas, patoldgicas e histolégicas nos animais mortos
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sdo investigadas. O teste de toxicidade aguda permite ainda determinar a dose letal 50% do produto em
investigacdo (DORATO; BUCKLEY, 2006).

Outro estudo relevante € o teste de toxicidade de dose repetida (OECD n°407, 2008), o qual é
realizado por um periodo minimo de 28 dias. O produto investigado é administrado diariamente durante
um determinado periodo por via oral. Normalmente, utiliza-se roedores de qualquer género e idade entre
5-6 semanas. Durante o periodo de investigagdo, parametros comportamentais e bioquimicos dos
animais s@o analisados e, ao final do estudo, os tecidos da maioria dos érgdos sdo removidos e as
alteragdes histologicas e imuno-histoquimicas séo registradas (HUGHES et al., 2011).

Por outro lado, a toxicogenética considera alteragdes estaveis e/ou hereditarias no genoma, que
sdo capazes de influenciar a susceptibilidade relativa de um individuo (ou grupo de individuos) aos efeitos
adversos a saude resultantes da exposigdo a um produto ou farmaco (RUSYN et al., 2010). Como a
maioria dos xenobibticos interferem com o genoma celular, os biomarcadores de efeito genotéxico podem
ser Uteis para determinar essa exposicdo (KANG et al., 2013). Singh e colaboradores (1988),
desenvolveram o ensaio cometa (ou eletroforese em gel de célula Unica) para avaliar o dano ao DNA.

O principio do ensaio cometa é que o DNA n&o fragmentado mantém uma estrutura bem
organizada no nucleo celular, mas esta organizagéo logo é interrompida, quando a célula esta danificada
(COLLINS, 2004). O score visual do cometa pode ser calculado com base em uma escala de cinco niveis:
0 a 4. Em uma célula categorizada no nivel 4, todo o DNA esta fragmentado na "cauda do cometa”,
significando que as células foram danificadas, enquanto que células de nivel 0, o DNA esta integro e
contido na "cabega 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 eucaridticas 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 € uma ferramenta util 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 séo utilizados para avaliar alteragdes na sequéncia e
estrutura do DNA, bem como aberragdes cromossémicas, incluindo duplicagdes, insergdes, inversdes e
translocagdes. Certos tipos de mutagdes resultam em carcinogénese (alteracdo em genes proto-
oncogenes e genes supressores de tumor) e, portanto, a determinagdo da mutagenicidade € essencial
no processo de desenvolvimento de farmacos (CANO et al., 2017). Exemplos destes experimentos
incluem o teste de micronucleos (DOHERTY, 2012; SABHARWAL et al., 2015).

A importancia de avaliar a quantidade de micronucleos (MN) produzida pela acdo de agentes
genotoxicos 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 sdo corpos extranucleares que contém fragmentos cromossémicos
danificados e/ou cromossomos inteiros, que ndo foram incorporados ao nucleo apds a divisao celular
(FENECH et al., 2011). Estes eventos podem ser induzidos por defeitos de reparagédo celular e
acumulagéo de danos ao DNA e aberragdes cromossémicas. Uma variedade de compostos genotdxicos
podem induzir a formagdo de MN, levando a morte celular, instabilidade gendmica, resultando em
carcinogénese (FENECH et al., 2016).
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Capitulo 1

Associagao do fitol com atividades toxica e citotdxica em uma perspectiva

antitumoral: uma meta-analise e revisao sistematica
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“Fitol: esquadrinhando seu potencial antitumoral” (Alencar, M.V.0.B.)
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Resumo

O fitol possui diversas atividades farmacoldgicas, como antimicrobiana, citotoxica, antitumoral,
antimutagénica, antiaterogénica, antidiabética, hipolipemiante, antiespasmodica, antiepiléptica,
antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatoria, ansiolitica, antidepressiva e imunoadjuante. Varios
estudos apontam para uma associagao do fitol com implicagdes para apoptose e necrose, a nivel celular,
em diferentes modelos tumorais, no entanto, essa relagdo ainda permanece mal compreendida. Para
esclarecer isso, realizamos uma meta-analise de estudos ndo-clinicos do fitol e sua associagdo com
toxicidade/citotoxicidade, enfatizando os mecanismos de indugao de apoptose e necrose, bem como sua
importancia na terapia oncolégica. Estudos relevantes foram pesquisados sistematicamente nos bancos
de dados PubMed e Web of Science. A associagao entre fitol e toxicidade/citotoxicidade foi avaliada por
odds ratio (OR) e 95% de intervalo de confianga (IC). Por fim, vinte e trés estudos foram incluidos na
meta-andlise. Uma associagéo 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 concentrag¢ées, induz
apoptose por varios mecanismos; enquanto que 40% dos estudos ex vivo apontaram que o fitol induz a
geracao de espécies reativas de oxigénio. Por outro lado, o fitol ndo age como um oxidante direto, ao
contrario do seu metabdlito acido fitanico. Além disso, 24% dos estudos in vivo também destacaram entre
0s mecanismos de apoptose, a expresséo de proteina Bcl2 ou mutagdes na proteina pro-apoptética Bax.
Destes supracitados, 8% também apontaram necrose e hepatotoxicidade. No entanto, em 24% dos
artigos, os mecanismos de toxicidade e citotoxicidade ainda ndo sdo bem elucidados. Este estudo
confirma que a associa¢do entre fitol e toxicidade/citotoxicidade depende da dose e/ou concentragao
utilizada nas condigdes experimentais fornecidas. Assim, ainda existem excelentes perspectivas para
novas pesquisas voltadas para o uso do fitol e seu metabdlito como agentes anticancerigenos.

Palavras-chave: fitol, toxicidade, citotoxicidade, apoptose, necrose.
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1 INTRODUGAO

O fitol, FIT, [(E,7R,11R)-3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l] é um diterpencide de cadeia
lateral longa (BLANKENSHIP, 2002; GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; ISLAM et
al., 2015), amplamente distribuido 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
atribuidas ao composto, por exemplo, imunoadjuvante (LIM et al., 2006), antimutagénica (KAGOURA;
MATSUI; MOROHASHI, 1993), antimicrobiana (INOUE, 2005), antiprotozoaria (BERO et al., 2013), anti-
inflamatoria (SILVA et al., 2014), antiaterogénica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antidiabética
(ELMAZAR, 2013), hipolipemiante (TAKAHASHI et al., 2002; PETER, 2014), antiespasmodica
(PONGPRAYOON et al., 1992), antiepiléptica (COSTA et al., 2012), antinociceptiva (SANTOS et al.,
2013), antidepressiva (COST et al., 2011), ansiolitica (COSTA et al., 2014) e antiteratogénica
(ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002).

O FIT também exibiu hepatotoxicidade em ratos, com indugdo 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 acido fitanico (AF), um metabdlito
do FIT, demonstrou induziu estresse oxidativo em cérebro de ratos e pode ser considerado um
complemento a outros agentes farmacoldgicos, possivelmente devido aos efeitos oxidativos,
evidenciados pela diminui¢do da concentragdo de GSH e reducgéo de citocromo ¢ (LEIPNITZ et al., 2010).
No entanto, ha algumas evidéncias sugerindo que o metabolito AF pode induzir cancer de préstata
(PRICE etal., 2010; WRIGHT et al., 2014), mas ainda néo sdo conclusivas (HELLGREN, 2014; KATARIA
etal., 2015). Os resultados de um estudo com ratos, indicaram que o FIT inibe a progress&o tumoral em
gldndulas mamarias (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 doengas autoimunes, afetando a
integridade gendmica e promovendo carcinogénese. Em células malignas, varios fatores ou
mecanismos, como as proteinas da familia Bcl2, mutagdes em proteinas pré-apoptoticas, processos de
autofagia, necrose e necroptose, erros de sinalizagdo nuclear, vias de proteassoma e mecanismos
epigenéticos estdo contribuindo para a resisténcia a apoptose (HASSAN et al., 2014; MOHAMMAD et
al., 2015).

Portanto, a inducdo de apoptose e inibicdo da proliferacdo celular, por diferentes mecanismos,
tém sido utilizadas para estudos de fitoquimicos com atividade antitumoral (BEEVI et al., 2010). Além
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desses aspectos, os fitoquimicos derivados de produtos naturais séo fontes promissoras para agentes
terapéuticos, especialmente na area oncoldgica (LIBRO et al., 2010). A terapia oncolégica avangou
muito, no entanto, o desenvolvimento de novas drogas ainda encontra grandes desafios, incluindo o fato
da heterogeneidade genética do cancer, que conduz a multiplas resisténcias (SAMADI et al., 2015).
Para fins de estudo, o termo citotoxicidade € definido como o estado toxico para as células,
enquanto a toxicidade é definida como o grau em que uma substancia toxica pode prejudicar uma célula
ou organismo. A presente revisdo tem como objetivo estabelecer uma associagédo entre FIT com suas
atividades tdxica e citotoxica em estudos in vivo, in vitro e ex vivo, bem como apontar alguns dos

principais mecanismos de agao que favorecem a inducao de apoptose e/ou necrose.

2 METODOLOGIA

A meta-andlise foi realizada conforme o guia pratico de meta-anélise para estudos n&o clinicos

de acordo com Sena e colaboradores (2015).

2.1 Estratégia de pesquisa

A revisdo sistematica da literatura foi realizada nos bancos de dados PubMed e Web of Science,
a partir de 1° de janeiro de 1966, até dezembro de 2016. As palavras-chave utilizadas para a pesquisa

bibliografica foram: [phytol] e [toxicity ou cytotoxicity ou antitumoral activity].

2.2 Critérios de inclusao e exclusao

Somente os estudos em lingua inglesa foram considerados nesta revisdo. Os estudos foram
incluidos quando atendiam aos seguintes critérios: (1) desenho do estudo in vivo, in vitro ou ex vivo; (2)
investigacao da correlagao entre fitol e toxicidade ou citotoxicidade; (3) presenga de tamanho da amostra

nos grupos teste e controle; (4) sugestdo de mecanismos que induzam apoptose e/ou necrose.
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2.3 Anélise estatistica

A forca da associagéo entre FIT com toxicidade e citotoxicidade foi avaliada por odds ratio (OR),
com 95% de intervalo de confianga (IC). Os dados foram agrupados em florest plot para correlagdes
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 aleatorios (ADES; HIGGINS, 2005). Por fim, foram
quantificadas as heterogeneidades entre os estudos por meio dos testes Q de Cochran e 12 de Higgins e
Thompson (2002). Todos os testes estatisticos 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 Identificagao dos estudos

As estratégias de selegao dos estudos e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 1.
Os 6 artigos com insuficiéncia de dados foram eliminados. Vinte e nove artigos foram acessados quanto

a elegibilidade. No total, 23 estudos foram qualificados e incluidos nesta meta-analise e correspondem a

5 in vivo e 18 estudos ex vivo e in vitro.

Figura 1. Estratégia de selecéo dos estudos.
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3.2 Associagao entre fitol e citotoxicidade em modelos in vitro e ex vivo

Houve associagao entre FIT e risco aumentado de citotoxicidade (OR: 1,81; 1C 95% = 1,12-2,65,
p<0,05, Mantel-Haenszel — modelo de efeitos aleatdrios). A citotoxicidade induzida por FIT em estudos
in vitro e ex vivo foi associada a uma alta concentragdo durante os tratamentos, sugerindo atividade
dose-dependente (Figura 2).

Figura 2. Forest plot da associagédo entre FIT e citotoxicidade em estudos in vitro e ex vivo.
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A analise estratificada do FIT em evidéncias 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).
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Em seguida, os mecanismos de ac¢do mais frequentes para o FIT, em estudos in vitro, foram
analisados (Figura 4), dos quais, a ativagéo dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
alfa (PPARa), correspondeu ao mais frequente (12%), semelhantemente para estudos in vivo, discutidos
adiante. Por outro lado, para os estudos ex vivo, 0 mecanismo mais frequente para o FIT foi a geragao

de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), induzindo citotoxicidade (40%) (Figura 5).
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Figura 4. Mecanismos de ag&o descritos para o FIT em estudos in vitro. A: remocéo de radical hidroxila; B: promover
respostas humorais efetivas e imune mediada por células. C: indugdo de depuracdo de bactérias. D: interferéncia com a
contragdo de células musculares lisas vasculares. E: estimulagdo da absor¢&o de glicose. F: ativagdo de PPARa. G: geragao
de espécies reativas de oxigénio. H: inibigdo de p38 MAPK. I: leséo tegumentar. J: aumento da AMACR (alfa-metilacil-CoA
racemase). K: indugdo de apoptose dependente de caspase. L: inibicdo de crescimento. M: indugéo de morte celular. N:
inibidor da GAPDH tripanossomiaca. O: indug&o de anormalidade mitocondrial e morte celular. P: inibigdo do efluxo
dependente de ATP. Q: nenhuma evidéncia clara do mecanismo envolvido. R: inibicdo de colinesterase. S: redugéo de
motilidade flagelar.
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Figura 5. Mecanismos de ag&o descritos para o FIT em estudos ex vivo. A: geragdo de espécies reativas de oxigénio. B:
ativagdo de PPARa. C: impacto na expresséo de CYP26 intestinal. D: produg&o reduzida de IFN-y, IL-4 e IL-10. E: redugéo
de radicais livres. F: inibidor metabdlico que interrompe a homeostase mitocondrial. G: estimulagéo da absorgéo de glicose.
H: liberagéo intracelular de Ca2*. I: indugéo de apoptose dependente de oOxido nitrico. J: distirbio de energia celular e
homeostase redox. K: redugao de ATP mitocondrial.
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3.3 Associagao entre FIT e toxicidade em estudos in vivo

O FIT demonstrou estar associado ao risco aumentado de toxicidade (OR: 1,47; 1C 95% = 0,86-
2,48, p<0,05, Mantel-Haenszel — modelo de efeitos aleatérios) (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 associagdo entre FIT e toxicidade em estudos in vivo.
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Posteriormente, os resultados da analise estratificada por atividade e mecanismo de agao
envolvidos foram acessados. As atividades mais frequentes entre os diferentes estudos in vivo foram a
toxicidade (16%), por avaliagdo da massa corporal e testes comportamentais, seguido de
imunoestimulante (12%), antiaterogénica (12%), hepatotoxica (12%), carcinogénica (12 %) e reguladora

de peroxissomos (12%) (Figura 7).
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Figura 7. Atividades do FIT em estudos in vivo.
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Além disso, em relagdo ao mecanismo descrito para o FIT, entre os diferentes estudos in vivo,

destaca-se a ativagao de PPAR (16%) (Figura 8), como o mais frequente.
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Figura 8. Mecanismos de ag&o descritos para o FIT em estudos in vivo. A: promogéo de respostas humorais efetivas e imune
mediada por células. B: modulag&o de resposta imune por efeitos apoptoticos/necréticos. C: inibigdo do metabolismo do acido
all-trans-retinoico. D: necrose hepatocelular. E: ativagdo de PPARa. F: indugdo de faléncia hepatica. G: ativagdo de receptores
nucleares e heterodimerizagdo de RXR. H: bradicardia e distdrbios da condugéo de impulso intraventricular. I: expresséo de
citocinas e fatores quimiotaticos. J: Diminui¢ao do volume tumoral. K: inibicdo do crescimento celular. L: nenhuma evidéncia
clara do mecanismo envolvido. M: inibicdo da permeabilidade vascular e expresséo de citocinas. N: modulagdo de
neurotransmissores. O: redugao nos niveis de IL-1B, TNF-a e estresse oxidativo. P: interagdo com o sistema GABAérgico.
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4 DISCUSSAO

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 hidrolise da clorofila, no intestino de animais ruminantes, que por
acao das enzimas alcool desidrogenase (ADH) e aldeido graxo desidrogenase (FALDH), transforma-se
em fitenal e acido fiténico, respectivamente. No entanto, o FIT pode ser reduzido ao dihidrofitol e, apos
a oxidagao na presenca de FALDH, sera convertido em fitanal. Finalmente, tanto o &cido fiténico, quanto

o fitanal, na presenca de ADH s&o oxidados para o AF (ISLAM et al., 2015) (Figura 9).

Figura 9. Biossintese de acido fitdnico. ADH: &lcool desidrogenase. FALDH: aldeido graxo desidrogenase. NAD+:
nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada. NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida. NADP+: nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidada. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida.
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Fonte: adaptado de Islam e colaboradores (2015).
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Os estudos in vitro, avaliados nesta meta-analise, apontaram varias atividades para fitol com
relevancia para estudos de citotoxicidade (24%) e atividade antimicrobiana (21%); bem como suas
propriedades antitumorais (6%) e carcinogénicas (3%). Os efeitos citotdxicos foram atribuidos a
mecanismos de geragédo de ERO'’s, ativacdo de PPAR e caspases, inibigdo de ATP e agéo antitumoral
por inducdo 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 ndo s&o bem compreendidos.
Estes mecanismos serdo discutidos mais adiante.

O estresse oxidativo e a apoptose sé@o mecanismos conhecidos para toxicidade, teratogénese e
mortalidade (KUPSCO; SCHLENK, 2015). A apoptose de células T € mediada por proteinas BH3 e Noxa,
que inibem a Mcl-1, podendo afetar a estabilidade entre essas proteinas e consequentemente, conduzir
a apoptose. O eixo Noxa/Mcl-1 regula a susceptibilidade a apoptose sob limitagéo de glicose na divisdo
de células T, o que destaca, a condugdo de morte celular independentemente da geragao de ERO’s ou
ativacéo do gene p38 e MAP quinase (WENSVEEN et al., 2011).

O FIT induz aumento na expresséo de PPAR dependente da atividade da luciferase, em células
HepG2 diretamente e, independentemente, o seu metabélito AF (GOTO et al., 2005; SCHONFELD:
REISER, 2016). O mecanismo de necrose hepatocelular induzida por AF pode estar relacionado ao
aumento de perdxido de hidrogénio, geragdo de ERO’s, producgao de intermediarios toxicos, como o
acido dicarboxilico, via indugdo de CYP4A, bem como alteragdo da fungdo mitocondrial e acumulo de
lipidios nas membranas (KOMEN et al., 2007). O relato de que a biossintese do colesterol atua como
ponto de verificagdo do ciclo celular, regulando a proliferagdo celular (SINGH et al., 2013), favorece
nossas observagdes e sugere um suposto mecanismo para os efeitos hipolipemiantes do FIT, associados
a reducdo da proliferagdo de células cancerigenas. O controle da biossintese de colesterol nas células
esta diretamente relacionado aos dominios de membranas (raft lipidicos), que orquestram diversos
eventos de sinalizagao no crescimento celular.

Em estudos in vitro, o FIT é um agente antioxidante, no entanto, pode desempenhar eventos pro-
oxidativos em células eucariéticas. Sendo um componente de 6leo essencial, a atividade do FIT depende
da sua concentragdo. Em baixas concentragdes € citoprotetor, enquanto que em maior concentragéo,
desempenha efeito citotoxico (ISLAM et al., 2016a). Facchini e colaboradores (2014) sugeriram que o
FIT (10-60 uM), diminui a atividade de SOD de forma concentragdo-dependente, exercendo efeito
citotdxico por meio do desequilibrio redox em células T98G e U87-MG. Além disso, em células KGN
(granulosa ovariana humana), o FIT (10 pg/mL) diminuiu a expressdo de aromatase pela inibigdo da
expressdo 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 citotoxica
(GYAWALI; IBRAHIM, 2014; SHAH; BOSCO; MIR, 2014). Por indugado de OHs, é possivel avaliar a
capacidade oxidante das substancias. Este mecanismo provavelmente pode ser sugerido para as
atividades antimicrobianas e citotoxicas do FIT (ISLAM et al., 2015). Por sinal, este diterpenoide (62,5
pg/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 indugdo de apoptose
(KOMIYA et al., 1999; HIBASAMI et al., 2002). Além disso, o estudo de Chikati (2013) sugeriu que o FIT
inibia, de forma concentragdo-dependente, o crescimento de células MDA MB 231, juntamente com um
efeito anti-invasivo. Outra evidéncia aponta que em células Huh7 e HepG2, o FIT (20-100 pM) exibiu
efeito antitumoral, por meio de indugéo de apoptose via ativagao de caspase-9/3 e inibi¢do de transicao
epithelial-mesenquimal (EMT) (KIM et al., 2015).

A apoptose induzida por FIT, em células de adenocarcinoma gastrico (AGS), foi observada pelo
aumento de células na fase mitdtica sub G1, regulagé@o negativa de Bcl-2, regulagdo positiva de Bax,
ativacdo de caspases-3/9, clivagem de PARP, despolarizacdo de membranas mitocondriais e indugéo
de autofagia. Além disso, o FIT pode induzir citotoxicidade por geragdo de ERO’s, bem como pelo
aumento da expressdo de p62 (SONG; CHO, 2015). Os mecanismos propostos que conduzem a

apoptose e necrose, a partir de evidéncias anteriores, estdo sumarizados na Figura 10.
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Figura 10. Resumo dos mecanismos propostos para indugéo de apoptose e necrose pelo FIT, a partir de diferentes estudos.
ERO: espécies reativas de oxigénio. PKC: proteina cinase C. NF-kB: fator nuclear kappa B. RTK: receptor tirosino cinase.
PI3K: fosfoinositideo 3-cinase. CKR: receptor relacionado a citocinas. TATs: transdutor de sinal e ativador de transcrigao.
BcL-xL: proteina linfoma de células B - extragrande. CYP-c: ciclofilina C. RIP-3: proteina de interagdo com receptor. MLKL:
proteina dominio cinase de linhagem mista. PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma. Bax: proteina X
associada a Bcl-2. ERK: cinases reguladas por sinal extracelular. JNK: cinases C-Jun N-terminal. MMPs: metaloproteinase
de matriz. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida. GPCR: receptores acoplados a proteina G.
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Diferentes fatores podem levar a apoptose no figado, incluindo alcool, virus, acidos biliares
toxicos, acidos graxos, drogas e respostas imunes por receptores de membrana, estresse oxidativo,
estresse do reticulo endoplasmético, permeabiliza¢éo lisossémica e disfuncdo mitocondrial (WANG,
2014). O AF inibe a histona desacetilase (Hdac2) e induz morte celular, com efeitos citotdxicos
associados a caspase-9, como observado em células neuronais (NAGAI, 2015). Também pode gerar
ERO'’s durante a B-oxidagao (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 autodestruicao de estruturas celulares como proteinas, lipidios e
DNA; isso reflete em citotoxicidade/genotoxicidade e disfungdo mitocondrial, bem como eventos
mutagénicos (ISLAM et al., 2016a).

