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RESUMO

As substéncias encontradas no gengibre (Zingiber officinale Roscoe) apresentam acoes
antitumoral, antimutagénica, antioxidante e anti-inflamatéria. O estudo avaliou os efeitos e
mecanismos toxicogenéticos e antitumorais do [6]-Gingerol ((S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-3-decanona) em ensaios ndo clinicos. A toxicidade e citotoxicidade foi avaliada
em Artemia salina, Allium cepa e MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolio). Efeitos antitumorais foram avaliados em linhagem humana para leucemia, murinos
com Sarcoma 180 e carcinoma mamario, induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno, com
aplicacdo de marcadores citogenéticos. O [6]-Gingerol foi testado em 5, 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pg.mL. O [6]-Gingerol apresentou toxicidade e citotoxicidade a partir de 10 pg.mL*em
Artemia salina e Allium cepa, apresentando concentragdo inibitéria no ensaio MTT de 1,14;
5,73 e de 11,18 pg.mL?, em linhagem leucémica, Sarcoma 180 e em células mononucleadas
de sangue periférico, respectivamente. Nas concentragdes de 10 e 20 pug.mL™, o [6]-Gingerol
apresentou efeitos antitumorais em Sarcoma 180 pela reducéo de viabilidade celular e do indice
de divisdo celular, por mecanismos genotdxicos similares aos danos oxidativos induzidos pelo
H,0,. Efeitos antitumorais do [6]-Gingerol em 10 mg.Kg?, também foram observados em
camundongos fémeas com carcinoma mamario, evidenciado pelas analises histopatolédgicas e
reducdo da marcacdo da proteina Ki-67. O tratamento com [6]-Gingerol ndo demonstrou
alteracbes na avaliacdo comportamental dos animais, o perfil hematolégico apontou
conformidade na série vermelha, porém, aumento de eosindfilos, na série branca. Na avaliacéo
bioguimica para enzimas hepaticas, foi observado aumento significativo de alanina
aminotransferase, contudo, verificou-se auséncia de alteracdes renais (ureia e creatinina). O [6]-
Gingerol induziu baixa toxicidade, genotoxicidade e apoptose em células ndo tumorais (sangue
periférico, medula 6ssea e figado) quando comparado a ciclofosfamida (25 mg.kg™). Por outro
lado, estes efeitos foram proeminentes em tecido neoplasico. Assim, o [6]-Gingerol teve efeitos
antitumorais por mecanismos citogenéticos indicativos de citotoxicidade e genotoxicidade por
danos oxidativos, mutagenicidade pela formacdo de brotos e pontes nucleoplasmicas, que
culminaram para a inducdo de apoptoses. Os efeitos observados em estudos ndo clinicos podem
contribuir para novas analises necessarias para o0 uso do [6]-Gingerol em formulacGes
farmacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: [6]-Gingerol, cancer de mama, ensaio cometa, teste micronicleo, apoptose,
necrose.
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ABSTRACT

Substances found in ginger (Zingiber officinale Roscoe) have showed anti-tumor,
antimutagenic, antioxidant and anti-inflammatory properties. This study evaluated the
toxicogenetic and antitumoral effects of [6]-Gingerol ((S)-5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-3-decanone), as well as mechanisms related to these effects in non-clinical
trials. Toxicity and cytotoxicity was evaluated in Artemia salina, Allium cepa and MTT (3-[4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl bromide) assays, while toxicogenetic and antitumoral
effects were evaluated in HL-60, Sarcoma-180 and 7,12-dimethylbenzanthracene-induced
mammary carcinoma in mice, with application of cytogenetic markers. [6]-Gingerol was tested
at 5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 pug.mL™. The compound showed toxicity and cytotoxicity from
10 pg.mL* in Artemia salina and Allium cepa, with an inhibitory concentration of 1,14; 5,73
and 11,18 pg.mL*, in HL-60, Sarcoma-180 and in peripheral blood mononuclear cells,
respectively, in MTT. At 10 and 20 pg.mL* we observed antitumoral effects in Sarcoma-180
by reduction of cell viability and cell division index, due to genotoxic mechanisms similar to
oxidative damage induced by H,O.. Anti-tumor effects of [6]-Gingerol in 10 mg.Kg* were also
observed in female mice with mammary carcinoma, evidenced by histopathological analyzes
and reduced labeling for Ki-67. The treatment with [6]-Gingerol did not show alterations in the
behavior of the animals. Moreover, the hematological profile showed compliance in the red
series, although it has been evidenced an increase in eosinophils in the white series. Also, an
increase of alanine aminotransferase was observed after therapy with [6]-Gingerol.
Interestingly, [6]-Gingerol induced low toxicity, genotoxicity and apoptosis in non-tumor cells
(peripheral blood, bone marrow and liver cells) when compared to therapy with
cyclophosphamide (25 mg.kg™). But these effects were prominent in breast carcinoma. Thus,
[6]-Gingerol had anti-tumor effects by cytogenetic mechanisms indicative of cytotoxicity and
genotoxicity by oxidative damage, mutagenicity by the formation of nucleoplasmic bridges and
buds, which culminated in the induction of apoptosis. These effects observed in non-clinical
studies may contribute to further analyzes necessary for the use of [6]-Gingerol in
pharmaceutical formulations with emphasis on the oncological context.