Estudos in vitro revelaram que o AF pode induzir doengas peroxissomais € gerar estresse
oxidativo em regides cerebrais de ratos, sendo considerado neurotdxico (FERDINANDUSSE et al., 2008).
Além disso, induz acumulagdo de lipidios e citotoxicidade em estudos in vitro com fibroblastos
(ATSHAVES et al., 2002), o que pode ser explicado pela liberagao de acido dicarboxilico, um metabolito
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do AF, resultante da agéo de enzimas CYP4A (MACKIE et al., 2009). Entretanto, também pode aumentar

a a-oxidagao e levar ao estresse oxidativo com potencial para danificar o DNA (MACKIE et al., 2009). A

oxidagéo esta envolvida em varios tipos de canceres, assim como a proliferagdo peroxissémica, como

por exemplo, estando presente em hepatocarcinoma por meio do envolvimento da proteina PPARa

(YOUSSEF; BADR, 2011).

Os PPAR também sdo importantes para o tratamento de doengas metabdlicas, figurando como

fatores de riscos. Este grupo de biomoléculas séo fatores transcricionais presentes em trés isoformas,

PPAR-a e PPAR-y, envolvidos na regulagdo do metabolismo lipidico e homeostase da glicose e, PPAR-
B/d, que esta envolvido no efeito anti-inflamatério (GONZALEZ; SHAH, 2008; MONSALVE et al., 2013).

Estudos in vitro relataram atividades citotdxicas e antitumorais do FIT, as quais estdo sumarizadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos citotdxicos, anticancerigenos e antitumorais atribuidos ao FIT e AF in vitro.

Sistema Dose Resultado Referéncia
Citotoxicidade
Linhagens de glioblastoma ~ 10-60 yM Diminuiu a atividade de SOD (ICso: 21,32 uM). A Facchini et al. (2014)
citotoxicidade (30 uM) e o equilibrio redox
podem ser primordiais para indugdo de morte
nas células T98G e U87-MG, apds o tratamento.
Células T98G e U87-MG 10-60 M Diminuiu a atividade de SOD de forma Facchinietal. (2014)
concentragdo dependente, exercendo efeito
citotéxico por meio do de desequilibrio redox.
Células KGN (granulosa 10 pg/mL Redugdo da expressdo de aromatase em Guo etal. (2014)
ovariana) células KGN, bem como inibicdo de p38 MAPK
(ICs0: 1 pM).
Células de adenocarcinoma  0-200 uM/24 h  Atividade antiproliferativa:  autofagia com  Song et al. (2015)

géstrico humano (AGS) de tratamento  aumento da formag&o de vacuolos e agregados
GFP-LC3.
Células Molt 4B Indug&o de apoptose. Komiya et al. (1999)
Hibasami et al. (2002)
Astrécitos 50 mM O acido fitnico induziu morte celular por Schonfeld e Reiser
apoptose via mitocondrial. (2006)
Células N2A de 10uM Anormalidade mitocondrial induzida pelo &cido  Nagai (2015)
neuroblastoma de fitnico e morte celular por ativagéo de Hdac2,3.
camundongos
Células cerebrais de ratos 10-50 yM Estresse oxidativo induzido pelo acido fitanico. ~ Ferdinandusse et al.

(2008)

Fibroblastos de ratos

Actimulo de lipideos induzido pelo acido fitanico
e citotoxicidade.

Atshaves et al. (2002)

Atividade antitumoral e anticancerigena




Leucemia linfoide, células - Inibicdo do crescimento das células Molt 4B Komiya et al. (1999)

Molt 4B devido a indugéo de apoptose. Hibasami et al. (2002)
Pele de camundongos ICR 100 mg Fraca atividade carcinogénica. Kagoura, Matsui e
fémeas (topicamente; Morohashi (1993)

16 semanas)

Ratas fémeas Sprague- 0,5 a 7 pg/kg Inibicdo da progressdo tumoral induzida por LiSka et al. (2011)

Dawley (i.p.) por NMU em glandula mamaria, juntamente com

semana diminuig&o da carga e volume tumoral.
Linhagem tumoral de mama - Inibico dose-dependente (1 uM), juntamente  Chikati et al. (2013)
(MDA MB 231) com efeito anti-invasivo (2 pM).

Células Huh7 e HepG2 0,20,40,80e Atividade antitumoral por indugdo de apoptose Kim et al. (2015)
(hepatocarcinoma) 100 uM/24 h via caspase-9/3 e inibicdo da EMT em células
de tratamento  de carcinoma hepatocelular.

Legenda: i.p.: intraperitoneal; MAPK: proteinas quinases ativadas por mitdgenos; Hdac2,3: histona deacetilase; NMU: n-
metil-n-nitrosourea; EMT: transic&o epitélio-mesenquimal.

4.2 Mecanismos de toxicidade e citotoxicidade do FIT e AF em estudos in vivo

Esta meta-analise apontou que o FIT esta associado a atividades tdxicas in vitro e ex vivo, 0 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 ativacao de proteinas PPAR (16%), inducéo de apoptose (24%) e necrose
(8%), bem como a redugéo de interleucinas, por estresse oxidativo (4%). Estes mecanismos serdo
discutidos mais adiante.

Ha relato de toxicidade do FIT em estudo com camundongos (CHOWDHURY; GHOSH, 2012).
A toxicidade atribuida ao diterpenoide foi observada, de forma dose-dependente, na pele do animal
(GHANEIAN et al., 2015), e demonstrou induzir hepatotoxicidade com lesdes hepaticas, ruptura do
cordao hepatico e pequenas areas multifocais de necrose em hepatdcitos, com infiltragéo precoce de
células inflamatérias (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010). O FIT, presente na dieta dos animais, foi
associado a necrose hepatocelular e ao aumento das enzimas hepaticas (ALT e AST) (ISLAM et al.,
2016b). Em um estudo in vivo, o FIT (5, 50 e 300 mg/kg [v.0.]), administrado durante 7 dias em
camundongos, nao causou alteragdes significativas nos pardmetros bioquimicos e fisiopatoldgicos
(SAIKIA et al., 2010). No entanto, nas doses de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 ug/mL, o FIT (tempo-
dependente) demonstrou toxicidade consideravel em camundongos (GHANEIAN et al., 2015). Em outro
estudo, o diterpenoide (0,5 e 1,0% [v.0.]) administrado em camundongos C57BL/6NCR 129/SvJ, exibiu
hepatotoxicidade com necrose celular, onde as fémeas foram mais suscetiveis a ele, com uma expressao

hepatica inferior da proteina carreadora de esterois x (SCP-x) (MACKIE et al., 2009).
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Por outro lado, em ratos Sprague-Dawley machos, houve diminui¢do da atividade de ACMSD e
expressdo de mRNA, de forma dose-dependente, no figado e em hepatdcitos priméarios de ratos. A
expressdo de mRNA de ACO (um gene alvo de PPARa) 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
BALBI/c, reduziu (tempo-dependente) varias quimiocinas e citocinas (IL-6, MCP-1 e MIP-1), implicando
em mobilizagao e ativagao de neutréfilos e mondcitos, liberagdo de quimioatratores de células B, ativagao
de quimiocinas de células T (TCA), IL-4, IL-12 e TIMP-1, bem como aumento da expresséo 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 IgG2a, portanto, modulando a resposta
imune em células tumorais alvo em C57BI/6 e BALB/c. Além disso, tanto o FIT, como o AF (500 mg/kg
[v.0.]), reduziram o efeito teratogénico induzido por retinol em camundongos fémeas (ARNHOLD;
ELMAZAR; NAU, 2002). O FIT também reduziu estresse oxidativo e atenuou a resposta inflamatéria, por
meio da inibi¢do da migracéo de neutrdfilos e reducdo nos niveis de IL-1p, IL-4, IL-10, IL-17A e TNF-q,
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 disfungéo
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 ativagéo de
histona deacetilase (NAGAI, 2015). Além disso, verificou-se também aumento dos niveis de TBARS e
inducao de danos oxidativos em proteinas, tanto no cerebelo, quanto no cértex cerebral de ratos Wistar
machos, acompanhado de uma redugao significativa do conteudo de GSH (LEIPNITZ et al., 2010). No
entanto, o estudo de Nakanishi e colaboradores (2016), sugeriu que o AF, em camundongos, reduziu
significativamente os niveis de IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17A.

Curiosamente, o FIT (100 mg), quando aplicado topicamente durante 16 semanas na pele de
camundongos fémeas, induziu fraca atividade carcinogénica (KAGOURA; MATSUI;, MOROHASHI,
1993). Contrariamente, o diterpenoide (0,5 a 7 pg/kg (i.p./semana) inibiu a progressao tumoral, induzida
por n-metil-n-nitrosourea, juntamente com a diminui¢do da carga e do volume do tumor em gléndulas
mamarias 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 transcricdo, ativando receptores PPARa e induzir expressé@o de genes
que codificam enzimas do metabolismo de &cidos graxos, em peroxissomos e mitocdndrias. Nos estudos
com ratos, propde-se que ele possa aumentar a expressao de catalases e indugéo de hipertrofia
hepatocelular e necrose.

N&o obstante, em um estudo, o FIT apresentou atividade antiproliferativa, em que a morte de

células por autofagia foi caracterizada pelo aumento do nimero de organelas vacuolizadas e formagao
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de agregagdo GFP-LC3 (SONG et al., 2015). Como potente inibidor de aromatase, o FIT diminuiu a
expressao de aromatase em células da granulosa humana via inibicdo de p38 MAPK; este efeito pode
ser importante para a prevengao e tratamento de canceres dependentes de estrogénio (GOU et al.,
2014). Varios estudos in vivo com FIT e suas atividades toxica, citotoxica, imunomoduladora e

imunoestimulante est&o apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Atividades tdxica, citotoxica, imunomoduladora e imunoestimulante atribuidas ao FIT e AF em
estudos in vivo.

Sistema Dose Resultado Referéncia
Toxicidade
Camundongos (Swiss) 5, 50 e 300 mg/kg Alteragdes bioquimicas e fisiopatologicas. Saikia et al. (2010)
albinos (v.0.), durante 7
dias

Camundongos  (Swiss) - Hepatotoxicidade McGinty et al. (2010)
albinos
Camundongos  (Swiss) - Necrose hepatocelular e aumento das enzimas  Islam et al. (2016b)
albinos hepaticas (ALT e AST)
Camundongos (Swiss) 62,5, 125, 250, Toxicidade tempo-dependente Ghaneian et al. (2015)
albinos 500 e 1000 ug/mL
Citotoxicidade
Camundongos 0,5e1,0%(v.0.)  Necrose hepatocelular, padrdo incomum de Mackie et al. (2009)
C57BL/6NCR 129/SvJ lesdo hepatotoxica, maior susceptibilidade de

camundongos fémeas.

Ratos Sprague-Dawley 0,5%, 1% ou 2% Diminuicdo da atividade de ACMSD e Matsuda etal. (2013)
machos (v.0.), durante 7 expresséo de RNAm, de forma dose-
dias dependente em figado. Expressédo de RNAm de
ACO (gene alvo de PPARa) foi maior nos
grupos tratados com baixa dose de FIT.
Aumento do nivel de NAD no sangue por
supressao da expressdo de RNAm de ACMSD
no figado dos animais.

Atividade imunomoduladora e imunoestimulante

Camundongos BALB/c ~ 5-40 mglkg (i.p.) Mobilizagdo e ativagdo de neutrdfilos e  Aachoui et al. (2011a)
monocitos, liberagdo de quimioatratores BLC de
linfécitos B, quimiocinas TCA de linfécitos, IL-4,
IL-12 e TIMP-1, bem como expressdo
aumentada de genes NLRP, incluindo NLRP3.

Camundongos C57BI/6 5-40 mg/kg (i.p.)  Aumento da resposta de anticorpos IgG1 e Aachoui et al. (2011b)
e BALB/c IgG2a especificas; modulagdo da resposta

imune por meio de efeitos

apoptéticos/necréticos em células tumorais

alvo.

Camundongos 7,5, 25, 50 e 75 Atenuagéo da resposta inflamatéria por inibigdo  Silva et al. (2014)
mg/kg (v.0.) da migracdo de neutrdfilos causada pela
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reducgao nos niveis de IL-18 € TNF-a, bem como
estresse oxidativo.

Camundongos C57BL/6 3, 10 e 30 uM Redugéo significativa de IFN-y, IL-4 e IL-10, por  Nakanishi et al. (2016)
fémeas todas as substancias de teste e IL-17 por FIT e
AF.

Legenda: IL: interleucina; IFN: interferon; FIT: fitol; AF: acido fitanico; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; ACMSD: aminocarboximuconato semialdeido descarboxilase; NAD: niacina adenina dinucleotideo;
PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma; IgG: imunoglobulina; NLRP: proteina receptora tipo NOD.

5 CONCLUSAO

Este estudo apontou a associagao entre FIT e toxicidade/citotoxicidade, em estudos in vitro, ex
vivo e in vivo, bem como alguns dos possiveis mecanismos de importancia para a inducao de apoptose
elou necrose. Apesar das controvérsias quanto as doses e/ou concentragdes e via de administragéo,
observaram-se efeitos toxicos e citotdxicos em doses/concentragdes 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
relacdo a inducdo de apoptose, o FIT e AF podem afetar o equilibrio da proteina Bcl2, ativar o gene p38,
alterar a homeostase de Ca?*, induzir disfungdo mitocondrial, ativar caspases, alterar o potencial de
membrana, induzir a redugdo de interleucinas, inibir aromatase e induzir a geracdo de ERO’s. Os
mecanismos relatados para o FIT s&o importantes para a acdo antitumoral. Estudos avangados,
especialmente em células tumorais humanas e modelos animais, com diferentes tipos de cancer, sdo

necessarios para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas com fitol para terapias oncoldgicas.
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Perfil toxicogenético do fitol em ratos Wistar fémeas
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“Fitol no contexto toxicogenético: bom, ruim ou indiferente?”
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José Victor de Oliveira Santos, Méarcia Fernanda Correia Jardim Paz, Adriana Maria Viana Nunes,
Felipe Cavalcante Carneiro da Silva, Keylla da Conceigdo Machado, Sandra Maria Mendes de Moura

Dantas, Luciano da Silva Lopes, Jodo Marcelo de Castro e Sousa, Ana Amélia Melo Cavalcante

Artigo submetido ao periddito Mutation Research (ANEXO B)
QUALIS B1 - Biotecnologia

Resumo

O fitol € um diterpenoide imunoadjuvante, antimutagénico, ansiolitico, antimicrobiano, antiprotozoario,
anti-inflamatdrio, antioxidante, antiteratogénico, antidiabético, hipoglicemiante, antiespasmadico,
anticonvulsivante, antinociceptor e antidepressivo. Entretanto, seu perfil toxicolégico ndo esta bem
esclarecido. Este estudo objetivou a investigagéo toxicogenética do fitol. Para tanto, 45 ratos Wistar
albinos, fémeas, nao gestantes foram tratadas de forma aguda e subcronica com fitol (v.0.) nas doses
de 300 e 2000 mg/kg e 30, 60 e 90 mg/kg durante 14 dias e 28 dias, respectivamente. Foram realizadas
avaliagdes hipocratica, neurofarmacolégica, genotoxica em multiorgédos e mutagénica em medula, com
aplicagéo do ensaio cometa e teste de micronucleos. Os resultados demonstraram que a administragéo
aguda de fitol ndo produziu morte, com DLsp acima de 2000 mg/kg. Entretanto, alteracdes toxicologicas
(aumento do consumo de agua e micgéo), de patologia clinica (eritropenia, eosinofilia, neutrofilia e
linfopenia) e neurofarmacolégica (aumento de autolimpeza e reducdo da atividade locomotora,
especialmente nas maiores doses subcronicas) foram observadas dependendo do tratamento e das
doses testadas. Nao foram evidenciadas alteragdes histopatologicas hepaticas. Por outro lado, o fitol
induziu genotoxicidade em todos os tratamentos em células de medula dssea, figado, rim e sangue
periférico. N&o foi evidenciado atividade de reparo de danos em sangue periférico, bem como néo houve
indicios de mutagenicidade em medula 6ssea. Diversos mecanismos poderiam justificar os possiveis
efeitos toxicogenéticos observados no estudo. No entanto, os mecanismos oxidativos do fitol podem
estar implicados nos seus efeitos toxicoldgicos pelas alteragdes neurofarmacoldgicas e de instabilidade
genética. Os resultados desse estudo apontam para perspectivas do uso do fitol em doses oxidantes,
especialmente em formulagdes farmacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: fitol, toxicidade aguda, toxicidade subcrénica, ensaio cometa, teste de micronicleos.

129



1 INTRODUGAO

Diversos produtos naturais e seus derivados fitoquimicos, apresentam atividade farmacologica
e, tém sido fontes de agentes terapéuticos (DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Os 6leos essenciais, que
compreendem complexas misturas de terpenos, protegem as plantas de doengas, bem como apresentam
atividades farmacolégicas (WITTAYALAI et al., 2014; STAPPEN et al., 2015). Os terpenos sédo
sintetizados a partir de unidades de isopreno (C5), dentre eles os carotenoides (C40) que sao pigmentos
amarelos e vermelhos em plantas. A clorofila € um pigmento verde, composto de anel clorina com uma
longa cadeia lateral, apresentando o diterpenoide fitol (C20) (GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-
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 6leo essencial, com diversos efeitos bioldgicos como imunoadjuvante (LIM et
al., 2006), antimutagénico (KAGOURA et al., 1993), ansiolitico (COSTA et al., 2014), antimicrobiano
(INOUE et al., 2005; MORAES et al., 2014), antiprotozoario (BERO et al., 2014), anti-inflamatério (SILVA
et al., 2014), antioxidante (PEJIN et al., 2014; ISLAM et al., 2015; ISLAM et al., 2016a), antiteratogénico
(ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antidiabético (ELMAZAR et al., 2013), hipoglicemiante (PETER,
2014), antiespasmodico (PONGPRAYOON et al., 1992), anticonvulsivante (COSTA et al., 2012),
antinociceptor (SANTOS et al., 2013), antidepressivo (COSTA et al., 2011) e anticancer (GUO et al.,
2014). Em virtude de sua cadeia quimica possuir carater lipofilico, o FIT pode interagir com membranas
celulares, assim como outras substancias lipofilicas e metabélitos de importancia como agente
terapéutico e/ou protétipo no desenvolvimento de farmacos, a exemplo de outros dleos essenciais
(MALLA; GAUCHAN; CHHETRI, 2015).

Entretanto, estudos toxicoldgicos ndo clinicos e clinicos de candidatos a farmacos séo requeridos
por agéncias reguladoras e pela industria farmacéutica, a fim de avaliar os limites de toxicidade em
animais e humanos para prevengao de riscos (VILLAIN et al., 2016; WARHEIT; BROWN; DONNER,
2015). Os estudos toxicoldgicos nao clinicos séo regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (2013) em analises de toxicidade de dose unica (aguda), toxicidade de doses
repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade. A genotoxicidade
induzida por agentes quimicos e/ou fisicos, que interagem com o0 DNA, bem como por outros caminhos
celulares, pode ocasionar adutos, quebras de fitas, mutacdes de ponto e alteragdes estruturais e
numéricas aos cromossomos que podem ser associadas a carcinogenicidade (BAUMSTARK-KHAN;
HELLWEG; REITZ, 2010; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

Diversos estudos também apontam que os testes para detecgao de genotoxicidade apresentam
correlagdes positivas para carcinogenicidade. O ensaio cometa e teste de micronucleos sdo indicados
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na avaliagdo de genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente de forma associada (KANG et al.,
2013), considerando que os danos ao DNA s&o criticos para sobrevivéncia celular, pois alguns danos
n&o sdo 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 (fémeas), por meio da aplica¢do de testes comportamentais,
dosagens enzimaticas, analises hematoldgica e histopatologica, bem como o estudo da genotoxicidade,
reparo de DNA e riscos de mutagenicidade, buscando correlagbes entre os biomarcadores

toxicogenéticos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e quimicos

O FIT e todos os outros produtos quimicos e reagentes necessarios para a realizagdo 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 Sddio. 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 Condugdo de Estudos Nao Clinicos de Seguranga necessarios ao
desenvolvimento de Medicamentos (ANVISA, 2013), bem como os protocolos OECD n° 423 e 407.

2.2 Animais experimentais

Rattus norvegicus fémeas (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 (periodo claro de 6h — 18h), com livre acesso a agua e ragao (Purina®). Os
animais permaneceram em aclimatacao durante sete dias antes do inicio dos experimentos. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: controle (agua destilada, v.0.), fitol (300 e 2000 mg/kg, v.o.,
tratamento agudo e 30, 60 e 90 mg/kg, v.o0., tratamento com doses repetidas). A quantidade de animais
foi estabelecida de acordo com o guia para condugao de estudo de toxicidade aguda e de doses repetidas
via oral, da Organizag&o para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD n°423, 2001 e OECD
n°® 407, 2008, respectivamente). Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Piaui (#004/15, ANEXO C).
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2.3 Administracao de FIT e triagem toxicoldgica

Ap0s jejum noturno, os animais em exposicao 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 (agua destilada, v.0.) e avaliados durante 0 mesmo periodo. Os animais em
exposi¢ao subcronica (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 (&gua destilada, v.0.), sendo acompanhado durante 0 mesmo periodo. Os grupos de animais
foram, frequentemente, observados em 30 min, 1h, 2h, 4h e 8h ap6s administracdo, para analise
hipocratica. Durante este periodo, foi realizada a triagem da atividade geral do animal, tremor vocal,
irritabilidade, resposta de forga, aderéncia da cauda, contor¢éo, tonus corporal, forca no agarramento,
coordenagdo negativa, reflexo corneal, tremores, convulsao, hipnose, ptose (inclinagdo ou queda da
palpebra superior), mic¢do, defecacédo, piloere¢do (eregao involuntaria ou erigamento dos pelos),
respiragdo e mortalidade. No primeiro dia, apés 30 min de administragéo de FIT, os animais foram
submetidos a testes comportamentais de campo aberto (CA), durante 5 minutos; seguido por um teste
de rotacéo (RR: rota rod), durante 3 min, considerando um intervalo de 5 min entre estes dois testes.
Tanto 0 CA como o RR foram repetidos no 7° e 14° dia de tratamento (grupo de exposicdo aguda), bem
como no 7°, 14° 21° e 28° dia de tratamento (grupo de exposigéo subcrdnica). As amostras de sangue
periférico foram colhidas mediante pequenas incisdes na cauda dos animais. O cronograma de coleta de
sangue e a metodologia geral foram discutidos na secéo de testes genotdxicos e mutagénicos. Apos o
periodo de observagao, os animais foram sacrificados e amostras de tecido e érgaos foram coletadas

conforme discutido na se¢éo de procedimentos experimentais.
2.4 Procedimentos experimentais
2.4.1 Habitos gerais
O peso corporal, consumo de agua e alimentos, defecagdo e a micgao foram observados a cada
dia, apds administragéo. Durante esse periodo, as atividades gerais dos animais e 0 nimero de mortes

foram observados. Além disso, a gaiola de ago inoxidavel, para cada animal, foi higienizada com &gua

de torneira, seguido por assepsia com solugéo de alcool 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 acrilico (paredes transparentes
e piso preto (didmetro de 100 x 30 cm de altura), dividido em nove quadrados de iguais dimensdes, com
um disco central de 33 cm de didmetro (ARCHER, 1973). Os ratos foram divididos, aleatoriamente, em
3 grupos (n = 5 animais) para avaliagdo de toxicidade com doses repetidas (FIT 30, 60 e 90 mg/kg, v.0.);
e 2 grupos (n = 3 animais) para avaliagéo de toxicidade aguda (FIT 300 e 2000 mg/kg, v.0.). Ambos 0s
regimes de avaliagdo toxicoldgica foram acompanhados de grupos tratados com veiculo (0,05% de
Tween 80 dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sédio, v.0.). Apds 30 minutos e 1h de cada aplicagéo, cada
animal foi colocado, individualmente, no aparato e o nimero de cruzamentos com as quatro patas pelas
divisdes do aparato (atividade locomotora esponténea), frequéncia do comportamento de autolimpeza e
nimero de levantamentos das patas dianteiras, sem apoiar-se nas paredes do aparato, foram
computados. Apds cada avaliagao individual, o equipamento foi lavado com agua e sab&o, seguido de

assepsia com alcool 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 avaliagdo da coordenagdo motora e relaxamento
muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, apds 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 cilindrica de ago inoxidavel, com 25 mm de didametro, a uma velocidade de rotagao de 17
rpm/min durante um periodo de 3 min. O tempo de permanéncia na barra em segundos (TP) e 0 numero
de quedas (NQ) foram mensurados trés vezes (MACHADO et al., 2015). O rota rod também foi repetido

a cada sete dias durante os tratamentos.

2.4.4 Eutanasia e coleta dos 6rgéos

Os animais foram sacrificados no 14° dia (toxicidade aguda); e 28° dia de tratamento (toxicidade
doses repetidas) por sobredose de solugdo anestésica (pentobarbital sédico + xilazina [1:1], i.p.). O
cérebro, coracado, pulmao, figado, bago e rim foram, imediatamente, separados numa caixa de gelo. Os
érgéos foram lavados com solugéo tampéo fosfato-salino (PBS, pH 7.4), pesados e conservados em

solugéo de formalina a 10%, até o inicio da analise histopatoldgica.
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2.4.5 Andlises bioquimica, hematologica, histopatoldgica e urinaria

Para a analise bioquimica, o sangue do coragao foi colhido logo ap6s eutanasia dos animais e
foi centrifugado a 4000 x g durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma analise bioquimica
automatica utilizando aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest® para os parametros: glicose,
ureia, creatinina, acido urico, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Na
avaliagdo hematoldgica, o numero de eritrocitos, teor de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram determinados como séries vermelhas. Enquanto que o numero de leucécitos, neutrofilos,
linfocitos, eosindfilos e mondcitos em séries brancas e plaquetas. A analise foi realizada em aparelho
hematolégico automatico (Advia 120/Hematology Siemens). Para a analise histopatoldgica, o0s
fragmentos de drgaos (cérebro, figado e rim) foram fixados em formaldeido a 3,5% em tampao fosfato
(pH 7.6), adicionado solugéo de sacarose a 1% e armazenados durante 12h a 4°C até a sua utilizag&o.
A fixacao foi processada durante 20 h, seguida por desidratagao das pegas em dilui¢des crescentes de
etanol/agua (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 uM) em microtomo e as secgdes distendidas em laminas, de modo a serem
submetidas a bateria de coloragdo. As sec¢des distendidas foram desparafinizadas em trés banhos
sucessivos de xileno PA e desidratadas em diluicbes decrescentes de etanol, conforme supracitado. Em
seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) e finalmente,
apés lavagem e secagem, as laminas foram cobertas por laminulas com auxilio de balsamo do Canada.
A analise de urina foi realizada a cada sete dias durante os tratamentos, utilizando kits comerciais
Labtest®. Nesta analise foram determinados os seguintes parametros: bilirrubina, urobilirrubina, cetonas,

acido ascdrbico, glicose, proteina, sangue, pH, nitrito, leucdcitos e gravidade especifica.

2.4.6 Ensaio cometa em diferentes tecidos

A versé&o alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Hartmann (2005).
Para avaliagao genotdxica do tratamento agudo, aliquotas de 10 pL de sangue periférico caudal de ratos
fémeas foram coletadas nos periodos de 0, 24 e 72h, 7° e 14° dia de tratamento e submetidas ao ensaio
cometa. Para a analise genotdxica do tratamento subcrdnico, aliquotas de 10 uL de homogenato celular
de medula dssea, rim, figado e sangue periférico foram coletadas apds 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 L) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. As
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laminas foram mergulhadas em solugéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com
adicdo de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as
laminas foram incubadas em tampéo 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 Iaminas foram neutralizadas com tampéo Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas
com solugéo de prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos
(FD). O ID foi calculado por meio da formula: ID = Z (niumero de células em determinada classe de dano
X classe de dano), que variou de 0 a 400. E FD pela seguinte formula: FD = 100 — n°® de células classe
0. Para o tratamento agudo, a medula éssea foi colhida apenas no 14° dia (apds eutanésia dos animais).
Enquanto que para o tratamento com doses repetidas, o ensaio cometa foi realizado apenas no 28° dia
de tratamento (ap6s eutanasia dos animais), utilizando células nucleadas de sangue periférico, figado,
rim e medula 6ssea. A medula 6sses foi coletada da epifese com soro bovino fetal, centrifugada a 1500
rpm. Apos a coleta do figado e do rim, os 6rgdo foram macerados em PBS, centriguados e submetidos

ao procedimento supracitado.

2.4.7 Avaliagdo ex vivo de danos oxidativos do FIT em linfocitos de ratos fémeas

Neste experimento, aliquotas de 10 uL de sangue periférico caudal de ratos fémeas foram
misturados com uma fina camada de agarose low melting point 0,75% (90 uL) e colocadas sobre laminas
pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. Em seguida, as laminas foram expostas ex vivo ao FIT (4,72,
7,08 e 14,16 mM), isoladamente e em co-tratamento com H202 (10 mM), por 5 minutos. As concentragdes
do FIT foram determinadas de acordo com estudo anterior (ISLAM et al., 2017). Depois, as laminas foram
mergulhadas em solug&o de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adi¢éo de 1%
Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por 5 minutos, a 4°C. Ap6s este procedimento, procedeu-

se a continuagao do ensaio cometa, conforme supracitado.

2.4.8 Teste de micronucleos em medula 6ssea

O teste foi realizado de acordo com Moraes e colaboradores (2016). Resumidamente,
componentes de medula dssea foram colhidos e misturados com 0,3 mL de soro fetal bovino e
espalhados em I&minas. Os esfregacos foram secos durante 30 min a temperatura ambiente e fixados
em metanol durante 10 min. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa (Merck) em tamp&o
fosfato 0,2 M (pH 5,8). A contagem de micronucleos em 2000 eritrocitos policromaticos foi realizada por
fotomicrografia com aumento de 1000X em microscépio 6ptico.
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2.4.9 Analise estatistica

A fim de determinar as diferengas entre os tratamentos, dados expressos como a média + desvio
padrao foram comparados por analise de variancia (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 Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em duplicata, a partir de avaliagbes
bioldgicas independentes. Para realizar a associagdo entre os parametros avaliados, utilizou-se o teste

de correlagéo linear de Pearson.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagao toxicolégica

Nenhuma morte foi observada apos administragdo de FIT. Portanto, para ratos fémeas nao
gestantes, a DLso pode estar acima da dose de 2000 mg/kg. Apenas no grupo tratado com 2000 mg/kg
foi observado presencga de straub nos primeiros 30 minutos da analise hipocratica. Os tratamentos com
FIT 300 e 2000 mg/kg n&o interferiram no aumento do peso corporal em relagéo ao controle negativo.
Entretanto, na dose de 90 mg/kg induziu reducdo do ganho de peso e consumo de ragéo em relagao as
demais doses do FIT. Por outro lado, verificou-se aumento do consumo de agua e micgéo do tratamento
subcrénico em comparagdo com o grupo controle (Tabela 1). Entretanto, ndo houve alteragdes para

defecagdo nos tratamentos em relagdo ao controle.
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Tabela 1. Perfil de racdo diaria apds administracdo aguda e subcronica de fitol em ratos Wistar.
Administracao oral aguda (14 dias) de fitol

Pardmetros
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 ragao (g) 24511423 21,6117,72 22,01 £ 4,41
Consumo de agua (mL) 39,70 + 5,51 38,60 + 4,33 33,61 + 8,61
Micgao (mL) 9,20 + 1,82 8,30 £ 5,32 8,60 + 1,83
Defecagéo (g) 591042 510+ 2,33 5,00+ 0,72
Administracao oral subcrdnica (28 dias) de fitol
Parametros
Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg
Ganho de massa (g) 23,7132 26,6 + 3,82cd 21,0+45d 16,0172
Consumo de ragéo (g) 245+42 30,0 + 6,4acd 26,5+ 6,24 21,769
Consumo de agua (mL) 39,7+£125 52,7+ 21,22 57,1+ 20,5 60,0 + 25,42
Micgao (mL) 82+18 18,6 £ 8,82 13,5+ 6,62 14,3+74a
Defecacgéo (g) 48+0,3 74114 6,1+1,0 6,0+1,1

Valores representam a média + desvio padréo (n = 3/5); FIT: fitol; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30°, FIT 60¢
e FIT 90¢ (ANOVA, duas vias, pos-teste de Tukey).

3.2 Analise comportamental (neurofarmacolégica)

Os dados obtidos no campo aberto e rota rod para tratamento agudo e subcrénico estdo
apresentados na Tabela 2. O FIT (300 e 2000 mg/kg) induziu aumento (p<0,05) no numero de
cruzamentos e autolimpeza durante o 1° dia de tratamento, comparado ao grupo controle. Ja 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 1°, 7° e 14° dia de tratamento agudo. O grupo tratado com FIT
300 mg/kg, no 1° dia, também demonstrou resultado semelhante ao grupo controle. No entanto, foi
observado aumento do numero de quedas no grupo tratado com 300 mg/kg para o 14° dia. J& a dose de
2000 mg/kg induziu redugdo do tempo de permanéncia na barra giratéria e aumento do nimero de

quedas durante o 7° e 14° dias.
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Tabela 2. Perfil comportamental e locomotor ap6s administragdo aguda e subcrénica de fitol em ratos

Wistar.
Administracao oral aguda (14 dias) de fitol
Grupos e dias de tratamento Campo aberto Rota rod
Cruzamento  Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ
1° dia 8,6 £1,1 1,3+0,5 46+15 180+ 0,0 0,0£0,0
Controle 7°dia | 10,010 2605 4605 180 £0,0 0,00,
14° dia 86+05 36+£05 43+05 180+ 0,0 0,0£0,0
FIT 1° dia 16,0 £7,22 46+1,52 43+0,5 180+ 0,0 0,0£0,0
300 7° dia 15,3£3,0 46+0,5 3605 176,0 £ 3,6 0605
ma/kg
14° dia 13,055 43+0,5 36+05 171,045 1,0+1,00
FIT 1° dia 16,6 £ 3,02 6,3+1,52 43+20 179,3+1,2 03+£05
2000 7° dia 16,0 £ 2,6 3615 36+£15 1717 £ 2,12 1,3+0,5
ma/kg
14° dia 10,0£1,0 43+1,1 43+1,1 165,3 £ 4,92 1,6 £0,5
Administragao oral subcrdnica (28 dias) de fitol
Grupos e dias de tratamento Campo aberto Rota rod
Cruzamentos Autolimpeza Levantamentos TP (s) NQ
1° dia 27973 46+1,1 9005 180,0 £ 0,0 0,0£0,0
7° dia 26,253 5007 10,0+0,5 180,0 £ 0,0 0,0£0,0
Controle 14°dia | 28,6+0,5 4007 11,0£35 1746 £25 02+05
21°dia | 272+33 4605 9005 1752+ 3,5 02+05
28°dia | 266+35 4007 10,0+25 175,0£ 5,6 0608
1° dia 28,8+3,6 48+16 10,616 180,0 £ 0,0 0,0£0,0
7° dia 26,6 3,2 5618 10,2 £ 2,1 180,0 £ 0,0 0,0£0,0
30 Ir:rln-gl;/kg 14°dia | 27,664 6,0+18 10,0+2,0 178,6 £ 3,1 0204
21°dia | 238+49 56+1,1 8,0%1,1 177,0 £ 41 04+£05
28°dia | 2522+4,6 6,2+0,8 84+08 175075 06+08
1° dia 31,461 8,8 £ 1,9 10,2+1,4 180,0+0,0 0,0£0,0
7° dia 30,2+5,1 7,4 £2,08 96+20 180,0£0,0 0,0£0,0
5 ;';/kg 1odia | 324+34  86+12%  94+20 1786 + 3.1 0204
21°dia | 29,831 7,8 £0,82 86+15 1754 £43 06+05
28°dia | 25223 8,8 £ 1,3 94+24 174,0+6,6 08+08
1° dia 296+24 8,4 £1,1ab 92+17 180,0 £0,0 0,0£0,0
7° dia 29,8 3,1 7,6+1,12b 10,8+1,3 180,0£0,0 0,0£0,0
% Eg/kg 14odia | 200£57  86+16%  98+13 17,0 + 4,1 0405
21°dia | 27,8125 7,6+1,12b 10,0+ 2,0 1750+ 4,6 06+05
28°dia | 25,048 8,0 £ 1,5% 78+£20 164,6 £ 6,0abc 1,2+ 0,8abc

Valores representam a média + desvio padrdo (n = 3/5); FIT: fitol; TP: tempo de permanéncia; NQ: niumero de quedas;
p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30°, FIT 60 e FIT 904 no respectivo dia (ANOVA, duas vias, pos-teste de

Tukey).

Os animais tratados de forma subcrdnica exibiram comportamentos de cruzamentos e
levantamentos de forma similar ao controle negativo. Para o comportamento de autolimpeza néo foi
observado alteracdes 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 nimero de autolimpeza em relagdo 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 subcrénico,
ndo demonstrou alterages no tempo de permanéncia e numero de quedas dos animais na barra

giratoria, exceto para o 28° dia na dose de 90 mg/kg, comparado ao controle negativo.

3.3 Avaliagao do perfil hematolégico

Os animais tratados de forma aguda (300 e 2000 mg/kg) e subcrdnica (30, 60 e 90 mg/kg)
exibiram neutrofilia e eosinofilia, comparado ao grupo controle. O tratamento subcronico com doses
repetidas de FIT também induziu redugdo na quantidade de hemacias na dose de 90 mg/kg e linfocitos,

em todas as doses, comparado ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros hematoldgicos apds administracdo aguda e subcronica de fitol em ratos Wistar.

Administracao oral aguda (14 dias) de fitol

Parametros Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg
Série vermelha
HEM (10'2/L) 6603 527+0,2 6,18+0,8
HGB (g/dL) 11,3+0,2 9,75+0,2 10,2+ 0,6
HTC (%) 382+0,7 356+4,5 338+27
VCM (fL) 52,7+04 530+0,5 542+29
HCM (pg) 175+0,3 153117 16,6 + 3,1
CHCM (g/dL) 31,1£05 29816 30,7+2,3
Série branca
Leucdcitos (p/mm3) 1,235 430 1,300 + 264 1,450 £ 858
Neutrofilos (109/L) 26+3.2 35+09,22 42 + 6,12
Linfocitos (109/L) 702+22 60,2+9,0 50,525
Eosindfilos (109/L) 0,45+0,3 1,23+ 0,4a 1,25 £ 0,52
Mondcitos (109/L) 2006 2000 2505
Outros
Plaquetas (109L) 5235+ 16,5 485,2 £ 35,1 4896 £ 29,4
Administragao oral subcronica (28 dias) de fitol
Parametros Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg
Série Vermelha
HEM (1012/L) 6603 6,1+04 54%0,2 4,7+0,32
HGB (g/dL) 11,3+0,2 11,0£0,7 11,2+04 11,0£05
HTC (%) 37207 334126 352+3,2 36,1+2,5
VCM (fL) 52,7+04 51,0£05 524+13 532+2/1
HCM (pg) 175+0,3 16,6 £14 17,3+£23 16,124
CHCM (g/dL) 31,1£05 30,2+ 31 324+44 312+0,9
Série Branca
Leucdcitos (p/mm3) 1,235 +£430 1,500 * 145 1,560 + 232 1,420 £ 340
Neutréfilos (109/L) 26+3,2 40 £ 1,52 38 £4,0 45+ 2,22
Linfocitos (109/L) 702+272 58,4 £ 1,22 51,2+ 1,00 42,8 + 2,00
Eosindfilos (109/L) 045+0,3 1,0+0,52 1,56+0,52 1,0+ 0,42
Mondcitos (109/L) 2006 2,0+0,5 15+£0,5 12+0,3
Outros
Plaquetas 5235+ 16,5 510,0 £ 20,4 5113+£322 484,0 £ 28,3

Valores representam a média £ desvio padrdo (n = 3/5); FIT: fitol; HEM: hemécias; HGB: hemoglobina, HTC: hematdcrito;
VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30b, FIT 60¢, FIT 90¢ (ANOVA, duas vias, pés-teste de

Tukey).

3.4 Avaliagao do perfil bioquimico, peso de 6rgaos e analise histopatolégica

No tratamento agudo (14 dias), o FIT (300 e 2000 mg/kg) induziu aumento (p<0,05) dos niveis
de ureia e creatinina, comparado ao controle. Em relagdo ao tratamento subcrénico (28 dias), observou-

se que as doses de FIT induziram elevagao (p<0,05) da maioria dos parametros bioquimicos comparado

ao grupo controle, especialmente a dose de 90 mg/kg (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros bioquimicos apds administracdo aguda e subcrdnica de fitol em ratos Wistar.

Parametros

Administracao 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 + 2,002 39,33+ 2,082
Creatinina (mg/dL) 0,41+0,03 0,51 £ 0,082 0,55+ 0,052
Acido urico (mg/dL) 3,22+0,75 3,31+ 1,01 2,46 £ 0,67
Colesterol total (mg/dL) 81,50 + 6,36 73,00 £7,00 66,67 + 15,51
ALT (IUIL) 36,8 + 4,41 38,33 12,50 31,33+ 577
AST (IUL) 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
. Administragao oral subcrdnica (28 dias) de fitol

Parametros

Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg
Glicose (mg/dL) 117,0 £ 9,00 176,6 + 12,4 174,6 + 67,2 142,0 £ 33,12
Ureia (mg/dL) 26,4+04 36,6 + 7,52 32,6 + 3,52 58,3 + 2,1acd
Creatinina (mg/dL) 041+0,3 0,53+0,2 053+04 1,9 £ 0,3abc
Acido drico (mg/dL) 322+0,8 2408 2204 1,9+0,22
Colesterol total (mg/dL) 81,50 + 6,86 82,00 £ 25,63 77,67 9,24 78,00 + 5,39
ALT (IU/L) 36,8144 41,0+ 8,12 43,3 + 6,00 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 padrdo (n = 3/5); FIT: fitol; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; p<0,05 comparado ao grupo controlea, FIT 30, FIT 60¢, FIT 90¢ (ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey).