Keywords: [6]-Gingerol, breast cancer, comet assay, micronucleus test, apoptosis, necrosis.
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1 INTRODUCAO

O céncer ndo € uma condicdo estritamente definida como uma causa Unica, mas um
grupo que compreende mais de 100 doencas diferentes com caracteristicas compartilhadas
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015), é uma das principais causas de morbimortalidade
em humanos, sendo a segunda causa mais proeminente de mortes no mundo (SIEGEL,
MILLER; JEMAL, 2017), ap6s as doengas cardiovasculares (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2016). A morbidade do cancer aumenta em escala global, indicando que as terapias
convencionais (cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, imunoterapia) precisam
ser suplementadas por agentes anticancerigenos com eficacia aprimorada e menos toxicidade
adversa (FADEYI| et al., 2013).

O carcinoma mamario € o tipo de cancer mais diagnosticado em mulheres no mundo
(LUKONG; OGUNBOLUDE; KAMDEM, 2017), destaca-se por ser 0 tipo mais incidente e a
principal causa de mortalidade por cancer no Brasil para o sexo feminino (INCA, 2017), sendo
0 tipo mais identificado em mulheres americanas, afetando uma entre oito mulheres (SIEGEL;
NAISHADHAM; JEMAL, 2013), cerca de 90% das mortes por cancer de mama no mundo séo
devido a metastase (MILLER et al., 2016), outras complicacfes ainda podem ser observadas
no perfil do cancer de mama triplo negativo, o qual apresenta resisténcia ao tratamento
hormonal (REDDY, 2011), cabe enfatizar que ndo se limita apenas as mulheres, mas também
tem efeitos promissores sobre os homens e transgéneros (BROWN, 2015; GRUNDY et al.,
2016). No Brasil, o carcinoma mamario é o primeiro tipo mais frequente nas mulheres das
Regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste
(40,36/100 mil). Na Regido Norte, € o segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil) (INCA,
2017).

O emprego de uma extensa variedade de compostos naturais tem sido reportado na
terapia do cancer (SHUKLA; MEHTA, 2015), onde constituintes bioativos (fitoquimicos)
presentes no metabolismo secundério de plantas promovem papel significativo no processo
antitumoral (ZHENG et al., 2016; OCHWANG I et al., 2018). Os efeitos anticancerigenos mais
documentados durante a aplicacdo terapéutica de fitoquimicos incluem apoptose e parada do
ciclo celular, apontando que as proteinas sdo os alvos mais atingidos por essas substancias,
dificultando a progressdo da célula cancerigena (AKL et al., 2015). Vérios genes se coordenam
para o crescimento e diferenciacdo de uma célula normal, no entanto, durante o processo
tumoral, um ou mais desses genes se alteram e se expressam aberrantemente (BISWAS et al.,
2015).
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Nesse contexto, os fitoquimicos podem fornecer recursos atraentes (FADEY1 et al.,
2013) na abordagem preventiva do cancer de mama (ZHENG et al., 2016), os efeitos pro-
oxidantes de alguns fitoagentes apresentam citotoxicidade seletiva para células tumorais e
langam novas perspectivas sobre a estratégia de terapia do cancer (LEE et al, 2013). As
moléculas bioativas de plantas medicinais apresentam diversidade estrutural e sdo promissoras
como agentes quimioterapicos devido a sua seletividade para com as células tumorais, menor
toxicidade em relacdo aos farmacos tradicionais e custo reduzido (TORQUATO et al., 2017).

Os fitoquimicos (alcaloides, flavonoides, fendis, taninos, glicosideos) advindos das
partes de plantas (raiz, folha, flor, caule, casca, fruto) sdo mais bem tolerados por células
normais e realizam diversas fungdes farmacoldgicas (SINGH; JARIAL; KANWAR, 2013),
embora 0 mecanismo exato pelo qual os fitoquimicos desempenham funcgdes anticancerigenas
ainda seja um amplo tema de pesquisa (SINGH et al., 2016). A quimioprevencdo dos
fitoquimicos em geral tem sido amplamente estudada em cénceres mais comuns, incluindo
pulmao, colon, prostata e mama (HUSSAIN; KUMARA; GHOSH, 2016), entretanto, tumores
raros e heterogéneos de origem mesenquimal, tais como o0s sarcomas, progridem em relagéo a
compreensdo dos mecanismos do cancer (POTTER; JONES; BARROTT, 2018).

Os sarcomas de partes moles correspondem de 4% a 8% de todos os canceres na infancia
(de 0 a 14 anos), com uma taxa de incidéncia mundial em torno de 11 casos por milhdo,
informacGes européias sugerem um aumento anual significativo de 1,8% (FERLAY et al., 2013;
REES et al., 2016; WORCH et al., 2011). As taxas de incidéncia de osteossarcoma variam entre
2 a 4 casos por milhdo na faixa etaria de 0 a 14 anos e de 4,3 na faixa etaria de 0 a 19 anos no
mundo. No Brasil, hd uma discreta predominancia no sexo masculino, sendo o pico de maior
incidéncia dos 15 aos 19 anos (FERLAY et al., 2013; HOWLADER et al., 2014).

Dentre os tipos de cancer infantojuvenil, destaca-se também a leucemia, sendo o tipo
mais comum na maioria dos paises no mundo (cerca de 25% a 35%). No Brasil, verifica-se uma
maior frequéncia de leucemias nos grupos etarios de 0 a 14 anos: 33% e 0 a 19 anos: 26%,
também se observa um sutil predominio do sexo masculino (INCA, 2016), o risco estimado
corresponde a 5.75 e 4.56 casos novos a cada 100 mil homens/mulheres, ocupando a nona e a
décima posicdes, respectivamente (INCA, 2017).

Alguns dos medicamentos mais eficazes utilizados contra o cancer foram derivados de
produtos naturais (EFFERTH et al., 2017), dentre os fitoquimicos, os polifendis sdo a classe
mais conhecida e amplamente estudada de compostos naturais encontrados em plantas,
possuem anel (s) aromatico (s) contendo um ou mais grupos de hidroxila (RAHMAN;
BISWAS; KIRKHAM, 2006; QUIDEAU et al., 2011). Esta caracteristica estrutural comum aos
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polifendis ¢é a base da sua atividade antioxidante (PISOSCHI; CIMPEANU; PREDOI, 2015),
entretanto, sob certas condi¢cdes, como altas concentracGes e presenca de ions metélicos, 0s
polifendis tém se mostrado pré-oxidantes ao promover um aumento na formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em células cancerigenas que desencadeiam a fragmentacdo
apoptética do DNA (OIKAWA et al., 1998). Os componentes fendlicos encontrados no rizoma
do gengibre (Zingiber officinale Roscoi), em particular, [6]-Gingerol ((S)-5-hidroxi-1-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-3-decanona) e [6]-Shogaol ((E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4-decen-3-
ona) atingem varias moléculas celulares que contribuem para o processo de tumorigénese,
sobrevivéncia celular, proliferagéo, invaséo e angiogénese (SAHDEO; AMIT, 2015).

Estudos indicam que a substancia majoritaria do gengibre, [6]-Gingerol ([6]-G),
apresenta acdo modulatdria nas vias de sinalizacdo e mediadores envolvidos em diferentes tipos
de carcinomas e linhagens tumorais, tais como, NF-«B, TNFa, Bax, AKT, (CHAKRABORTY
et al., 2012); ERK (KIM; KIM, 2013; RADHAKRISHNAN et al., 2014), PARP (ELKADY et
al., 2012), Bcl2, XIAP (LEE et al., 2014), Cdk1, Cdc25B, Cdc25C (RASTOGI et al., 2014), p
53 (RASTOGI et al., 2015) e PI3K, MAPK, mTOR (ZHANG et al., 2017).