3.5 Avaliagao de alteragoes patologicas

Né&o foram evidenciadas alteragdes histoarquiteturais hepaticas, apds os diferentes tratamentos,

comparado ao grupo controle (Figura 1). Além disso, a administragao oral aguda e subcrénica do FIT

nao induziu aumento do peso de érgéos dos animais, comparado ao grupo controle (Tabela 5).
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A

Figura 1. Andlise histopatoldgica do efeito do tratamento agudo e subcrdnico do fitol em figado de ratos Wistar. A: veiculo
(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.o0., recpectivamente). A
histopatologia hepatica no grupo controle, assim como no grupo tratado apresentou estrutura e disposigdo de hepatécitos
normais. Veia central (seta preta completa) e sinusoides normais (ponta de seta preta). Veia portal (seta branca completa).
Ducto biliar (ponta de seta branca). Presenca discreta de células de Kipffer (seta seccionada). Congestéo (asterisco).
Coloragéo com H&E (200X).
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Tabela 5. Perfil do peso de 6rgaos apds administracdo aguda e subcronica de fitol em ratos Wistar.

Administragao oral aguda (14 dias) de fitol

Orgdos Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg
Cérebro 1,14 £ 0,03 1,59 + 0,24 1,76 £ 0,03
Coragéo 0,46 £ 0,01 0,62 +0,11 0,67 £0,02
Figado 4,29+ 0,30 4,24 +1,58 5,46 + 0,31
Pulmao 1,12+ 0,06 1,23+ 0,25 1,31£0,03
Baco 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
6ras Administracao oral subcronica (28 dias) de fitol

rgdos 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
Coragéo 0,74 + 0,007 0,75+0,14 0,83+0,12 0,82+0,19
Figado 5,750,304 6,32+£1,95 6,33 £ 1,11 5,85 + 1,36
Pulmao 1,51 £ 0,063 1,58 £ 0,29 1,89 £ 0,31 1,80 £ 0,40
Bago 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 padrdo (n = 3/5); FIT: fitol. p>0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA, duas

vias, pos-teste de Tukey).

3.6 Urindlise

Os dados observados no sumario de urina sugerem que os animais tratados de forma aguda

com FIT aumentaram o conteudo de proteina e de nitrito na urina. No entanto, os demais parametros

permaneceram inalterados em comparagao com o grupo controle. Ja o tratamento subcrénico com FIT,

especialmente nas doses de 60 e 90 mg/kg, exibiu a presenca de bilirrubina, proteina e nitrito na urina

dos animais, enquanto que os demais parametros permaneceram similares ao grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6. Relatdrio do sumario de urina apds administracdo aguda e subcronica de fitol em ratos Wistar.
Administracao oral aguda (14 dias) de fitol

Parametros Controle FIT 300 mg/kg FIT 2000 mg/kg

Bilirrubina - - -

Urobilinogénio - - -

Cetonas - - -

Acido ascérbico + - -

Glicose - - -

Proteina 31,24 £2,78 61,11 £ 13,482 84,45 £ 13,4720

Sangue - - -

pH 7,01£1,10 7,39+0,48 7,06 £0,79

Nitritos - + ++

Leucécitos - - -

Gravidade especifica 1,01 £0,01 1,01 £0,01 1,02 £0,01
Administragao oral subcronica (28 dias) de fitol

Pardmetros Controle FIT 30 mg/kg FIT 60 mg/kg FIT 90 mg/kg

Bilirrubina - - + +

Urobilinogénio - - - -

Cetonas - - - -

Acido ascérbico + + + +

Glicose - - - -

Proteina 30,24 + 3,78 77,60 £ 5,692 94,40 £7,63a¢ 131,20 £ 11,96acd

Sangue - - - -

pH 7,08 1,12 7,08 +1,12 7,56 £ 0,65 7,60 £ 0,66

Nitritos - - + +

Leucécitos - - - -

Gravidade especifica 1,0102 £ 0,01 1,0102 £ 0,01 1,0086 £ 0,01 1,0094 £ 0,01

Valores representam a média + desvio padréo (n = 3/5); FIT: fitol; p<0,05 comparado ao grupo controlez; p<0,05 comparado
ao FIT 300b, FIT 30¢ e FIT 604 (ANOVA, duas vias, pos-teste de Tukey).

3.7 Avaliagao da genotoxicidade e mutagenicidade

A genotoxicidade do FIT foi avaliada em células nucleadas de sangue periférico, medula 6ssea,
figado 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 dssea de ratos, quando comparado aos danos
observados no controle, exceto para a dose de 300 mg/kg em relagéo ao ID no 7° dia. Além disso, ndo
foram evidenciadas atividades de reparo de DNA durante o periodo de exposi¢do aguda (Tabela 7). Em
relacdo aos danos mutagénicos, ndo foram evidenciados eventos clastogénicos/aneugénicos em

eritrocitos policromaticos de medula dssea, comparado ao grupo controle.
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Tabela 7. Avaliagdo genotoxica e capacidade de reparo de DNA em linfocitos de sangue periférico e
medula 6ssea de ratos tratados de forma aguda (300 e 2000 mg/kg) com fitol.

Tratamentos e Linfécitos de sangue periférico Medula
parametros Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia7 Dia 14

ID 152+34  154+£32  148+42 152+34 148+34 | 148164
Controle FD | 18428 176+24  168+28 172+£26 182+26 | 176£32
MN 28+08

D | 254+48 216+£322 202%328 192+£372 192+342 | 20,8422
FIT300mg/kg | FD | 382+38 328+28 306+222 294+24a 30,2+328 | 322434
MN 28+06

D | 346+52a> 334+3420 314+480 308+42s>  302+38 | 368440
FIT2000mgkg | FD | 39,8+542 392+462> 376+242> 362+28>  324+342 | 40,6+342b
MN 3406

Valores representam a média + desvio padréo (n = 3); FIT: fitol; ID: indice de danos; FD: frequéncia de danos; MN:
microndcleos; p<0,05 comparado ao grupo controle2 no mesmo dia; p<0,05 comparado ao grupo FIT 300 mg/kgP no
mesmo dia (ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey).

Nas Figuras 2 e 3 estdo apresentados os indices e frequéncias de danos ao DNA em células de
sangue periférico, medula ¢ssea, figado e rim dos animais apds tratamento subcrénico. As doses do
tratamento subcrénico exibiram danos tipo 1 e 2 com maior frequéncia, seguido pelo tipo 3 e 4, em
contraste com o grupo controle, em que o tipo 0 foi 0 mais frequente. Os niveis de danos 1 a 4 foram
mais proeminentes (p<0,05) para a dose de 90 mg/kg, comparado ao controle e a dose de 60 mg/kg. O
FIT, em todas as doses do tratamento subcrdnico, em células de sangue periférico, medula 6ssea, rim e
figado induziram genototoxicidade, comparado ao grupo controle.

Além disso, o FIT exibiu aumento dose-dependente do ID e FD em rim e figado dos animais;
enquanto que, em células de sangue periférico, ndo houve diferenga entre as doses administradas. Na
medula dssea, as doses de 60 e 90 mg/kg exibiram ID e FD superior & dose de 30 mg/kg (Figuras 2 e 3).
Em sintese, o FIT nas doses testadas induziu genotoxicidade em células de sangue periférico, medula

dssea, figado e rim de ratos tratados de formas aguda e subcronica.
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Figura 2. indice de Danos em ratos tratados com fitol. VValores representam a média + desvio padréo (n = 5); FIT: fitol. p<0,05
comparado ao controlea, FIT 300 e FIT 60 (ANOVA, duas vias, pos-teste de Tukey).
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Figura 3. Frequéncia de Danos em ratos tratados com fitol. Valores representam a média + desvio padréo (n = 5); FIT: fitol.
p<0,05 comparado ao controlea, FIT 30 e FIT 60c (ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey).
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3.8 Avaliagao da genotoxicidade do fitol em comparagao ao peréxido de hidrogénio

O FIT, nas concentragdes testadas, induziu genotoxicidade em exposigéo ex vivo em linfocitos

de sangue periférico de ratas, tanto pelo aumento do indice (Figura 4A), como também pela freqliencia

(Figura 4B) de danos. Foram observadas diferencas entre os indices de danos da maior concentragéo
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(14,16 mM) em relagdo as menores (4,72 e 7,08 mM). Os efeitos do FIT também foram similares aos
danos oxidativos induzidos pelo H202. No entanto, o FIT (7,08 e 14,16 mM) em cotratamento com
perdxido de hidrogénio demonstrou maior indice de danos em comparagéo ao agente estressor (H202).

Cabe ressaltar que o FIT ndo teve efeitos antioxidantes.

Figura 4. Genotoxicidade do fitol (4,72; 7,08 e 14,16 mM), em exposicdo ex vivo a linfécitos de sangue periférico de ratas,
pelo aumento do indice (A) e frequéncia de danos ao DNA (B), em comparagao ao peroxido de hidrogénio. H202: perdxido de
hidrogénio. FIT: fitol. ANOVA, uma via, e pos-teste de Tukey. p<0,05, comparado ao veiculo 2, FIT 4,725 e FIT 7,08¢.
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3.9 Correlagoes entre parametros comportamentais e genotoxicos

Com a aplicagéo do teste de correlagéo linear de Pearson foi possivel avaliar as associagdes
entre os parametros estudados (Tabela 8). Fortes correlagdes positivas foram observadas entre
autolimpeza e ID em células de sangue periférico e medula 6ssea, 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 correlacdo entre ureia e ID em medula. Para a dose de 2000 mg/kg foi observada
correlagéo positiva entre levantamento e ID em células de sangue periférico. Por outro lado, para o
tratamento com doses repetidas, evidenciou-se significantes correlagdes entre pardmetros
comportamentais (cruzamento, autolimpeza e levantamento) com ID em células de sangue periférico,
medula dssea, rins e figado, especialmente para as doses de 60 e 90 mg/kg. Cabe enfatizar que foram
observadas correlagdes entre parametros da patologia clinica e urinalise com genotoxicidade no

tratamento subcronico.
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Tabela 8. Correlacdo de Pearson entre os parametros comportamentais e biomarcadores citogenéticos
para instabilidade genética induzida pelo fitol em ratos tratados de forma aguda e subcronica.

Parametros Tratamento agudo Tratamento subcrénico

300 mg/kg 2000 mg/kg 30 mg/kg 60 mglkg 90 mg/kg
Autolimpeza X ID sp 1.000* 1.000* -0.976* -0.981*
Autolimpeza X ID mo 1.000** 1.000* -0.881* - 0.885*
Autolimpeza X ID rm ns - 0.989*
Autolimpeza X ID fg ns
Cruzamentos X ID sp 1000* 0.997* -0.907* -0.896*
Cruzamentos X ID mo 0.885*
Cruzamentos X ID rim 0.984** - 0.922*
Cruzamentos X ID fg - 0.906*
Levantamento X ID sp 0.997* 0.934* 0.953* - 0.896*
Levantamento X ID mo -0.887*
Levantamento X ID rm -0.941* 0.917* 0.022*
Levantamento X ID fg 0.887* 0.887* 0.906*
Bilirrubina X ID mo ns 1000* - 0.940*
Ureia X ID mo 1.000* -0.917*
Hemécias X ID rm ns 0.980*
AST X ID mo ns 0.980*

ID: indice de danos; sp: sangue periférico; mo: medula dssea; rm: rim; fg: figado; MN: micronucleos; AST: aspartato
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. Cogficiente de correlagdo de Pearson. * p<0,05 e ** p<0,001.

4 DISCUSSAO

Os riscos de toxicidade do FIT, em tratamento agudo e subcronico, foram avaliados de acordo
com a Organizagéo para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD) Guidelines n° 423 e n°
407. Na avaliagéo hipocratica, os resultados apontaram que o FIT n&o induziu ébitos. Para o tratamento
subcrénico observou-se aumento do consumo de agua e micgdo nos ratos fémeas. A toxicidade
sistémica de um composto pode ser manifestada por meio de alteragdes no desenvolvimento ponderal
dos animais experimentais, redugdo do consumo de agua e ragao e alterag¢des na excrec¢ao de urina e
fezes (PINTO et al., 2007).

Dados toxicolégicos agudos revelaram que o FIT é bem tolerado em roedores (CHOI et al., 1993;
ATSHAVES et al., 2004; SAIKIA et al., 2010). Para ratos albinos e normais, a DLs foi calculada acima
de 5 e 10 g/kg (RIFM, 1978). Diterpenos fendlicos podem reduzir o consumo de agua e alimentos,
alterando a palatabilidade, além de efeitos toxicos diretos. Estes efeitos podem ser decorrentes da
diminuigdo de hormdnios gastrointestinais como o glucagon e o polipeptideo pancreatico, que atuam
como neurotransmissores no sistema nervoso central e tém agao periférica mediada por receptores
especificos semelhantes ao glucagon (GLP-1) e YY, respectivamente (SANTOS et al., 2013). Evidéncias
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 agua e a micgao.
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Os testes campo aberto e rota rod séo amplamente utilizados para verificar o0 comportamento
exploratdrio e a coordenagdo motora de animais testados com candidatos a farmacos (MACHADO et al.,
2015). Esses experimentos com roedores, em estudos sobre mecanismos neurobiolégicos, s&o similares
aos de humanos (RAMOS, 2008; VAN DER STAAY; ARNDT; NORDQUIST, 2009). No teste de campo
aberto sdo observados o numero de cruzamento, levantamento e autolimpeza, atribuidos a agéo
sedativa. Enquanto que no teste rota rod é verificado o tempo de permanéncia e niumero de quedas da
barra giratéria, atribuido a agdo 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 ndo apresenta atividade sedativa, observou-se, também, o
aumento no numero de quedas no rota rod, sugerindo uma agdo miorrelaxante, visto que o animal ndo
conseguiu manter o equilibrio sobre a barra giratéria. Essas alteragdes comportamentais podem sugerir
efeitos toxicos durante o periodo de tratamento (HANELL; 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 subcrénico. O estudo de autolimpeza é de importéncia para a identificacdo de varios
distarbios cerebrais (CHEN et al., 2010; ESTANISLAU, 2012). Estudos também apontam que em
roedores esse comportamento esta associado a excitagdo (FENTRESS, 1988) e a ansiedade (KYZAR
et al., 2011). O acido fitanico, metabdlito do fitol, causa distdrbios em células neuronais por alterar a
homeostase de Ca?*, induzir estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, acelerando a morte celular,
além de reduzir a produgéo de ATP (SCHONFELD; REISER, 2016).

Além dos mecanismos citados, ha relatos de necroses hepatocelulares, induzidas pelo acido
fitnico, que podem ser relacionadas ao aumento do perdxido de hidrogénio, geragdo de ERO’s,
producdo de compostos toxicos intermediarios, como o acido descarboxilico via inducdo de CYP4A. Além
disso, disfungdo nas mitocondrias e acumulagao de lipidios em membranas (KOMEN et al., 2007). Cabe
enfatizar que os diterpenos derivados de 6leos essenciais em alta concentragéo, devido aos seus efeitos
pré-oxidantes, podem aumentar os niveis de ERO’s e malondialdeido. Como citado anteriormente, as
ERO'’s, principalmente o radical hidroxil (*OH), eventualmente, liga-se aos ions metalicos distribuidos
aleatoriamente no DNA, conduzindo a quebras de fitas simples (SAGE; HARRISON, 2011).

A avaliagdo da homeostase e do desenvolvimento de processos patoldgicos também pode ser
feita por par@metros hematoldgicos (hemécias, hemoglobina, hematécrito, VCM, CHCM, plaquetas,
leucécitos totais, segmentados e linfcitos) e bioquimicos (glicose, ureia, creatinina, &cido urico, AST,
ALT, e colesterol total) cujos indices sdo indicativos de toxicidade (OKONKWO et al., 2016). O FIT
aumentou a quantidade de neutréfilos e eosindfilos. Estes dados estdo de acordo com o estudo
desenvolvido por Costa e colaboradores (2012), em camundongos Swiss. No tratamento subcrénico com
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FIT, em especial para a dose de 90 mg/kg foram observadas alteragdes renais e hepaticas. Alteragbes
dos valores do &cido Urico, ureia e creatinina, especialmente nas maiores doses dos tratamentos agudo
e subcrdnico forneceram indicios da disfungéo renal dos animais experimentais, cuja elevagéo de seus
niveis plasmaticos indicam sinais de sobrecarga renal, insuficiéncia 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 ndo induziu alteragdes nos parametros bioquimicos e patofisiologicos (SAIKIA et
al., 2010). Entretanto, nas doses de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL, o FIT demonstrou toxicidade em
camundongos de forma dose-dependente (GHANEIAN et al., 2015). No presente estudo nao foram
observadas alteragdes no tamanho dos 6rgédos, bem como alteragdes histopatoldgicas em figado. Em
outro estudo, o FIT 250 mg/kg, provocou alteragdes histopatoldgicas com lesdes hepaticas, ruptura do
cordao hepatico e pequenas areas multifocais de necrose nos hepatocitos, com infiltragéo precoce de
células inflamatérias em camundongos machos e fémeas (C57BL/6J) (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010).

No estudo também foi observado, especialmente na dose de 90 mg/kg do tratamento subcrdnico,
aumento em ALT e AST, que séo enzimas consideradas sinalizadores sensiveis de dano hepatocelular
(BINDER, 2016). O FIT, presente em dietas de animais, esta associado com necrose hepatocelular, que
induz o aumento de enzimas hepaticas (ALT e AST) (LANDROCK et al., 2017). A oxidacdo/peroxidacao
de lipideos por produtos quimicos exégenos é uma das principais causas de lesao hepatica (DIRLIK et
al., 2009). Por outro lado, em ratos machos Sprague-Dawley, o FIT reduziu a expressao e atividade de
descarboxilase ACMSD dose-dependente em figado e hepatécitos primarios. A expressdo do mRNA de
oxidase ACO (um dos alvos do gene PPARAa) foi elevada em grupos tratados com FIT em baixas doses
(MATSUDA et al., 2013).

O FIT (0,5 ou 1%) pode ser convertido em &cido fitanico, que pode se ligar a fatores de
transcricao. Este, em estudos com camundongos, podem ativar os receptores PPARa e induzir genes
que codificam enzimas que oxidam acido fatico em peroxissomos e mitocdndrias. E ainda levar ao
aumento da expressao de catalases e inducao de hipertrofia e necroses hepatocelulares (MACKIE et al.,
2009), devido ao acumulo de lipidios em membranas de hepatdcitos (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 avaliagdo dos niveis de danos e
mecanismos de reparo de DNA (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015), cujo principio é a migracéo de
fragmentos de DNA durante a eletroforese em gel de agarose (TICE et al., 2000; DUSINSKA; COLLINS,
2008). Na sua verséao alcalina, pode detectar sitios alcali labeis, quebras de fitas e danos oxidativos em
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células eucarioticas e procaridticas (SINGH et al., 1988, FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL, 1995). Neste
estudo, o tratamento com FIT aumentou as frequéncias de ID e FD em células de sangue periférico,
medula éssea, figado e rim, demonstrando efeitos genotdxicos. Os dados apontam que o FIT é
genotoxico, como relatado em outros estudos na dose de 120 mg/kg (v.0.); entretanto, ndo foi mutagénico
em camundongos (KAGOURA et al., 1993).

O FIT, sendo um componente de OEs, em altas concentragdes pode atuar como um pré-oxidante
e transmitir efeitos prejudiciais sobre as células (ISLAM et al., 2016a). Muitos derivados de OEs podem
induzir danos sobre 0 DNA em consequéncia da presenca do radical hidroxil que, eventualmente, liga-
se a ions metélicos aleatoriamente distribuidos no DNA, resultando na indug&o 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 possivel verificar que os danos
induzidos ao DNA, em sangue periférico ndo foram reparados. Entretanto, em outros estudos do nosso
grupo os danos causados ao DNA em meristemas de raizes de Allium cepa, foram reparados, mas o
tratamento foi feito com o FIT em pequenas concentragdes (ISLAM et al., 2017). Os danos genotoxicos
podem desencadear instabilidade gendmica néo reparada e, em nivel cromossémico/molecular, podem
causar mutacdes no DNA (ZHANG et al., 2014). Isto pode ser decorrente da capacidade de ruptura de
cromossomos, rearranjo e perda, ndo disjuncdo e amplificagéo de genes, resultando na formagéo de
micronucleos, principalmente a partir de rupturas cromossémicas ou cromossomos inteiros que falham
em serem segregados durante o fuso mitético quando a célula se divide (SCOTT; EVANS, 1967; BHATIA,;
KUMAR, 2013).

Assim, o teste de micronucleos assume importancia para detectar agentes mutagénicos com
atividades clastogénicas e/ou aneugénicas (RIM; KIM, 2015; NETO et al., 2016). Entretanto, o FIT nao
aumentou a frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos de medula ¢ssea de ratos,
sugerindo que, os tratamentos e doses testadas, ndo induzem mutagenicidade. O FIT foi considerado
nao mutagénico em Salmonella typhimurium, como também em camundongos, em baixas doses
(MCGINTY; LETIZIA; API, 2010).

O FIT, assim como o H20-, pode induzir danos oxidativos (Figura 4) por mecanismos similares a
exemplo da baixa regulacdo de Bcl-2, superregulagao de Bax e ativagdo de caspases-9 e -3 (SONG;
CHO, 2015; ISLAM et al., 2017), como apontado também para o H20., que pode induzir apoptose e
necrose por interferéncia na expressao de proteinas pro-apoptéticas caspases-8, caspases-9, caspases-
3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). O fitol tem um grupo OH no seu carbono (C1) e 0os compostos com grupos
OH ativos, tais como diterpenoides, podem apresentar citotoxicidade por danos oxidativos (GYAWALI;
IBRAHIM, 2014). O H202 € um dos principais metabdlitos redox em condigdes fisiologicas (1-10 nM),

mas em concentragdes >100 nM leva a danos as macromoléculas, incluindo o DNA, caracterizando o
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estresse oxidativo, levando a toxicidade celular (SIESA, 2017). Estudos em fibroblastos humanos
mostraram indugdo de apoptose por interferéncia na expressdo de citocromo ¢, Bcl-2, Bax, Bid e
caspase-3 (GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2015), com eficacia citotéxica em uma ampla gama de
concentragdes, e por alteracdes na expressao das proteinas caspase-9, p53, NF-kB e RIP podendo atuar
em apoptose e em necrose (XIANG et al., 2016; LENNICKE et al., 2015).

O é&cido fiténico, metabdlito do FIT, inibe a histona deacetilase (Hdac2) e induz morte celular,
com efeitos citotdxicos associados a caspase-9, como observado em células neuronais (NAGAI, 2015),
como também pode gerar ERO’s durante a B-oxidagdo (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 a célula, alterando o potencial de
membrana, neutralizando espécies reativas, mas também pode induzir autodestruicdo de estruturas
celulares, como proteinas, lipideos e DNA; o que leva a cito/genotoxicidade e a disfungdo mitocondrial
(ISLAM et al., 2016b).

Associado a esses mecanismos, o FIT também induz aumento na expressdo de PPAR
dependente da atividade de luciferase em células HepG2 de forma direta, independente do seu
metabdlito acido fitnico (GOTO et al., 2005). O FIT pode atuar com efeitos antagdnicos e/ou
contraditérios, pois, em altas concentragbes, tem agdo como pro-oxidante; e, em menores
concentragdes, tem atividades antioxidante e citoprotetora em diversos sistemas teste (BAKKALI et al.,
2008; ISLAM et al., 2016a). Assim, o FIT, dependendo de suas concentragdes, em organismos testes
pode ser constituinte quimico para formulagdes farmacéuticas como antitumoral; e ainda, na prevengao

e/ou indugéo de estresse oxidativo (ISLAM et al., 2016a).
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5 CONCLUSAO

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 pardmetros toxicologicos. Também
foram observadas alteragbes comportamentais, especialmente nas maiores doses testadas, que sao
compativeis com excitagdo e/ou sedacado, estresse e ansiedade. Algumas alteragdes indicativas de
anemia, linfopenia neutrofilia e eosinofilia foram observadas no perfil hematolégico. Nas avaliagdes em
enzimas renais e hepaticas foram verificadas alteragdes para ureia, creatinina, AST e ALT, bem como
aumento de proteina e nitrito na urina, além da presenca de bilirrubina nas duas maiores doses repetidas.
N&o foram observadas alteragbes no peso dos oOrgdos e histologia hepética. Os resultados do
biomonitoramento citogenético de ratos tratados com FIT, de forma aguda e subcrdnica, apontou
genotoxicidade em medula éssea, sangue periférico, figado e rim pelo significante aumento do indice e
frequéncia de danos ao DNA, que durante os tratamentos nao foram reparados. Entretanto, ndo foi
observado riscos para mutagenicidade. Estudos devem ser feitos para a caracterizagdo dos mecanismos
das alteragdes comportamentais e de instabilidade genética que podem ser associadas, também, ao

estresse oxidativo para o uso do FIT em formulagdes farmacéuticas.
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Capitulo 3

Alteragdes citogenéticas indicativas de atividade antitumoral do fitol em cultura

primaria de Sarcoma 180 e em linhagem HL-60

llustragéo de Lara Crow, “Kit de modelos”, adaptada do periddico Nature Reviews Cancer (2010)

“Na ciéncia, ha um modelo para tudo, menos para a imaginagdo humana” (Alencar, M.V.0.B.)
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QUALIS A2 - Biotecnologia

Resumo

O fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l) € um diterpenoide com diversas propriedades
farmacoldgicas. Esse estudo avaliou os efeitos do fitol em cultura primaria de Sarcoma 180, linhagem
leucémica humana (HL-60), bem como em linfécitos de sangue periférico de ratos, por mecanismos
citotoxicos e citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose. As
células foram tratadas com fitol (4,72; 7,08 e 14,16 uM) e submetidas aos ensaios de citotoxicidade por
Azul de Tripan e MTT (viabilidade celular), bem como ao ensaio cometa e teste de micronucleos com
bloqueio de citocinese. A doxorrubicina (2 pg/mL) e o perdxido de hidrogénio (10 mM) foram utilizados
como controle positivo. A citotoxicidade do fitol foi observada em Sarcoma 180 e em HL-60 pela
diminuigdo de viabilidade celular e dos indices de divisdo celular, incluindo a apoptose e necrose. A
genotoxicidade nas concentragdes usadas foi pontuada pelo aumento do indice e frequéncia de danos
ao DNA nos modelos testados. O fitol, em todas as concentragdes, induz mecanismos aneugénicos e/ou
clastogénicos em Sarcoma 180 e em HL-60, por inducdo de micronucleos, como também outras
anormalidades nucleares, tais como pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares. O fitol, em todas as
concentragdes, também induziu apoptose nos modelos utilizados. No entanto, a inducéo de necrose foi
observada apenas na concentragdo de 14,16 uM para HL-60. O fitol é um candidato a formulagdes
farmacéuticas 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 INTRODUGAO

O céancer é considerado uma das maiores causas de mortalidade no mundo (FERLAY et al.,
2015) e tem etiologia complexa, com envolvimento de diversos mecanismos bioquimicos, fisiologicos e
moleculares (OUYANG et al., 2012; SWARTZ et al., 2012). Os sarcomas sado neoplasias malignas
heterogéneas, de origem mesenquimal, que podem ocorrer em varios tecidos, tais como
osteossarcomas, rabdomiossarcomas e lipossarcomas. O estudo dos mecanismos moleculares
envolvidos na doenga, investigados em diferentes modelos, contribui para 0 avango das terapias dessas
neoplasias (POST, 2012). Geralmente complexos, os sarcomas implicam multiplas alteragbes
cromossOmicas numeéricas e estruturais, especialmente em sarcomas epiteliais. Assim, pesquisas séo
necessarias para elucidar danos citogenéticos (HUSAIN; VERMA, 2011; TAYLOR et al., 2013).

As leucemias sdo desordens hematopoiéticas que também ainda necessitam de entendimentos
bioldgicos e moleculares. Estas elucidagdes 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 bioldgico,
resposta a terapia e a agentes citotdxicos (CEKANOVA; RATHORE, 2014). O desenvolvimento dos
farmacos ainda se constitui como um desafio para a terapia oncologica devido a diversos aspectos,
incluindo o fato da heterogeneidade genética do cancer que leva a muitas resisténcias as terapias
(SAMADI et al., 2015).

Diversos estudos com fitoquimicos apontam para atividades antitumorais de produtos naturais,
por inducao de apoptoses ¢ inibi¢do de proliferagao celular (BEEVI et al., 2010; WU et al., 2017). Varios
diterpenos e seus derivados foram relatados para atividades citotéxicas e genotdxicas em diferentes
sistemas teste, a exemplo do manool extraido da Salvia officinalis (NICOLELLA et al., 2014), do paclitaxel
(TURKEZ et al., 2010), acido 7,15-trien-3-6ico (DI SOTTO et al., 2012) e taxodiona (KUZMA et al., 2016).

O fitol (FIT) é um diterpenoide, componente de dleo essencial, com muitos efeitos bioldgicos
(ISLAM et al., 2015; ISLAM et al., 2016). Ha relatos de que o composto apresenta atividades
antiespasmaédica (PONGPRAYOON et al., 1992), antimutagénica (KAGOURA; MATSUI; MOROHASHI,
1993), antiteratogénica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002), antimicrobiana (INOUE et al., 2005),
imunoadjuvante (LIM et al., 2006), antiepiléptica (COSTA et al., 2012), antiprotozoaria (BERO et al.,
2013), anti-inflamatoria (SILVA et al., 2014), antioxidante (PEJIN et al., 2014), antidiabética (ELMAZAR
et al., 2013), hipolipemiante (HOLMDAHL; HULTQVIST; OLOFSSON, 2011), antinociceptiva (SANTOS
etal., 2013) antidepressiva (COSTA et al., 2011), bem como citotdxica, genotdxica e mutagénica (ISLAM
etal., 2015; ISLAM et al., 2016).
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A instabilidade cromossémica e os danos ao DNA estdo bem associados a diversas doencas,
especialmente o cancer. Portanto, as anormalidades citogenéticas sdo importantes para o entendimento
dos mecanismos da tumorigénese (GRADE; DIFILIPPANTONIO; CAMPS, 2015). As alteragdes
citogenéticas envolvem aneuploidia, delegdes, insercdes, quebras e perdas de cromossomos
(SAMUELSON et al., 2012; GIAM; RANCATI, 2015). O teste de micronucleos com bloqueio de citocinese
(CBMN) pode determinar niveis de danos citogenéticos de varios agentes citotdxicos 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, nao detectaveis em ensaio cromossémicos,
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 avaliagdo dos possiveis
efeitos antitumorais do FIT, por mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade,
mutagenicidade, apoptose e necrose em cultura priméria de Sarcoma 180 (S-180) e em linhagem

leucémica humana (HL-60), por meio da aplicagdo do ensaio cometa e CBMN.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes quimicos 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 Laboratérios S.A. (Sdo Paulo, Brasil); enquanto que o
peroxido de hidrogénio (H20.) foi adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea LTDA (Sao Paulo,
Brasil). O FIT foi solubilizado em trés diferentes concentracées (4,72; 7,08 e 14,16 uM), utilizando os
solventes Tween 80 0,05% e Cloreto de Sodio 0,9%, conforme estudo anterior sobre citotoxicidade
(ISLAM et al., 2017). A Dox foi utilizada em uma unica concentragao (2 pg/mL, solubilizada em dH0).

O H20: foi preparado a uma concentragéo final de 10 mM (diluido em dH20).

2.2 Cultura primaria de Sarcoma 180

As células de S180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos (UFPI, #167/16,
ANEXO E). Apés 10 dias da inoculagao, o liquido ascitico, contendo células tumorais, foi removido por
puncdo na cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as células de S180 foram contadas em
camara 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

substancias teste e controles.

2.3 Cultivo de linhagem HL-60

No laboratério, as células HL-60 foram armazenadas em nitrogénio liquido até o uso. A linhagem
foi descongelada por suave agitagao de seus recipientes durante 2 min em banho-maria a 37°C. Apds o
descongelamento, o conteudo de cada recipiente contendo as células foi transferido para um frasco de
cultura e diluido 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 viaveis) foram observados sob o microscopio invertido,
seguido de incubagdo em estufa a 37°C, umidade de 95% e com atmosfera de CO, a 5%.
Periodicamente, as culturas foram diluidas e mantidas nas mesmas condi¢des com uma densidade de 5

x 10% células/mL e colhidas na fase exponencial de crescimento (YEDJOU et al., 2010).

2.4 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primaria de S180

A viabilidade celular foi analisada com a aplicagdo do teste de exclusao por azul de Tripan, de
acordo com Strober (2015). Apds 72 horas de tratamento com as substancias teste e controles, 90 L
da suspensdo de células (0,5 x 108 células/mL) foram retirados das culturas e acrescidos de 10 L do
azul de Tripan. As células néo viaveis foram contadas por sua coloragéo azulada, sendo consideradas
como células mortas. Em contraste, as células viaveis ndo apresentam esta coloragao devido as suas
capacidades de expulsarem o azul de Tripan. As diferenciacdes celulares foram observadas em

microscopia dptica com o aumento de 400X, com o auxilio da camara 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 distribuidas
em multiplacas de 96 cavidades, numa densidade de 0,8 x 106 células/mL. As substéncias teste e
controles foram incubadas durante 68 horas juntamente com as células. Apds o periodo de incubagéo,
foi adicionado as culturas, 20 uL da solugdo de MTT (5 mg/mL) e reincubadas durante 4h em estufa a
37°C e a 5% CO,. Apds esse periodo, 0 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 alcool isopropilico. Para a quantificagéo do sal reduzido nas
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células vivas, as absorbancias foram analisadas com o auxilio do espectrofotémetro de placa, no

comprimento de onda de 550 nm.

2.6 Teste de microntcleos com bloqueio de citocinese

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptagdes. 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 uL de suspensao celular de S180 (0,5 x 10¢ células/mL) e HL-60 (0,8
x 106 células/mL). Em cada frasco de cultura foram acrescidas as solugdes teste e controles. As células
foram incubadas por 44h a 37° + 1°C. Apos este periodo, foram adicionados as culturas 6 pg/mL de
Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a incubagéo 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 centrifugagéo apés a adi¢éo
de 5 mL de fixador (metanol:acido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O procedimento foi
repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Por fim, o sobrenadante foi descartado
e 2 a 4 gotas da suspensao celular foram gotejadas sobre laminas, as quais foram coradas com solugéo
de Giemsa 5% por 7 minutos. As I&minas, previamente codificadas, foram analisadas em teste cego,
com auxilio de microscépio 6ptico (1000X), considerando os danos citogenéticos presentes em 1000
células por lamina em duplicata. O indice de divisdo nuclear (IDN) foi calculado por meio da seguinte
formula: IDN = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N, onde M1-M4, representa o numero de células viaveis com
1-4 nucleos e N*, o nimero total de células viaveis. Além disso, o indice de divisdo nuclear considerando
citotoxicidade (IDNC) foi calculado de acordo com a seguinte equagéo: IDNC = (Ap + Nec + M1 + 2(M2)
+ 3(M3) + 4(M4))/N*, onde Ap representa o numero de células em apoptose; Nec, o numero de células
em necrose; M1-M4, o nimero de células vidveis com 1-4 nucleos; € N*, o numero total de células viaveis

e ndo viaveis, de acordo com Fenech (2000).

2.7 Ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Rothfuss (2012).
Aliquotas de 10 L de suspensao celular de S180 (0,5 x 108 células/mL) foram misturadas com uma fina
camada de agarose de baixo ponto de fuséo 0,75% (90 L) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com
agarose normal 1,5%. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solucao de lise (2,5 M NaCl, 100
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mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adi¢&o de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por
até 72 horas a 4°C. Apos esse periodo, as laminas foram incubadas em tampao 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 25V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as laminas foram neutralizadas com
tampé&o Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solugao de prata. As laminas foram analisadas quanto ao
perfil fotomicrogréfico das células (aumento de 400X em microscépio dptico) e os resultados foram
expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD) de 100 células em duplicata. O ID foi
calculado por meio da formula: ID = Z (nimero de células em determinada classe de dano X classe de

dano), que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte férmula: FD = 100 — n° de células classe 0.

2.8 Estudo de mecanismo para genotoxicidade pelo cotratamento com H20,

Neste experimento, avaliou-se o envolvimento do estresse oxidativo como mecanismo para a
inducéo de genotoxicidade de acordo com Luz et al. (2013). Para tanto, aliquotas de 10 L de suspenséo
celular de S180 (0,5 x 108 células/mL) foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo
ponto de fusé@o 0,75% (90 uL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em
seguida, as laminas foram expostas ao FIT (14,16 uM), isoladamente e em cotratamento com H202 (10
mM), por 5 minutos. Depois, as laminas foram mergulhadas em solugao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por 5
minutos, a 4°C. Apds este procedimento, procedeu-se a continuagdo do ensaio cometa, conforme o

topico anterior.

2.9 Analise estatistica

A fim de determinar as diferengas entre os tratamentos, dados expressos como a média + desvio
padréo foram comparados por andlise de variancia (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 Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em duplicata, a partir de

avaliages bioldgicas independentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do FIT na viabilidade celular em cultura primaria de S180 e em linhagem HL-60

O FIT, nas concentragdes testadas, assim como a Dox (2 ug/mL) interferiram, significantemente,
na viabilidade celular da cultura priméria de S180 (CEso: 3,23 pM [IC: 2,751-3,806 e R2=0,932]) e
linhagem HL-60 (CEso: 0,75 uM [IC: 0,661-0,871 e R2=0,947]) (Figura 1), indicando efeitos citotoxicos.
N&o foram observadas diferengas estatisticas entre as concentragdes do diterpenoide, para ambas as
células, bem como em relacdo a diminuicdo da viabilidade celular induzida pelo FIT em HL-60,

comparado a Dox.

Figura 1. Viabilidade celular avaliada pelo teste de exclus&o por azul de Tripan em S180 e ensaio MTT em HL-60 apds 72 h
de exposicdo. Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células nao
tratadas. Dox: Doxorrubicina (2 pg/mL). FIT: Fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pos-teste de Tukey. * p<0,05 comparado
ao grupo CN. # p<0,05 comparado ao S180, na mesma concentragdo. 2 p<0,05 comparado a Dox.
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3.2 Efeitos genotoxicos do FIT em cultura primaria de $180 avaliados pelo ensaio cometa

O FIT, em todas as concentracdes testadas, induziu genotoxicidade em células S180 pelo
aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA quando comparado com os danos observados nas
células tumorais sem tratamento (Figura 2). Em relagéo a frequéncia de danos, ndo foram observadas
diferengas significantes entre a maior concentragéo de FIT, comparada ao quimioterapico Dox.

168



s

S

Figura 2. Genotoxicidade em cultura primaria de $180 apds 72 h de exposicao. A: indice de Danos. B: Frequéncia de Danos.
Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. Dox:
Doxorrubicina 2 pg/mL. FIT: fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pds-teste de Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CNa e Doxb.
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Em analise do perfil fotomicrografico foi possivel evidenciar diferengas entre os grupos de estudo
em relacdo 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 concentragdes (7,08 e 14,16 uM), pela

frequéncia dos danos 3 e 4, bem como por indicativo de apoptose, como apresentado na Figura 3.

Figura 3. Perfil fotomicrografico de cultura primaria de S180 no ensaio cometa. A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2
pg/mL. C: fitol 4,72 uM. D: fitol 7,08 uM. E e F: 14,16 uM. TO: dano tipo 0. T1: dano tipo 1. T2: dano tipo 2. T3: dano tipo 3.
T4: dano tipo 4. Ap: apoptose. Coloragao com prata. Aumento de 400X.
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3.3 Avaliagao da indugao de danos oxidativos como mecanismo para genotoxicidade do FIT em

cultura primaria de $180 em cotratamento com H20:

O fitol também demonstrou induzir danos genotéxicos por mecanismos oxidativos em cultura
primaria de S180 (Figura 4). O indice de danos das células cotratadas com FIT (14,16 uM) e H20; foi
maior (p<0,05), comparado ao tratamento com H.0,, demonstrando similaridade entre FIT e o agente
estressor (H202) para mecanismos de indugéo de danos oxidativos. N&o houve diferenga significante

para a frequéncia de danos nos tratamentos.

Figura 4. Genotoxicidade do fitol, por mecanismos associados a danos oxidativos, em cultura primaria de S180 cotratada
com peroéxido de hidrogénio. Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN:
células ndo tratadas. H202: peroxido de hidrogénio (10 mM). FIT: fitol (14,16 uM). ANOVA, uma via, seguido de pds-teste de
Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CN* e H202*.
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3.4 Efeitos citogenéticos do FIT em cultura primaria de S180 e linhagem HL-60 avaliados pelo teste

de microntcleos com bloqueio de citocinese

O FIT € um produto natural com efeitos mutagénicos em todas as concentragdes, por inducéo
de microntcleos em S180, como também por aumento significante no nimero de pontes e brotos
nucleares, principalmente nas duas maiores concentracdes testadas (7,08 e 14,16 uM), quando
comparado ao CN (células néo tratadas). Também foi observado citotoxicidade pela redugao do indice
de divisdo celular (IDN) e considerando apoptose e necrose (IDNC), comparado ao CN. Esses dados
apontam que o FIT causa danos fixos ao DNA pela indugédo de micronucleos; e tem atividade antitumoral
por indugao de citotoxicidade, especialmente por apoptose e necrose (Tabela 1). Cabe ressaltar que as
alteragdes induzidas pelo FIT foram similares a Dox, especialmente na maior concentracéo (14,16 uM).
A Figura 5 apresenta o perfil das alteragdes citogenéticas observadas em S180 tratadas com FIT (14,16
pM).
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Tabela 1. Danos citogenéticos do fitol avaliados em cultura primaria de S180 apds 72h de exposi¢éo por
meio do teste de micronlcleos com bloqueio de citocinese.

Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade
Sarcoma 180
Micronucleos 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 + 0,352 35,5+ 3,532 17,0+ 1,412 1,11£0,042 1,23 £ 0,0072
FIT 4,72 pM 8,00 + 0,702 5,55 + 2,12# 2,00 + 1,41# 1,40 £ 0,0182# 1,26 + 0,0622
FIT 7,08 pM 10,70+ 1,762# 8,50 + 2,254 11,0 £ 1,822# 1,35 + 0,2814# 1,19 + 0,1462
FIT14,16 uM 29,70 + 3,18abc 27,00 + 7,04abc 28,50 £ 2,122b 1,25 + 0,0542 1,16 + 0,0322

Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células nao tratadas. Dox:
doxorrubicina 2 pg/mL. FIT: fitol. IDN: indice de divisdo nuclear. IDNC: indice de divisdo nuclear considerando apoptose e
necrose. ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. 2 p<0,05 comparado ao grupo CN. b p<0,05 comparado ao
grupo FIT 4,72. ¢ p<0,05 comparado ao grupo FIT 7,08. # p<0,05 comparado a Dox.