Substancias isoladas de origem alimentar, a exemplo do [6]-G, devem ser submetidas a
avaliacdo do potencial toxicogenético e efeitos adversos (LI et al., 2017), onde, varios testes in
vitro e in vivo sdo combinados para avaliar a atividade mutagénica / genotéxica (ROTHFUSS
et al., 2011) em tecido normais e tumorais afim de verificar possiveis alteracdes citogenéticas
(UNO et al., 2015), como também, analisar rupturas na cadeia de DNA (CORCUERA et al.,
2015) e danos oxidativos (DAVISON, 2016). Da mesma forma, o estudo da citotoxicidade se
destaca como um método de rastreio com alto rendimento, estratégico na avaliacéo de linhagens
tumorais (tais como, células primarias de Sarcoma 180; linhagem HL-60 - leucemia
promielocitica aguda) e ndo tumorais (PBMC - células mononucledas de sangue periférico)
expostas a agentes anticancerigenos, possibilitando o estudo de numerosos compostos em curto
periodo de tempo (SINGH et al., 2016).

Para o estudo do carcinoma mamario, um dos modelos mais utilizados, se baseia no uso
do 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), um hidrocarboneto aromatico policiclico utilizado
para induzir cancer de mama em modelos animais, o qual, atua como potente carcindégeno e
indutor de danos ao DNA, sendo amplamente utilizado em pesquisas nao clinicas, para
investigacdo de substancias com propriedades antitumorais (BASKARAN et al., 2010;
ARROYO-ACEVEDO et al., 2015; ABBA et al., 2016), sugere-se que as alteracbes mediadas

por DMBA sejam semelhantes as observadas no cancer humano (MIYATA, 2001).
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Considerando a importéncia dos fitoquimicos na terapéutica do cancer, em especial, 0
[6]-G, esta pesquisa objetivou avaliar os efeitos antitumorais do [6]-G em células do liquido
ascistico de Sarcoma 180, HL-60 e em modelos murinos para cancer de mama, bem como
evidenciar os mecanismos toxicogenéticos indicativos de morte celular.

A tese esta dividida em 4 capitulos (Figura 1). O capitulo 1, discorre sobre uma revisdo
sistematica acerca do emprego do extrato de gengibre e [6]-G frente a processos tumorigénicos,
oxidativos e inflamatdrios, com énfase nos mecanismos de acdo em estudos experimentais e
clinicos; o capitulo 2 aborda os efeitos toxicogenéticos do [6]-G em modelos ndo clinicos,
como A. salina e A. cepa, bem como seus efeitos antitumorais em células do liquido ascitico de
camundongos com Sarcoma 180, linhagem tumoral HL-60, e em células mononucleadas de
sangue periférico (PBMC); o capitulo 3 reporta a analise de possiveis aces antitumorais do
[6]-G, por marcadores citogenéticos em cultura primaria de S-180 através do teste de
micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN) e ensaio cometa, alem da avaliacdo do
mecanismo para genotoxicidade pelo cotratamento com H2O2 em células tumorais (S-180) e
normais (sangue periférico); e o capitulo 4 explana sobre os possiveis efeitos antitumorais do
[6]-G, em modelo animal para carcinoma mamario induzido quimicamente por DMBA,
identificacdo de alteracdes citogenéticas, relacdo da frequéncia, indice e reparo de danos ao
DNA, monitoramento de alteragbes metabdlicas, comportamentais, bioquimicas,

hematoldgicas, histopatoldgicas e imuno-histoquimica.


https://www.sinonimos.com.br/discorre/
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Figura 1 - Esquema representativo da subdivisao da tese.

; . - “R,E\,j“\//"x&fﬂx_
”]; = [6]- Gingerol ([6]-G)

Capitulo 1 S
Revisdo sistemadtica
Emprego do extrato de gengibre e [6]-G frente a processos
tumorigénicos, oxidativos e inflamatérios com énfase nos
mecanismos de acdo em estudos experimentais e clinicos.

C

Capitulo 2 —

Efeitos toxicogenéticos do [6]-G

Efeitos toxicogenéticos do [6]-G em modelos nao clinicos
como A. salina, A. cepa e viabilidade celular (Sarcoma
180, PBMC e linhagem HL-60).

- Biomarcadores citogenéticos

Capitulo 3  (—
Anadlise da acdo antitumoral do [6]-G em células

de S-180

Avaliacdo de mecanismos citogenéticos indicativos de
genotoxicidade, apoptose e alteracbes nucleares do [6]-G,
empregando teste CBMN, cometa e ensaio desafio (H,0,).