Figura 5. Perfil fotomicrogréafico de Sarcoma 180 tratada com fitol (14,16 uM) no teste CBMN. Seta em A: broto nuclear. Seta
em B: necrose. Seta em C: ponte nucleoplasmica. Seta em D: microntcleo. Seta em E: apoptose. Seta branca em F: apoptose;
seta preta: necrose. Coloragéo com Giemsa 5%. Aumento de 1000X.

Danos citogenéticos compativeis com atividade antitumoral do FIT também foram observados

em linhagem HL-60, por meio do significante aumento de micronucleos, pontes e brotos em todas as
concentragdes testadas, comparadas ao grupo CN. Também foi observado citotoxicidade pela redugéo
do IDN e IDNC em todas as concentragdes do FIT, comparadas ao CN (Tabela 2). N&o houve diferenca

de indugéo de micronucleos e pontes pelo FIT (14,16 uM), comparado ao quimioterapico Dox.
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Tabela 2. Danos citogenéticos do FIT avaliados em linhagem HL-60 apds 72h de exposi¢ao por meio do
teste de micronucleos com bloqueio de citocinese.

Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade
Linhagem HL-60
Microntcleos 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+ 11,3 415+ 7,772 26,00 + 2,802 1,07 £ 0,0022 1,16 £ 0,0072
FIT 4,72 uyM 9,50 + 3,53 13,0 £ 1,41a# 11,00 + 2,42z 1,55+ 0,12a# 1,36 + 0,14a#
FIT 7,08 uM 12,50 + 3,452 19,5 + 2,21ab# 25,00 £ 4,2320 1,30 + 0,08a0# 1,24 + 0,07a*
FIT 14,16 uM 26,00 % 5,652bc 39,0 + 5,652be 28,50 + 2,122b 1,33 £ 0,12a0# 1,24 £ 0,052

Valores representam a média + desvio padrao de quatro experimentos independentes. CN: células néo tratadas. Dox:
doxorrubicina 2 pg/mL. FIT: fitol. IDN: indice de divis&o nuclear. IDNC: indice de divis&o nuclear considerando apoptose e
necrose. ANOVA, uma via, seguido de pés-teste de Tukey. @ p<0,05 comparado ao grupo CN. b p<0,05 comparado ao FIT
4,72. ¢ p<0,05 comparado ao FIT 7,08. # p<0,05 comparado a Dox.

Na Figura 6 estéo apresentados os marcadores citogenéticos evidenciados para agao citotoxica
e antitumoral do FIT (14,16 uM), tais como micronlcleos, brotos nucleares, pontes nucleoplasmicas,

figuras trirradiais (nucleo trilobulado), bem como apoptose e necrose.

Figura 6. Perfil fotomicrografico de linhagem HL-60 tratadas com fitol (14,16 uM) no teste CBMN. Seta em A: necrose. Seta
em B: figura trirradial. Seta em C: broto nuclear. Seta em D: micronlcleo. Seta em E: apoptose. Seta em F: ponte

nucleoplasmica. Coloragéo com Giemsa 5%. Aumento de 1000X.
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3.5Indugao de apoptose e necrose pelo FIT em cultura primaria de S180 e linhagem HL-60 avaliada

por meio do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese

Como demonstrado pelo IDNC (Tabelas 1 e 2), o FIT, em todas as concentragbes testadas,
induziu significante aumento no numero de apoptose (Figura 7 A) e necrose (Figura 7 B), comparado
com células sem tratamento (CN), indicando sua agdo citotoxica em células tumorais de S180.
Resultados similares foram observados em linhagem HL-60. Cabe ressaltar que foram observadas

diferengas entre as concentragdes de FIT e similaridade de efeitos com a Dox (Figura 7 A e B).

Figura 7. Apoptose e necrose induzidas pelo fitol em cultura primaria de S180 e linhagem HL-60, apds 72h de exposicéo. A:
apoptose. B: necrose. Valores representam a média + desvio padréo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo
tratadas. Dox: doxorrubicina 2 pg/mL. FIT: fitol. ANOVA, duas vias, seguido de pds-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao
grupo CN. # p<0,05 comparado ao grupo CN e FIT 4,72. ® p<0,05 comparado ao grupo CN e FIT nas concentragdes de 4,72
e 7,08 uM. 2 p<0,05 comparado a Dox.
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4 DISCUSSAO

Produtos naturais e seus derivados fitoquimicos historicamente tém sido uma fonte inestimavel
de agentes terapéuticos (DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Muitos terpenoides sdo citotdxicos para
células tumorais e, assim, podem ser usados como quimioterapicos ou como quimiopreventivos (MO;
ELSON, 2004; THOPPIL; BISHAYEE, 2011), como também como adjuvantes em terapias oncolégicas
(GHOSH, 2012). Como observado no estudo, o FIT induziu citotoxicidade em cultura priméria de S180 e
em linhagem leucémica humana HL-60 por inibigdo de viabilidade celular, com resultados similares aos
observados pelo tratamento com Dox, com CEso de 3,23 uM para S180 e 0,75 uM para HL-60.

Atividades citotdxica e antitumoral para o FIT foram observadas em outras linhagens tumorais,
tais como em adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma de prostata PC-3, entre outras (HT-
29 — cblon, A-549 — pulmé&o, Hs294T - pele e MDA-MB-231 — mama), com citotoxicidade demonstrada
em CEsode 8,79 £ 0,41 uM a 124,84 + 1,59 uM (PEJIN; KOJIC; BOGDANQVIC, 2014). Estudos apontam
citotoxicidade do FIT pela inducdo de espécies reativas de oxigénio (SONG; CHO, 2015). Os
diterpenoides, a exemplo do FIT, sdo compostos com grupo OH ativo em seu carbono (C1) (GYAWALLI;
IBRAHIM, 2014; SHAN et al., 2014), podendo induzir a formag&o do radical *OH e gerar danos oxidativos
(SHAH et al., 2014; ISLAM et al., 2015). Cabe enfatizar que o FIT pode causar autodestruicdo de
estruturas celulares e macromoléculas como o DNA (PETIWALA; JOHNSON, 2015; ISLAM et al., 2016).

Analises de toxicidade genética podem ser realizadas por meio do ensaio cometa in vitro e ex
vivo pela avaliagdo de danos ao DNA e capacidade de reparo (CORTES-GUTIERREZ, 2011; AZQUETA
et al., 2014; POURRUT et al., 2015); e, na sua versao alcalina, pode detectar quebras de fita simples
elou duplas, sitios alcali-labeis e danos oxidativos (FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEILL, 1995; FANG et al.,
2015; DAVISON, 2016). Em analise de genotoxicidade com aplicacdo do ensaio cometa, o FIT nas
concentragdes testadas, induziu aumento no indice e frequéncia de danos ao DNA em cultura primaria
de S180. Além disso, em estudo de mecanismo para genotoxicidade em S180, o diterpenoide apresentou
similaridade de danos oxidativos comparados ao peroxido de hidrogénio (Figura 4). Como citado
anteriormente, o FIT pode gerar radical *OH (SHAH et al., 2014), como também induz aumento dos niveis
de TBARS, mas néo age como oxidante direto. Ele reduz citocromo ¢, induz peroxidagao lipidica e diminui
as defesas antioxidantes enzimaticas, a exemplo da GSH (LEIPNITZ et al., 2010).

O FIT pode induzir aumento na expressao de receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma, dependente da atividade de luciferase em células de hepatocarcinoma (HepG2) de forma
direta; e, indiretamente, por seu metabdlito acido fitanico (GOTO et al., 2005), que também pode inibir a
histona deacetilase (Hdac2) e induzir morte celular, com efeitos citotdxicos associados a caspase-9,
como observado em células neuronais (NAGAI, 2015). Além disso, pode gerar radicais livres durante a
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B-oxidagcdo (TAMATANI et al., 1999), ocasionando estresse oxidativo e, consequentemente, lesdo no
DNA (STADELMANN-INGRAND; PONTCHARRAUD; FAUCONNEAU, 2004). Por outro mecanismo, 0s
inibidores de poli-(ADP-ribose) polimerase (PARP), como o FIT, danificam o DNA e podem inibir vias de
reparo, tais como o reparo por excisdo de bases. Portanto, sdo promissores para associagao com drogas
antineoplasicas (ROLEAU et al., 2010; VELIC et al., 2015).

Os danos genotdxicos podem desencadear instabilidade genémica néo reparada, com potencial
para causar mutagdes no DNA (ZHANG et al., 2014). Isso pode ser decorrente da capacidade de lesbes
Nos Cromossomos, rearranjos, ndo disjungéo, amplificagdo de genes, necrose e apoptose, resultando na
formacdo de micronucleos (principalmente a partir de quebras de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros, ndo segregados durante o fuso mitético, quando a célula se divide) (BHATIA,
KUMAR 2013). A instabilidade cromossomica contribui para as neoplasias humanas, por mé segregacéao
cromossdmica, aneuploidia, assim como os danos ao DNA, mutagdes e translocagdes cromossdmicas.
Um estudo anterior apontou que essas alteragdes cromossémicas podem contribuir para a formagéo de
micronucleos, um marcador biolégico do cancer (BAKHOUM; COMPTON, 2012).

O FIT induziu mutagenicidade pelo aumento de anormalidades nucleares do tipo micronucleos,
pontes e brotos nucleares em cultura primaria de S180 e em HL-60, levando a citotoxicidade determinada
pelo IDN. O aumento da frequéncia de micronucleos esta associado com deficiéncias nas respostas de
danos ao DNA. Os micronucleos representam fragmentos e/ou perdas de cromossomos inteiros (MALUF;
ERDTMANN, 2001). Além disso, sdo marcadores para detectar agentes clastogénicos e aneugénicos
em compostos genotoxicos e mutagénicos (KIRSCH; VOLDERS et al, 2011). As pontes
nucleoplasmaticas sao oriundas de reagrupamentos de cromossomos e fuséo de telémeros (FENECH,
2000; STEWENIUS et al, 2005) e os brotos nucleares representam amplificacdo de DNA, em que a
telomerase possui papel importante nessa alteragéo citogenética (FENECH, 2000; FENECH et al., 2011).
Manifestagdes de amplificagédo génica estdo associados com fendtipo maligno e podem surgir durante o
ciclo celular oriundos de material extracromossémico (SHIMIZU, 2009).

A extensao do dano observado no DNA também depende da liberagdo de enzimas degradativas,
as quais sao liberadas durante os processos de apoptose e necrose, tais como as proteinas pro-
apoptoticas caspases-8/9/3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). Entretanto, disfungdo mitocondrial pode liberar
fatores pro-apoptoéticos (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 importancia para
sobrevivéncia celular (DEVOS; SCHREIBER; DANTZER, 2012; ZIEGLER; OEIl, 2001). Entretanto,
estudos também apontam que o PARP1 esta implicado em apoptose (YU et al., 2002) ou necrose (HA,;
SNYDER, 1999).
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Aindugéo de apoptose e inibigao de proliferagao celular, ambos por diferentes mecanismos, tém
sido usadas para estudos de fitoquimicos com atividades antitumorais (BEEVI et al. 2010). O FIT induziu
apoptose em cultura primaria de S180 e em HL-60. Entretanto, a indugdo de necrose foi observada
apenas para a maior concentragéo 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 indugéo de
apoptose dependente de caspases. Ele pode, ainda, aumentar o numero de células em G1, como
também cliva a poliadenosina difosfato ativada por caspases-9/3 e Bax, que atenuam, em mitocdndrias,
a expressao 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 agao
quimiopreventiva e propriedades antitumorais (ZHAO et al., 2015), como observado em terpenoides
isolados de 6leos de sandulo em células MCF-7 (p53 selvagem) e em células MDA-MB-231, por inibi¢ao
de viabilidade celular e proliferagéo e indugéo de apoptose com efeitos menos citotoxicos em células nao
tumorais, por ativacdo de caspases-8/9 e forte clivagem da proteina PARP em ambas as células
(SANTHA et al., 2013).

O FIT também induziu apoptose em células de adenocarcinoma gastrico AGS, como observado
pelo aumento de células na fase mitética sub G1, baixa regulagao de Bcl-2, superexpressao de Bax,
ativacdo de caspases-9/3, clivagem de PARP, despolarizacdo de membranas mitocondriais, indugéo de
autofagia e citotoxicidade pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e decréscimo da
expressdo do gene p62 (SONG; CHO, 2015). De forma dependente da concentragdo, o FIT inibiu em
55% a invasao de células tumorais MDA-MB-231, principalmente na concentracdo de 1 uM. Também foi
observado que o FIT induziu autofagia pelo aumento de organelas com enzimas acidas (SONG et al.,
2015).

Cabe enfatizar que a necrose também é modulada por PARP1 via indugdo de danos ao DNA.
Alguns estudos sugerem que essa proteina medeia morte celular (MOUBARAK et al., 2007; BREDHOLT
et al., 2015). Estes mecanismos sdo também relatados para a Dox, incluindo aumento da respiragéo
mitocondrial, indugdo de danos ao DNA via ERO’s, geragédo de 6xido nitrico com inibigdo de PARP1,
além de alteragdes do ciclo celular. Entretanto, os efeitos da Dox n&o inibem p53, sugerindo que o

antineoplasico induz necrose dependente de PARP1 e independente do gene TP53 (SHIN et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

O FIT, em todas as concentragdes, induziu citotoxicidade e efeito antitumoral em cultura primaria
de S180 e em linhagem leucémica humana HL-60, de forma similar aos efeitos da Dox especialmente
na maior concentragéo. O efeito antitumoral foi observado por diferentes mecanismos citogenéticos: (1)
inducdo de citotoxicidade pela redugdo de viabilidade celular; (2) indugdo de genotoxicidade,
possivelmente associado ao estresse oxidativo; (3) mecanismos clastogénicos e/ou aneugénicos pela
indugéo de micronucleos; e (4) mecanismos de anormalidades nucleares indicativas de citotoxicidade
pela diminui¢do de IDN e IDNC e indugéo de apoptose e necrose. Esses resultados sugerem que o FIT

pode ser utilizado em formulagdes farmacéuticas como alternativa para terapia oncologica.
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Capitulo 4

Perfil toxicogenético do fitol como agente antitumoral em modelo de céncer de

mama induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno em camundongos

llustragdo de Lara Crow, adaptada do periddico Nature Reviews Cancer (2014)

“Investigando maneiras de solucionar o problema chamado cancer”
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QUALIS A1 - Biotecnologia

Resumo

O diterpenoide fitol  (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l) apresenta diversas atividades
farmacoldgicas, especialmente relacionadas a toxicidade, citotoxicidade e oxidagdo. Considerando a
urgéncia de novas formulagdes farmacéuticas para a terapia do cancer de mama, este estudo objetivou
avaliar o efeito antitumoral do fitol em modelo animal de céncer de mama induzido por 7,12-
dimetilbenzantraceno, por meio de analises hematoldgica, bioquimica, histopatologica e imuno-
histoquimica para Ki-67, bem como citogenéticas (danos ao DNA e reparo), em células neoplésicas
(carcinoma mamario) e ndo neoplasicas (medula 6ssea, linfocitos de sangue periférico e figado), com
aplicagdo do ensaio cometa. Quinze camundongos fémeas (n=5/grupo), ndo gestantes, foram
submetidas a indugdo do cancer de mama, durante 7 semanas com o 7,12-dimetilbenzantraceno (6
mg/kg, v.0.), e terapias com fitol (14 mM/kg, v.0.) e ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.), por 2 semanas ap6s
deteccdo de tumores mamarios; enquanto que cinco animais ndo expostos ao pro-carcinégeno, foram
utilizados no grupo controle, tratado apenas com azeite de oliva (10 mL/kg, v.0.). A formagao de tumores
mamarios foi comprovada pela histopatologia. Na dose testada, o fitol ndo apresentou toxicidade frente
aos parametros hipocraticos e comportamentais, bem como nado induziu alteragbes histopatoldgias
malignas em mama, nem expressiva marca¢do para Ki-67, sugerindo baixa proliferagéo celular,
comparado ao prd-carcinégeno. Por outro lado, o fitol demonstrou alteragdes hematologicas e
bioquimicas em enzimas hepaticas. O fitol teve efeitos modulatérios sobre o pré-carcindgeno e, também
induziu genotoxicidade e apoptose em células normais, mas, de forma proeminente em tecido neoplasico
de mama. Esses dados apontam que o fitol induz baixa toxicidade, genotoxicidade e apoptose em células
nao tumorais (sangue periférico, medula éssea e figado), mas, de forma contréria, induz expressivos
danos em células neoplasicas (mama), indicando potencial para formulagdes farmacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: fitol, cancer de mama, ensaio cometa, apoptose.
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama (CM) é uma doenga multifatorial, prevalente em pacientes idosas (ARRARAS
et al., 2016), apresentando mais de 1,7 milhes de casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHE;
ELDEIB, 2016). A doenga € a principal causa de morte entre as mulheres em todo 0 mundo, o que suscita
mais estudos relativos a quimioprevencao e quimioterapia (DONEPUDI et al., 2014), com estratégias
terapéuticas citotdxicas e preventivas, especialmente, com menor toxicidade sistémica
(PRATHEESHKUMAR et al., 2012).

Os modelos animais de carcinogénese quimica sdo importantes para pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos/quimiopreventivos (HOLLERN; ANDRECHEK, 2014;
KEMP, 2015). O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) & um pré-carcindgeno, que requer ativagéo
metabdlica por enzimas citocromo P450 (CYP1A1 e CYP1B1), para formar o metabdlito
dihidrodiolepéxido, (RUSSO; RUSSO, 1996; LISKA et al., 2011), capaz de induzir carcinogénese
mamaria (LIU et al., 2016), por mecanismos de formagédo de aduto ao DNA e rupturas da fita dupla de
DNA, mesmo com atuagao de enzimas de reparo (SAMUELSON et al., 2012; BHOWMIK et al., 2013).

As drogas utilizadas no tratamento de neoplasias, de maneira geral, apresentam atividade
citotoxica. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos citotoxicos ndo agem especificamente
sobre células neoplasicas, afetando também células normais, resultando em uma ampla gama de
reagdes adversas (FREEDMAN; PATRIDGE, 2011; ADAO et al., 2013). Assim, é importante a avaliagéo
de riscos toxicogenéticos, em todas as etapas da terapia oncoldgica, para compreesao da biologia do
cancer e recorréncia, com impacto no diagnéstico e eficacia terapéutica (ABRAMCZYK; BROZEK-
PLUSKA, 2016). Os biomarcadores citogenéticos tém despertado atencdo da comunidade cientifica pelo
fato de serem potenciais indicadores de efeitos biologicos de importancia para oncologia. O ensaio
cometa é um teste de avaliagao de danos ao DNA em células individualizadas (GUNASEKARANAL ; RAJ;
CHAND, 2015). Em sua vers&o alcalina, 0 ensaio detecta quebras de fitas simples e/ou duplas, sitios
apurinico e apirimidinicos, danos oxidativos e eficacia de reparo (DUSINSKA, COLLINS, 2008; CORTES-
GUTIERREZ et al., 2012), sendo amplamente utilizado em pesquisas néo clinicas para investigagéo de
novos agentes antitumorais, por exemplo, de origem natural (TYAGI et al., 2011; PLACE et al., 2003).

Os produtos naturais, oriundos de plantas terrestres, s@o alternativas para formulagbes
farmacéuticas, especialmente para as terapias oncoldgicas, por mecanismos associados a indugao de
apoptose (YAACOB et al., 2015). Os compostos bioativos, derivados de plantas, ndo s6 podem serem
diretamente utilizados como agentes terapéuticos, mas também podem servir como protétipos no
desenvolvimento de farmacos potenciais para o tratamento de varias doengas em seres humanos
(MALLA; GAUCHAN; CHHETRI, 2015). Os terpenoides, diversificada classe de substancias naturais, ou

186



metabdlitos secundarios de origem vegetal, foram investigados quanto aos efeitos antitumorais em
diferentes tumores celulares, destacando o potencial destas substéncias como quimioterapicos ou
quimiopreventivos (MO; ELSON, 2004; THOPPIL; BISHAYEE, 2011), assim como adjuvantes em
terapias oncologicas (GHOSH, 2005). O fitol, FIT, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l), € um
diterpenoide derivado da estrutura da clorofila, abundantemente presente na natureza e com diversas
atividades farmacologicas, 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), ansiolitica (COSTA et al., 2014), antidepressiva (COSTA et
al., 2011), antinociceptiva (SANTOS et al., 2013), antiespasmddica (PONGPRAYOON et al., 1992) e
antiteratogénica (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002).

A descoberta de bioativos naturais, com base em biomarcadores, assume importancia para o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas contra o cancer, como estratégias para o aprimoramento
das terapias atuais. Cabe enfatizar, que boa parte dos farmacos utilizados, com capacidade de modificar
o DNA, apresentam diversas desvantagens, como os efeitos colaterais sistémicos. Assim, o
monitoramento da formacao e o nivel de danos ao DNA, sdo importantes para estratificar e prever a
eficacia da terapia oncolégica (STORNETTA et al., 2017). O presente estudo avaliou os efeitos
antitumorais do FIT em relagdo a frequéncia, indice e reparo de danos ao DNA, bem como a indugéo de
apoptose em diferentes tecidos de camundongos fémeas, com cancer de mama induzido pelo DMBA,
por meio da aplicagdo do ensaio cometa, associado a analises de alteragdes comportamentais,

bioquimicas, hematoldgicas, histopatologicas e imuno-histoquimica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e quimicos

O FIT e todos os demais produtos quimicos e reagentes necessarios para a realizagéo 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 Sédio. 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 citotoxicos 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 Ciéncias
Agrarias — CCA, da Universidade Federal do Piaui. Para o monitoramento toxicogenético do DMBA,
camundongos (Mus musculus) fémeas, da linhagem Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas de idade, ndo
gestantes e pesando entre 20 a 50 g, foram submetidas a aclimata¢do por uma semana, sob condigdes
monitoradas de temperatura equivalente a 25 + 1°C, e um ciclo de 12 horas claro/escuro, com livre
acesso a ragao tipo pellets (Purina®) e agua. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: (1) azeite
(azeite de oliva 10 mL/kg, v.0.); (2) DMBA (6 mg/kg, v.0.); (3) FIT (14 mM/kg, v.0.) e (4) ciclofosfamida
(25 mg/kg, i.p.). A quantidade de animais foi estabelecida de acordo com o guia da Organizagéo para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD n°® 489, 2014). Todos os experimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Piaui (#167/16, ANEXO E).

2.3 Indugéo do cancer 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.0.); os demais grupos foram tratados com DMBA (6 mg/kg, v.0.), por 7
semanas. Todos os animais utilizados foram pesados e a dose individual foi calculada baseada no peso
(BARROS et al., 2013). A formagao do tumor foi monitorada durante 7 semanas, por palpagdes fisicas e
mensuragéo do didmetro com o uso de um paquimetro digital. Apds a detecc¢do do tumor mamario, 2
grupos (n=5/grupo), tiveram a administracdo com DMBA interrompida e receberam terapia com FIT (14
mM/kg, v.0.) e ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.), respectivamente, por 2 semanas. Apés o tratamento dos
animais, ambas as linhas mamarias foram ressecadas e submetidas a necropsia completa, para
avaliagdo macro e microscopica de neoplasias primarias. O produto das ressec¢des mamarias e da
necropsia foram encaminhados para exame macroscopico (com especial atengéo a determinagéo das
dimensdes e alteragbes a superficie de corte das pecas), fixagdo em formalina 10% tamponada e

processamento histotécnico automatico, para inclusédo em parafina.
2.4 Avaliagao histopatolégica
Para a andlise histopatoldgica, os fragmentos de tecido mamario foram fixados em formaldeido

a 3,5% em tampao fosfato (pH 7,6), adicionado solugdo de sacarose a 1% e armazenados durante 12h
a 4°C, até a sua utilizagao. A fixacdo foi processada durante 20h, seguida por desidratagédo das pecas
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em dilui¢des crescentes de etanol/agua (50, 70, 90 e 95%, v/v). O material seco foi imergido em xileno
PA e lavados duas vezes em parafina, antes de finaimente serem emblocados (BEHMER; TOLOSA,;
NETO, 1976). Os blocos obtidos foram seccionados (4 uM), em micrétomo e as secg¢des distendidas em
laminas. Por conseguinte, as secgdes distendidas foram desparafinizadas em trés banhos sucessivos de
xileno PA e desidratadas em dilui¢des decrescentes de etanol, conforme supracitado. Em seguida, as
laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) e finalmente, apds lavagem

e secagem, as laminas foram cobertas por laminulas com auxilio de balsamo do Canada.

2.5 Perfil imuno-histoquimico (Ki-67)

Secgdes de 3 um foram preparadas a partir dos blocos confeccionados, conforme supracitado.
Apbs a desparafinagdo, a recuperagédo antigénica foi realizada com tampé&o citrato (pH 6,0), por 20
minutos a 95°C. A peroxidase enddgena foi bloqueada com 3% de H202, durante 10 minutos, para reduzir
a ligagdo ndo especifica. Em seguida, as secgdes foram incubadas com anticorpo primério, Ki-67 (MIB-
1, Dako), diluidos em diluente de anticorpo por 1h. Os locais de ligagdo ao anticorpo foram visualizados
pela incubacdo com solugdo de diaminobenzidina-H202 (DAB, Dako). Uma secgéo de tecido normal
(mama dos animais tratados com azeite) foi utilizada como controle. A imunorreagéo foi analisada
semiquantitativamente, de acordo com os critérios estabelecidos por Van Slooten e colaboradores
(1996), considerando a intensidade da coloragdo no citoplasma de 400 células, analisados em
microscépio (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 coloragdo acastanhada no

citoplasma sera adotada como padréo para positividade da imunorreacgéo (LI et al., 2015).

2.6 Monitoramento toxicoldgico durante a inducao do cancer de mama e terapia com FIT

2.6.1 Andlise hipocratica

Durante as semanas de tratamento, os animais experimentais foram monitorados quanto as
possiveis alteragdes da atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, contor¢éo, reflexo
de endireitamento, ténus muscular, for¢a para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores,
convulsdes, calda em straub, hipnose, anestesia, lacrimagao, ptose palpebral, micgédo, defecacao,
piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte, 30 minutos e 1h ap6s administragéo

semanal dos compostos.
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2.6.2 Campo aberto

O aparato do teste de campo aberto consistiu de uma caixa em acrilico (paredes transparentes
e piso preto, com didmetro de 40 x 15 cm de altura), dividido em nove quadrados de iguais dimensdes
(ARCHER, 1973). Apds 30 minutos e 1h de cada administracéo, cada animal foi colocado individualmente
no aparato, sendo avaliado o nimero de cruzamentos com as quatros patas pelas divisdes do aparato
(atividade locomotora espontanea), frequéncia do comportamento de autolimpeza e nimero de
levantamentos das patas dianteiras, sem apoiar-se nas paredes do aparato. Apds cada avaliagdo
individual, foi realizada a assepsia do equipamento com alcool 70%. O campo aberto foi repetido a cada

semana de tratamento.

2.6.3 Rota rod

Geralmente, o teste de rofa rod é utilizado para a avaliagdo da coordena¢do motora e
relaxamento muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, ap6s 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 cilindrica giratoria, de ago inoxidavel, com 25 mm de
didmetro, a uma velocidade de rotagdo de 17 rpm, por um periodo de 3 min. O tempo de permanéncia
na barra em segundos (TP), e o nimero 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 Eutanasia e coleta dos 6rgaos

Apo6s 7 semanas de tratamento, os animais foram sacrificados por sobredose de solucao
anestésica (pentobarbital sédico + xilazina [1:1], i.p.). O coracdo, pulm&o, figado, bago e rim foram
imediatamente separados em caixa de gelo. Os 6rgdos foram lavados com solugéo tampéo fosfato-salino
(PBS, pH 7,4), pesados e conservados em solugéo de formalina a 10%, por 24h e posterior manutencéo

em solugéo de alcool 70%.
2.6.5 Analise bioquimica e hematoldgica
Para a andlise bioquimica, o sangue do coragao foi colhido logo apds eutanasia dos animais, e

centrifugado a 4000 x g, durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma analise bioquimica

automatica, em aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest®, para os parametros de ureia,
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creatinina, aspartato aminotranferase (AST) e alanina aminotranferase (ALT). Na avaliagao
hematologica, o numero de eritrocitos, teor de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), foram determinados como séries vermelhas, enquanto que o nimero de leucocitos, neutrdfilos,
linfocitos, eosindfilos e mondcitos em séries brancas, e plaquetas. A analise foi realizada em aparelho

hematol6gico automatico (Advia 120/Hematology Siemens).

2.6.6 Ensaio cometa em diferentes tecidos

A versé&o alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Hartmann (2005).
Aliquotas de 10 pL de sangue periférico caudal dos camundongos foram coletadas durante a 1°, 3° e 7°
semana de tratamento com DMBA, e 12, 32, 42 5% 62 e 72 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
ML) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. Além disso, aliquotas de 10
ML do homogenato dos tecidos figado, medula 6ssea e mama direita foram processados conforme
supracitado. As laminas foram mergulhadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10 com adi¢éo de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C.
Em seguida, as laminas foram incubadas em tampao 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 25V (0.90 V/cm), por
15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as Iaminas foram neutralizadas com tampé&o Tris 0,4 M, pH
7,5 e coradas com solugéo de prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia
de danos (FD). O ID foi calculado por meio da formula: ID = Z (niumero de células em determinada classe
de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400; e FD pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células

classe 0.

2.6.7 Andlise estatistica

A fim de determinar as diferengas entre os tratamentos, dados expressos como a média + desvio
padréo foram comparados por anélise de variancia (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 Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em ftriplicata, a partir de avaliagdes

biologicas independentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise toxicolégica durante a indugao do cancer de mama e terapia com FIT

3.1.1 Monitoramento hipocratico e comportamental

Durantes as 7 semanas de tratamento, nos diferentes grupos, ndo foram evidenciadas alteragdes

hipocraticas sugestivas de toxicidade. Os dados do monitoramento comportamental, durante a indugéo

do cancer de mama, com DMBA, e terapia com FIT (14 mM/Kg), estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil comportamental e atividade locomotora de camundongos fémeas, durante 7 semanas de

tratamento com azeite e DMBA, e terapias com CPA e FIT.

Grupos e semanas de

Parametros comportamentais e atividade locomotora

Campo aberto Rota rod

tratamento Cruzamento  Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ
S1 83,2 +20,6 5,00 +2,14 12,0 £ 6,16 180,0 £ 0,00 0,40 £ 0,02
$2 81,0+ 16,8 14,4 £ 3,05 24,0748 1744 £743 1,40 £ 0,89
Azeite $3 83,6 + 33,4 11,4+5,12 24,0+19,5 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
10 mLikg S4 57,2 £ 9,44 14,0 £2,91 16,8 £ 2,16 176,8 £ 7,15 0,00 + 0,00
S5 55,0 + 14,8 12,6 £6,10 12,8 £ 6,26 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
S6 522 +214 9,80 + 4,08 13,6 £ 8,05 180,0 £ 0,00 0,00 £ 0,00
S$7 370+264 8,40+ 11,3 9,60 + 5,55 180,0 £ 0,00 0,00 +£ 0,00
S1 68,2 £ 23,0 9,60 + 4,82 20,6 £5,94 167,0£ 17,0 1,40 £ 0,67
S2 82,0+ 30,0 15,8 £ 6,14 27,2 £ 4,60 176,0 £ 6,92 0,40 £0,28
DMBA S3 65,0 + 14,6 11,2+£1,30 19,6 + 3,43 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
6 mglkg S4 76,8 £ 11,3 15,8 £7,59 19,4+ 10,6 176,6 £ 7,60 0,60 +0,12
$5 76,4 + 18,9 15,4 £13,9 20,4 +4,03 1742 £8,13 0,80 +£0,32
S6 62,2 £ 24,3 11,4+472 26,6 £12,1* 180,0 £ 0,00 0,00 +£ 0,00
S7 60,8 7,19 14,7+10,3 19,8 +7,08 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
S1 48,0 + 27,0 10,6 4,72 17,2+ 10,2 153,0 £ 14,3 5,80 £ 3,11
S2 68,8 £ 24,7 22,2148 19,6 £ 9,50 13721479 3,80 £4,43
CPA S$3 64,0 14,9 14,0 £ 5,91 19,4 £ 4,09 167,0+£ 17,8 1,40 £ 1,67
25 mglkg S4 76,6 + 25,0 12,6 £8,32 26,0 £ 5,09 165,0 £ 14,6 1,20 £1,32
$5 64,0 £23,8 15,0 £ 5,47 19,6 3,78 162,4 £14,0 2,20 £ 1,92
S6 52,4 + 25,0 12,0 £9,02 25,0 + 8,33 178,6 £ 3,13 1,80 £ 1,30
§7 516+18,8 19,4 + 6,54 32,0 + 6,32 168,0 £ 9,48 0,20 + 0,44
S1 772177 15,2+ 9,68 8,20 £ 4,15 169,2 + 14,7 0,80+ 0,28
$2 62,6 +30,3 13,4 £9,50 16,4 £ 5,07 173,8 £6,49 1,60 £ 1,34
FIT $3 346+157 17,2+7,39 19,0 £ 6,10 180,0 £ 0,00 0,00 +£ 0,00
14 mMikg S4 43,2 +20,2 12,8 £ 6,41 13,2+ 6,98 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
S5 24,2 +5,26 17,6 £ 5,22 8,00 £ 2,82 1744 + 3,64 1,20+0,20
S6 23,0+8,88 21,6 £ 9,00 174 +£7,92 176,4 + 3,50 1,20+0,28
S7 35,0 + 25,5 11,0 £ 3,53 7,40 £423 172,4 £ 8,29 1,60 £ 0,51

Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA:
ciclofosfamida. TP = tempo de permanéncia. NQ = nimero de quedas. S: semana de tratamento. ANOVA (duas vias), pés-

teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite, na mesma semana.

Como observado, a terapia com FIT ndo induziu alteragdes nos parametros comportamentais e alteragdes

na atividade locomotora dos animais, comparado ao grupo controle (Azeite).
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3.1.2 Perfil hematoldgico e bioquimico ap6s indugao do cancer de mama e terapia com FIT

Apobs 7 semanas de tratamento foram observadas alteragdes hematoldgicas induzidas pelo DMBA, para
mondcitos e plaquetas. O grupo FIT apresentou alteragdes em mondcitos e neutrdfilos, acompanhadas de
alteragbes bioquimicas para enzimas hepaticas, comparadas ao Azeite (Tabela 2). O FIT foi administrado a partir
da 6% semana, quando houve deteccédo de tumores mamaérios, apds um longo periodo de tratamento com DMBA,

0 que pode justificar as alteragdes bioquimicas observadas.

Tabela 2. Perfil hematoldgico e bioquimico de camundongos fémeas, apds indugdo do cancer de mama
com DMBA e terapia com FIT.

Grupos
Perfil Hematolégico Azeite 10 mL/kg DMBA 6 mg/kg CPA 25 mglkg FIT 14 mM

Série vermelha
HEM (10"2/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 + 327 54,2 +1,49 56,5 + 2,86 54,2 +1,63
VCM (fL) 55,6 + 4,41 57,9232 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 £ 2,60 274 £ 0,91 28,5+ 1,66
Série branca
Leucdcitos (p/mm3) 3650 £ 1372,6 3327,5+672,3 3398,0 + 840,7 2970,0 + 888,7
Neutrdfilos (109/L) 9,87 +1,42 11,95 £ 2,40 8,76 + 2,51 3,66 + 3,08*
Linfocitos (109/L) 74,3 £5,38 78,27 £ 4,43 77,8 £4,62 86,3 £ 4,03
Eosindfilos (109/L) 0,2+0,05 1,5+1,02 0,14 £ 0,05 0,12+ 0,04
Monacitos (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 Bioquimico Azeite 10 mL/kg DMBA 6 mg/kg CPA 25 mglkg 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* 1477 £22,2¢

Os valores representam a média + desvio padrao (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantracene. CPA: ciclofosfamida. HEM:
hemécias; HGB: hemoglobina, HTC: hematdcrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentragdo de hemoglobina corpuscular média. ANOVA (duas vias), pos-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite.

3.1.3 Perfil histopatoldgico e imuno-histoquimico (Ki-67) em mama de animais tratados com DMBA e

terapia com FIT

Alteragbes hitopatoldgicas e perfil imuno-histoquimico 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 caracteristicas macroscdpicas, bem como por apresentar maior peso
tecidual, comparada a mama esquerda. O perfil histopatologico da mama direita dos animais tratados
com DMBA, apresentou caracteristica de carcinoma, com presenca de ductos ndo uniformes; atipia de
células ductais; contorno nuclear irregular; basofilia e hiperplasia ductal atipica. Além disso, verificou-se
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também que havia tecido conjuntivo misturado com a les&o, sugerindo carcinoma ductal invasivo;
acompanhado de intensa proliferagdo celular, congestéo vascular e hipercromatismo nuclear. Por outro
lado, na mama direita dos animais que receberam terapia com FIT (14 mM/kg), ndo foram observadas
caracteristicas histopatologicas de carcinoma, com auséncia de areas de necrose, embora com presencga
de congestéo vascular, hipercromatismo nuclear e hiperplasia ductal usual, mas sem caracteristicas de
malignidade (Figura 1).

Indicativos de proliferacdo celular também foram evidenciados durante a indugdo do cancer de
mama com DMBA, pela expressiva marcagdo imuno-histoquimica para Ki-67. Entretanto, apos a terapia
com FIT, a marcagao para proteina Ki-67, na mama direita dos animais foi mais moderada, indicando

possiveis redugdes de proliferagéo celular (Figura 2).
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Figura 1. Perfil histopatolégico da mama direita de camundongos fémeas, apés 7 semanas de tratamento com DMBA (A, B e C) e terapia com fitol (D, E e F). A: hiperplasia ductal atipica (seta
preta); célula com citoplasma rico em glicogénio (seta branca). B: Tecido conjuntivo misturado com les&o, sugerindo carcinoma invasivo. C: basofilia. D: hiperplasia ductal usual. E: congestao

vascular. F: hipercroma

7

tismo nuclear. Coloragdo H&E (aumento de 200X).
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Figura 2. Perfil imuno-histoquimico de proliferagéo celular (Ki-67), analisado em mama direita de camundongos, apds 7
semanas de indugéo do cancer com DMBA e terapia com fitol (14 mM/kg). A: controle (Azeite) — leve marcagéo (21%, +). B:
DMBA — expressiva marcagéo (87%, +++). C e D: FIT — moderada (46%, ++) e leve (24%, +) marcago, respectivamente.
Score mensurado pela contagem individual de 400 células com citoplasma acastanhado (aumento de 200X).

3.1.4 Peso de drgéos apos inducédo do cancer de mama com DMBA e terapia com FIT

Né&o foram observadas alteragdes no peso dos 6rgaos (figado, bago, rins, coragéo e pulméo) dos
animais tratados com DMBA, bem como durante terapia com FIT e CPA. Entretanto, para a mama direita
dos animais, a que apresentava caracteristica de carcinoma, foi observado aumento do peso apds
tratamento com DMBA, e significante redugdo do peso apos 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 6rgéos de camundongos fémeas, ap6s 7 semanas de tratamento com DMBA e terapia com fitol.
Valores representam a média + desvio padréo (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, pds-teste de Tukey).
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3.1.5 Genotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais durante a indugdo do cancer de mama com
DMBA e terapia com FIT

O DMBA induziu genotoxicidade, como um dos mecanismos de instabilidade genética, pelo
aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA, em relagdo ao grupo azeite. Por outros aspectos, o
FIT, assim como a CPA, também induziu genotoxicidade em tecido neoplasico (mama). Entretanto, em
tecidos ndo neoplasicos, tais como figado, medula 6ssea e linfécitos de sangue periférico, o FIT induziu

menos danos ao DNA, como observado pelo indice de danos comparados ao DMBA e a CPA (Figura 4).
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Figura 4. Estudo de genotoxicidade em células neoplasicas (mama) e néo neoplasicas (medula 6ssea, figado e linfécitos de
sangue periférico) de camundongos fémeas, apds 7 semanas de indugdo do cancer com DMBA (6 mg/kg) e terapia com fitol
(14 mM/kg). Valores representam a média + desvio padréo (n = 5). FIT = fitol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA =
ciclofosfamida (25 mg/Kg). ANOVA (uma via), pos-teste de Tukey. 2 p<0,05 comparado ao Azeite.? p<0,05 comparado ao
DMBA. ¢ p<0,05 comparado a CPA.
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3.1.6 Avaliagédo da capacidade de reparo de danos ao DNA em linfécito de sangue periférico apds

tratamento com DMBA e terapia com FIT

Os danos induzidos pelo DMBA, em linfécitos de sangue periférico, analisados pelo aumento do
indice de danos, nao foram reparados, como observado na 3% e 72 semanas. No entanto, efeitos
sugestivos de reparo foram observados para o FIT na 6% semana. Nao foram observadas alteragdes
significantes para a frequéncia de danos, induzida pelo DMBA, em relagéo a 1? semana; 0 mesmo nao

foi observado para o FIT (Tabela 3).

Tabela 3. Estudo de reparo de danos ao DNA, em linfécitos de sangue periférico de camundongos
fémeas, durante a inducdo do céncer de mama com DMBA (avaliagdo da 1%, 3% e 72 semanas de
tratamento) e terapia com FIT (6% e 7¢ semanas).

Semanas de tratamento

DNBA g ¥ I
ID 60,6 +838 221,2 +27 42 251,4 £ 8,0
FD 86,427 89,2+3,8 92,4 +2,6
FIT e 3 & 5 N

ID 508+ 11,4 98,6 20,9 89,2 + 9,02 138,0 £ 35,62 92,6 £ 15,22cd  114,8 + 16,6abcde

FD 43660 834+%742 82,8 + 4,02 87,0+9,1a 89,0 + 3,62 92,4 + 4,62

Valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). FIT = fitol 14 mM/kg. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg.
ID = indice de danos. FD = frequéncia de danos. ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey. 2 p<0,05 comparado a 12 semana.
b p<0,05 comparado a 32 semana. ¢ p<0,05 comparado a 42 semana. ¢ p<0,05 comparado a 5% semana. ¢ p<0,05
comparado a 62 semana.