Capitulo 4
Avaliacdo antitumoral do [6]-G in vivo

Monitorar alteragBes metabolicas, comportamentais,
bioquimicas, hematoldgicas, histopatoldgicas, imuno-
histoquimica e genotoxicas (células tumorais e ndo
tumorais) em camundongos com carcinoma mamario
induzido com DMBA.

Legenda: MN: microntcleos. NC: necrose. AP: apoptose. PBMC: células mononucleadas de sangue
periférico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar os efeitos antitumorais do [6]-G em células do liquido ascitico de Sarcoma 180,
HL-60 e em modelos murinos para cancer de mama, bem como evidenciar 0S mecanismos
toxicogenéticos, com aplicacdo de biomarcadores citogenéticos indicativos de instabilidade
genética compativeis com inibicdo de proliferacéo celular.

2.2 Especificos

e Realizar uma revisdo sistematica acerca das atividades anticancerigenas do extrato de
gengibre e [6]-G associadas a mecanismos antioxidantes, anti-inflamatorios e
antitumorais em estudos in vivo, in vitro e ex vivo;

e Avaliar os efeitos toxicogeneticos e antioxidantes do [6]-G em modelos ndo clinicos
como A. salina e A. cepa, bem como investigar os efeitos citotoxicos do [6]-G em
células primarias de Sarcoma 180 (S-180), linhagem tumoral HL-60 e células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC) normais;

e Analisar os efeitos antitumorais do [6]-G em cultura priméria de S-180, evidenciando
0S mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade e mutagenicidade, com
aplicacdo do ensaio cometa e do teste de micronicleos com blogueio de citocinese
(CBMN);

e Auvaliar os efeitos antitumorais e mecanismos toxicogenéticos do [6]-G, em modelos
murinos para o0 cancer de mama em camundongos fémeas, por parametros
comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos histopatologicos e imuno-histoquimico,
e aplicacdo do ensaio cometa na avaliacdo dos niveis de genotoxicidade, reparo e

apoptose.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer: aspectos gerais, etiologia, epidemiologia, fatores psicossociais

O céancer € um complexo conjunto de doencas sistémicas (NEAL et al., 2015) que afetam
multiplos 6rgdos e sistemas (RUTKOWSKI et al., 2015), decorrente de mudangas em multiplas
redes bioldgicas (PACHE; CEOL; ALOY, 2012). A base molecular do desenvolvimento de
células cancerigenas tem sido atribuida principalmente a oncogenes e genes supressores de
tumores (LEVINE; PUZIO-KUTER, 2010), onde a respectiva ativacédo e inativacdo destes, por
meio de eventos mutacionais podem desencadear crescimento e proliferagdo descontrolados,
levando células normais a adquirem propriedades de carcinogénese (formacéao do cancer) (NGO
et al., 2015).

A carcinogénese ocorre por uma sequéncia de estagios (INCA, 2017). De acordo com o
modelo classico (Figura 1), a fase da iniciacdo envolve a exposicdo de células normais a
agentes cancerigenos e formacdo de uma célula pre-neoplasica (HANAHAN; WEINBERG,
2011), a segunda fase, esta relacionada a extensdo do tempo de exposicdo ao agente
carcinogénico, ocasionando mutacfes, com alteragdes na expressdo génica e no aumento
anormal da multiplicacdo celular (OLIVEIRA et al, 2007), a terceira fase, relacionada a
progressao, envolve alteracGes celulares e moleculares que ocorrem do estado pré-neoplasico
ao neoplasico (KLAUNIG, 2013), onde as células se proliferam de maneira descontrolada e
angariam a habilidade de adentrar a outros tecidos através da angiogénese e das vias linfaticas
(OLIVEIRA et al, 2007).

Figura 1 - Modelo classico dos estagios da carcinogénese.

Iniciacao Promocao Progressao

Fonte: Dos autores
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A transformacao do tecido sauddvel em tumoral se desenvolve geralmente ao longo de
anos ou mesmo décadas de vida, € um processo altamente complexo que envolve agentes
estressores que danificam 0 DNA (AGGARWAL et al., 2009). Inimeras condi¢6es contribuem
para a promocdo da carcinogénese, os quais incluem alteracfes epigenéticas, estresse da
maquinaria de replicacdo, agentes bioldgicos, estresse oxidativo e agentes quimicos nocivos ao
DNA (HANAHAN; WEINBERG, 2011), uma ruptura da homeostase, frequentemente
associada a inflamacéo crbnica, também esté ligada a carcinogénese (NOONAN et al., 2008).