3.1.7 Avaliacdo do possivel efeito antigenotdxico do FIT em relagao ao tratamento com DMBA

Em estudos genotéxicos do tratamento com DMBA (6 mg/kg), e terapia com FIT (14 mM/Kg), foi
possivel observar que o FIT pode modular os efeitos genotdxicos do DMBA, especialmente em relagéo
aos indices de danos ao DNA de linfocitos de sangue periférico, indicando possiveis efeitos
antigenotdxicos do bioativo em células ndo neoplasicas. Esses dados foram comparados com os danos

genotoxicos induzidos pelo tratamento com DMBA apds 7 semanas de tratamento (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de modulag&o induzido pelo fitol, na genotoxicidade produzida pelo DMBA em linfécitos de sangue periférico.
A: indice de danos. B: Frequéncia de danos. Valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). FIT = fitol 14 mM/kg.
DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. ANOVA (duas vias), pos-teste de Bonferroni. * p<0,05 comparado ao grupo
tratado apenas com DMBA na mesma semana.
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3.1.8 Efeitos apoptéticos apos indugéo de cancer de mama com DMBA e terapias com FIT e CPA

O FIT, assim como a CPA, induziu aumento nos percentuais de apoptose, pela dissolugéo
nuclear, em células neoplasicas de mama, quando comparado com o DMBA e azeite. Entretanto, em
células de tecidos ndo neoplésicos, tais como figado, medula 6ssea e linfocitos de sangue periférico, o
FIT induziu menor percentual de apoptose, comparado ao DMBA, como também em relacdo a CPA
(Figura 6).

Figura 6. Avaliagao do percentual de apoptose em diferentes tecidos de camundongos fémeas, apés 7 semanas de indugéo
do cancer de mama com DMBA e terapia com fitol. Valores representam a média + desvio padréo (n = 5). FIT = fitol. DMBA
=7,12-dimetilbenzantraceno. CPA = ciclofosfamida. ANOVA (duas vias), pds-teste de Tukey. p<0,05 comparado ao Azeite?,
DMBAP e CPAc,
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4 DISCUSSAO

A avaliagao de parametros toxicologicos pode fornecer conhecimentos de importancia para a
caracterizacdo de alteragbes fisioldgicas, hematoldgicas, bioquimicas, anatomo e histopatologicas
compativeis com os efeitos toxicos de substancias quimicas naturais e/ou sintéticas sob investigagdo em
diferentes modelos, inclusive estudos de carcinogénese (ANVISA, 2013). Muitos tumores em animais
experimentais sao induzidos por meio do DMBA, devido a capacidade que esse pro-carcindgeno tem em
promover instabilidade genética, como mecanismo para a tumorogénese maméria (LIU et al., 2015).
Comumente utilizado em modelos de estudos moleculares de importancia para a terapia oncoldgica
(DEAN et al., 1986), o DMBA pode induzir a formag&o de espécies reativas de oxigénio e danos ao DNA
de células deficientes em BRCA1, gene responsavel pelo controle do complexo de checagem do ciclo
mit6tico (KANG et al., 2013; GANESAN; NTEEBA; KEATING, 2014). Além de mutagdes nesse gene, 0
DMBA induz alteragdes no gene TP53, como também eventos epigenéticos (HSUE et al., 2008). Um
estudo demonstrou que o DMBA induziu toxicidade em varios 6rgdos de roedores, produziu espécies
reativas de oxigénio, induziu a formagao de aduto ao DNA e afetou a atividade das enzimas antioxidantes
plasmaticas, bem como induziu hepatoxicidade (ARORA et al., 2014), o que pode justificar alteragfes de
enzimas hepaticas 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 mamarios na maioria dos animais (68%), confirmado pela
analise histopatoldgica, apontando o modelo de carcinogénese quimica com DMBA, como de importancia
para o desenvolvimento de neoplasias, e que as doses de 1 a 3 mg ou superior, podem ser usadas em
roedores com eficiéncia para o desenvolvimento do cancer de mama (OLIVEIRA et al., 2015; MEDINA,
KITTRELL, 2005). O DMBA é um quimico pré-carcindgeno (CURRIER et al., 2005), que requer ativagéo
metabolica no figado e na glandula mamaria (TAMULSKI; MORREAL; DAO, 1973). Muitos mecanismos
para a indugdo de tumores mamarios estdo associados com a ativagdo de receptores de fatores
transcricionais AHR, membro da familia Per-Arnt-Sim (PAS) (TROMBINO et al., 2000). A ativagdo de
AHR, causa alteragbes mamarias, devido a ligagdo DMBA-DNA, podendo ainda induzir proliferagéo
celular (WANG et al., 2011).

No presente trabalho, o DMBA induziu neoplasia mamaria, confirmada por anélise
histopatoldgica, apresentando ainda, expressiva marcagao imuno-histoquimica para a proteina Ki-67. A
imunorreatividade para Ki-67 se relaciona com evidéncia de proliferacéo celular, visto que essa proteina
nuclear, esta expressa em todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M). O indice do Ki-67 é um fator
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prognéstico no CM primario (NISHIMURA et al., 2014), bem como um marcador prognostico 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%) marcacédo para ki-67, estando associado & lesdo de menor grau, comparado ao
DMBA (87% de marcagéo).

No presente trabalho, a terapia com FIT ndo induziu alteragdes comportamentais e locomotoras
nos animais com neoplasias mamarias. Além disso, o tratamento com DMBA, assim como as terapias
com FIT e CPA induziram poucas alteragdes hematologicas e bioquimicas. Assim, especialmente para
a terapia com FIT, é possivel sugerir que o bioativo pode ter toxicidade leve e/ou moderada em roedores.
Por outro lado, o FIT também apresentou toxicidade por sua interferéncia no peso dos érgéos, apenas
em células com CM, no entanto, em figado, rins, pulm&o, coragdo e bago, ndo foram observadas
reducdes 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 DLsp de 10 g (RIFM, 1978), muito acima da dose de 14 mM/kg utilizada no presente estudo,
determinada previamente para os estudos antitumorais (dados nédo demonstrados). Como observado no
trabalho, o FIT pode induzir alteragcbes em enzimas hepaticas. Existem relatos de que o FIT pode induzir
hepatotoxicidade com les6es em figado, ruptura do corddo hepatico e pequenas areas multifocais de
necrose de hepatocitos, com infiltracdo precoce de células inflamatérias (MACKIE et al., 2009;
MCGINTY; LETIZIA; API, 2010), induzindo 0 aumento de enzimas hepaticas (ALT e AST) (LANDROCK
et al., 2017). Por outro lado, cabe ressaltar que no estudo antitumoral, o FIT foi administrado a partir da
62 semana, apds um longo periodo de tratamento com DMBA, o que em partes, pode justificar alteraces
nestes marcadores de funcdo hepatica.

O DMBA é um prd-carcindgeno com capacidade de induzir genotoxicidade em modelos animais,
como observado no ensaio cometa. A instabilidade genémica leva ao acumulo de mutagdes, passo inicial
do processo da carcinogénese (BONASSI et al., 2011; BURRELL; SWANTON, 2014). Muitos
carcindgenos genotoxicos tém sido reportados como causa de tumores. A avaliagdo de genotoxicidade
de quimicos, incluindo a identificacdo dos seus mecanismos de agéo, séo importantes para estabelecer
as diferencas entre os carcindgenos, especialmente na industria farmacéutica (LEE et al., 2014). A
avaliagéo da toxicidade genética é de importancia para identificar e caracterizar o papel de mutagenos e
carcindgenos na saude humana, na mensuragéo de danos primarios, de mutagdes em genes, danos em
cromossomos para avaliagéo de riscos de instabilidade genética e de efeitos carcinogénicos (ZEIGER et

al., 2015). Como relatado anteriormente, 0 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 inicio da terapia com FIT.

Cabe enfatizar que o aumento dos niveis de danos ao DNA e os mecanismos de reparo
ineficientes, também s&o eventos moleculares para o desenvolvimento do cancer (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 importancia para o reparo de danos e sobrevivéncia celular
(ZIEGLER; OEI, 2001; DEVOS et al., 2012). Entretanto, estudos também apontam que a PARP1 esta
implicada em apoptose (YU et al., 2006; COHAUSZ; ALTHAUS, 2009), ou necrose (HA; SNYDER, 1999).
A PARP1 esta envolvida em morte celular dependente de Ca2* e da protease, podendo ativar a proteina
Bax, na mitocondria (MOUBARAK et al., 2007), como também pode ativar fatores pré-apoptéticos, como
as proteinas quinase RIP1, que ativam JNK1 e induzem necrose, por bloqueio de permeabilidade da
membrana mitocondria (XU et al., 2006).

Um estudo anterior apontou que o FIT induz a expressdo de receptores ativadores da
proliferacao de peroxissomos (PPAR) em células de hepatocarcinoma (GOTO et al., 2005), produzindo
efeitos citotdxicos por inducdo de apoptose, pelo aumento de células na fase sub G1, baixa regulagéo
de Bcl-2, superregulagdo de Bax e ativagdo de caspases-9/3, clivagem de PARP e despolarizacdo de
membrans mitocondriais, bem como indugdo de autofagia, além de sua citotoxicidade por indugéo de
espécies reativas de oxigénio, como também pelo aumento da expressdo do gene P62 (SONG; CHO,
2015; KIM et al., 2015).

A carcinogenicidade de muitos agentes e de candidatos quimioterapicos € parcialmente
dependente de sua capacidade de induzir danos ao DNA, incluindo adutos de DNA, erros de replicagéo,
quebras e ligacbes cruzadas (SANCHEZ-SUAREZ 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 genotdxicos para os dois produtos, pelo aumento do
indice e frequéncia de danos. Entretanto, a terapia com FIT produziu atividades antigenotéxicas frente
aos danos induzidos pelo DMBA. Propriedades antagbnicas, como antioxidantes e citotoxicas, apontam
que os diterpenos podem ser uma boa ferramenta para a terapia oncoldgica (LESGARDS et al., 2014).

A extensao do dano observado no DNA, também depende da liberagao de enzimas degradativas,
que sao liberadas durante os processos de apoptose e necrose, tais como as proteinas pré-apoptéticas
caspases-8, -9, -3 e Bcl2 (LIMA et al., 2014). O FIT, de forma similar a CPA, antineoplasico de uso
frequente, induziu apoptose por mecanismos de fragmentagdo elou dissolugdo nuclear, como
demonstrado no ensaio cometa. Entretanto, o FIT ndo foi um significante indutor de apoptose em células

nao tumorais, como no tecido hepatico, medula ¢ssea e linfécitos de sangue periférico, contrariamente

203



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 autodestruicdo de estruturas celulares, como
proteinas, lipidos e DNA (ISLAM et al., 2016; ISLAM et al., 2017).

A oxidagdo esta envolvida em varios canceres e em proliferagdo peroxissomal, com
envolvimento de PPAR’s (GONZALEZ; SHAH. 2008). PPARa, -y e -B/6 séo ativados por fatores
transcricionais e sdo importantes alvos para novos quimioterapicos (RIGANO; SIRIGNANO;
TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017). O FIT pode induzir respostas via receptor PPARa, aumento da
expressao de catalase, necrose e vacuolizagdo celular hepatica, principalmente devido aos seus
metabdlitos &cido fiténico e acido pristanico (MACKIE et al., 2009). O &cido fitanico, pode se ligar com o
receptor PPARa e contribuir para a expressédo de genes que codificam enzimas que oxidam &cido fatico
em peroxissomos e mitocdndrias (CATTLEY; POPP, 2002), podendo levar ao aumento da expresséo de
catalases e indugéo de hipertrofia e necrose hepatocelular (MACKIE et al., 2009), devido ao acimulo de
lipidios em membranas de hepatdcitos (KOMEN et al., 2007).

O FIT pode também inibir a progressao tumoral de glandulas mamarias em ratos (LISKA et al.,
2012), bem como seu metabolito, o acido fitanico (HELLGREN, 2014; WRIGHT et al., 2012), associados
com a expressdo da caspase-9 e inibigdo de histona deacetilase (Hdac2); portanto, com envolvimento
de mecanismos apoptoticos (NAGAI, 2015). Além disso, em processos de B-oxidagéo, gera espécies
reativas de oxigénio (TAMATANI et al., 1999; SCHONFELD; REISER, 2008), por disfungdo nas
mitocondrias, acumulagdo de lipidios em membranas (KOMEN et al., 2007), oxidagdo peroxissomal
(WRIGHT et al., 2014), e aumento de o-oxidagéo, levando ao estresse oxidativo (STADELMANN-
INGRAND et al., 2004; SONG; CHO, 2015). Estudos também apontam que o FIT inibe a expresséo de
aromatase em tecidos ovarianos, por inibicdo da p38 MAPK, podendo ser importante para a prevengéo
e tratamento de canceres dependentes de estrégeno, sendo considerado como um agente
anticancerigeno (GUO et al., 2014).

5 CONCLUSAO

Durante a indugéo do cancer de mama, em modelos de carcinogénse com o uso do DMBA, foi
possivel observar que esse pré-carcindgeno, assim como a terapia com FIT induziram:

(1) Alteragdes hematoldgicas e hepaticas;

(2) Ainducéo do cancer de mama pelo DMBA foi confirmada pelas analises histopatoldgicas.

Os efeitos antitumorais da terapia com FIT foram evidenciados pela auséncia de
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malignidades nas analises histopatologicas, corroboradas pela redugéo de marcagao para
proliferacdo celular (Ki-67);

(3) Alteragdes no peso dos 6rgéos, pelo DMBA; no entanto, esses efeitos para o FIT foram
observados apenas na mama direita;

(4) Indugdo de genotoxicidade pelo DMBA, por meio do aumento do indice e frequéncia de
danos ao DNA de células neoplasicas (mama) e ndo neoplasicas (medula éssea, figado e
linfocitos de sangue periférico); enquanto que o FIT, induziu menos danos genotoxicos em
células néo neoplasicas;

(5) Durante a indugéo de danos genotoxicos, ndo foram observados efeitos de reparo de DNA
durante o tratamento com DMBA; no entanto, a terapia com FIT (62 semana), demonstrou
menos danos genotoxicos;

(6) Em estudos de modulagédo de danos genotdxicos em linfocitos, a terapia com FIT
demonstrou efeitos antigenotoxicos frente aos danos do DMBA;

(7) O FIT induz apoptose, assim como a CPA, em células neoplasicas de mama; mas ao
contrario da CPA, a frequéncia de apoptose em células normais (figado, medula dssea e

linfocitos de sangue periférico), induzida pelo FIT foi reduzida.

Diante dos mecanismos citogenéticos evidenciados no estudo, € possivel sugerir que os dados
em modelos animais de carcinogénese quimica, apontam que o fitol tem potencial para formulagdes

farmacéuticas antitumorais.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou uma associagao do fitol com toxicidade e citotoxicidade, por meio
de revisao sistematica e meta-analise em diferentes estudos com abordagens in vitro, ex vivo e in vivo.
Destacaram-se nos estudos in vitro e ex vivo a indugdo de apoptose, por diferentes mecanismos,
especialmente ativagdo de PPAR e geracado de espécies reativas de oxigénio. Para os estudos in vivo, a
ativacdo de PPAR também foi apontada; no entanto, 24% dos estudos ndo demonstraram evidéncias
claras dos possiveis mecanismos de toxicidade e citotoxicidade envolvidos.

Os testes toxicogenéticos do fitol em ratos demonstraram que a administragdo aguda néo
produziu morte. Entretanto, alteragbes toxicoldgicas (aumento do consumo de &gua e micgao), de
patologia clinica (eritropenia, eosinofilia, neutrofilia e linfopenia) e neurofarmacolégica (aumento de
autolimpeza e reducédo da atividade locomotora, especialmente nas maiores doses subcrdnicas) foram
observadas dependendo do tratamento e das doses testadas. Além disso, ndo foram evidenciadas
alteragdes histopatologicas hepaticas. Por outro lado, o fitol induziu genotoxicidade em células de medula
Ossea, figado, rim e sangue periférico (sem atividade de reparo), mas ndo houve indicios de
mutagenicidade em medula 6ssea.

Os testes antitumorais do fitol em cultura primaria de Sarcoma 180 e linhagem HL-60 apontaram
citotoxicidade do fitol pela diminuigdo de viabilidade celular e dos indices de divisao celular, incluindo
apoptose e necrose. A genotoxicidade do fitol foi pontuada pelo aumento do indice e frequéncia de danos
ao DNA nos modelos testados. Além disso, o fitol induziu mutagenicidade por mecanismos aneugénicos
elou clastogénicos, como também outras anormalidades nucleares, tais como pontes nucleoplasmaticas
e brotos nucleares. Também foi evidenciada indugao de apoptose nos modelos utilizados. No entanto, a
inducdo de necrose foi observada apenas na maior concentragao do fitol para HL-60.

Por fim, durante o estudo toxicogenético e antitumoral do fitol em modelo de carcinogénese com
o uso do DMBA, foi possivel observar que esse pro-carcindgeno, assim como a terapia com fitol
induziram alteragbes hematoldgicas e em enzimas hepaticas. Os efeitos antitumorais da terapia com fitol
foram evidenciados pela auséncia de malignidades nas andlises histopatoldgicas, corroboradas pela leve
a moderada marcacao para proliferacdo celular (Ki-67). Além disso, o fitol induziu genotoxicidade pelo
aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA de células neoplésicas (mama) e, em menor proporgao,
em células ndo neoplasicas (medula 6ssea, figado e linfécitos de sangue periférico). Por outro lado, a
terapia com fitol demonstrou efeitos antigenotdxicos frente as semanas de tratamento com DMBA. O fitol
também induziu apoptose, assim como a CPA, em células neoplésicas de mama, mas, ao contrario da

CPA, induziu minimos efeitos em células hepaticas, medula éssea e linfécitos de sangue periférico.
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Assim, a bioprospecao farmacologica do fitol aponta mecanismos citogenéticos compativeis com
atividade antitumoral, podendo sugerir que esse diterpenoide tem potencial biotecnolégico para figurar

como candidato a farmaco antitumoral.
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REVIEW
Diterpenes as lead molecules against neglected
tropical diseases

Marms Vinicius (fiveira Barros de Alencar,' Jodo Marcelo de Castro e Sonsa™
Herdlia Maria Lins Rolim,™* Maria das Gragas Freire de Medeiros, ™
Gilberto Santos ira,’” Fernanda Regina de Castro Almeida,
Antini Maria das ngmlquﬁﬁ,*’nﬁmmm&-m‘n,”’
José Arimatéia Dantas Lopes, Ana Amélia de Carvalho Melo-Cavaleante ™ and
Md. Torequl Istam'**
"pomdgradnate Program in Bicecdma logy (R ENO BB, Federal University of Pland, Terssing, Plao 64 59 550, Brazil
*epaniment of Bobogical Sa ances, Federal University of Plani, Piccs, (P}, &4 607670, Brazd
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Mowadays, megleckd ropical diseases (NTIs) are reported to be prsient everywhere Poor and dev el oping
aremsin the workd have recsved great atbention o NTDs. Dineg mresdstance, safety profile, and o chaleng e
stim whate the search Tier alte ma tive medics tions.. Plant-lused doegs are viewed with grest interest, a5 they are be-
Eeved tolse devoid of side offeck. Diterpenes, a family of esential oik, haye showed attractive biokogical e Mects
A sytematic review of e litembre was cartied owt o summarice avalalble evidencs of diter pens against
NTIM Fuor this, databases were ssarched wing specific search ems Among the 2338 collected reports, a total
of 181 articles were included in this review, OF them, 148 dealt with investigs tions wsing sngle organiams, and 33
el multiple organians Mo mechanians of asction were reported in the case of 164 reporte A total of 9392%
were rebated & noncinical stwdies, and 442% and Lo6% dealt with precinical and o nical studies, nespectiveby.
The review disphays that many dite rpenes are offective apon Chagas dises s, chi kunguenya, echimeascoos i, den-
e, et ot i s, lesper oy, by ot Gl asis, b a, schis bosami s, and tlrer ool osds. bnde e, di ter penes ane
amaring, dineg candidates againet NTDs. Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Lid.

Hepwrowds: diterpenes; negleied tropical diseases therapanic potential

INTRODUCTION

Meglected tropical diseases (NTDs) are generally
termed as a diverse goup of communicable diseases
that occur in tropical and subtropical conditions in about
150 countries, affect more than ane bilion people and
cost hilions of dollars each year (WHO, 2016).
Poverty, illiteracy, negligent mentality, inadequate sani-
tation, climate conditions, high-vector density habitat,
and proximity to infected domestic animals are the col-
lective causes of NTDs Dietary causes of NTDs are ako
of concern, such as swine meat bearing more than 100
viruses, parasites, andbacteria. It has been reported that
potk causes more than 30 diseases in humans. Amaong
them, HIN1 caused by ‘swine flu’ and cysticercosis by
Taenia solium are well known (Dr. Axe, 2016). Interven-
tions are generally guided as per local epidemiclogy, di-
agnosi, preventive measures, and control (Ceary,
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Somhern  Univesity Bangadesh, Mehedibay  §Chittagon g)- 4000,
Bargladesh
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2016). However, awareness of such diseases and leading
a healthy lifestyle are not encugh. Therefore, appropri-
ate and effective medications are to be consdered, de-
spite their side effects, as these diseases affect vital
organs. (¥therwise, some of the pathogens may enter
systemic circulation and attack multiple organs. In a
word, NTDs may connect both topically and systemic

pathogenesis
Notably, all antimicrobial and antiparasitic drugs act
through growth retardation and'or direct effects. This is
always a question of drug targeting or specificity in ac-
tion. Therefore, an ideal NTD drug should have avail-
ability, affordability, more parasiticidal than static
potential, abidity to scavenge the orgamsm without
harming of host cells, and rapidity in action. However,
it is an optimEtic dream to find out a biochemical or
chemical agent acting as a drug devoid of toxic effects.
In this context, more precautions are recommended for
the pregnant women, children, andior patients suffering
from smngle or multiple organ complications. While
treating NTDs, unwanted physiclogical effects, such as
nausea, vomiting, and problems in the digestive tract,
ako commaonly occur as side effects. Some ant-NTD
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