O microambiente tumoral (Figura 2) pode ser caracterizado como um ecossistema
complexo (KRESO; DICK, 2014), uma vez que apresentam multiplas populacdes celulares
(epiteliais, dendriticas, macréfagos, granuldcitos, linfécitos, células-tronco cancerigena)
derivadas do hospedeiro (HILL, 2016), assim como, moléculas sinalizadoras (fator de
crescimento endotelial vascular - VEGF, quimiocinas, fator de necrose tumoral - TNF) (XU;
FARACH-CARSON, 2014). A indesejavel evolucdo da malignidade durante a progressdo do
cancer surge através de um processo de selecdo em uma estrutura populacional complexa e
heterogénea (MAHDIPOUR-SHIRAYEH et al., 2017).

Figura 2 - Representacéo ilustrativa de um microambiente tumoral.

Epitélio Normal

Legenda: BMDC (células derivadas de medula 6ssea); CAF (fibroblasto associado ao cancer); CSC, (célula-tronco
cancerigena); EPC (células progenitoras endoteliais); MSC (células-tronco mesenquimais).
Fonte: Adaptado de PAPACCIO et al., 2017.
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Os fenbmenos da carcinogénese e crescimento tumoral ocorrem em tecidos neoplasicos,
mas ndo em células individuais, e 0 microambiente é parte integrante e essencial do cancer.
Portanto, faz-se necessario considerar o microambiente tumoral como um epitélio anormal
funcional. A teoria do campo da organizacdo tecidual indica que as células estromais,
inflamatorias e endoteliais tém papéis cruciais no tumor em desenvolvimento (BAKER, 2015),
células cancerigenas podem levar a modificacGes da topografia e composi¢do molecular do
estroma durante o desenvolvimento precoce do tumor (CALORINI; BIANCHINI, 2010)

Tumores de mesma origem histolégica diferem em relacdo ao comportamento biolégico
entre pacientes, da mesma forma, células do mesmo tumor podem variar no que diz respeito ao
nivel de malignidade (TIRINO et al., 2011), hd uma heterogeneidade substancial que influencia
consideravelmente na resposta das subpopulacdes de células tumorais a quimioterapia, onde,
enquanto algumas respondem bem ao tratamento, outras resistem e causam falhas (WALTHER,;
SKLAR, 2011). A populagédo tumoral heterogénea representa uma das principais razoes para o
desenvolvimento de tumores refratarios resistentes (EFFERTH et al., 2017).

O aparecimento de resisténcia a drogas na terapia do cancer é um obstaculo importante
ainda ndo resolvido, mesmo depois de muitas décadas de enormes esforcos na pesquisa do
cancer (WALTHER; SKLAR, 2011). A resisténcia também impede a aplicacédo de altas doses
de farmacos, devido aos graves efeitos colaterais dos antineoplasicos. Novas estratégias para
erradicar subpopulacbes de tumores heterogéneos podem ndo apenas combater o
desenvolvimento de resisténcia a drogas, mas também facilitar a reducdo de efeitos colaterais
(EFFERTH et al., 2017). A integridade gendmica apresenta-se conservada em células normais,
entretanto, células tumorais mutam constantemente seu DNA gendmico para se adaptar ao
ambiente, especialmente durante e ap6s uma terapia (SPROUFFSKE et al., 2013; WURZ;
KAO; DEGREGORIO, 2014).

Os fatores de risco ndo modificaveis (como 0s genéticos) e modificaveis contribuem
para o desenvolvimento e manifestacdo de lesGes cancerigenas, sendo que, os fatores de risco
modificaveis podem ser evitaveis (AGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; SUNG, 2009;
TANAKA; SUGIE, 2007). Para muitos tipos de cancer, sabe-se que maus habitos (tabagismo,
alcool, dieta inadequada, falta de exercicios), comorbidades fisicas (sobrepeso, obesidade,
diabetes, sindrome metabdlica, certas sindromes inflamatorias) e exposicdo a carcin0genos
contribuem com um risco adicional para o cancer (ALBINI et al., 2015).

Apos o diagnostico da doenca, € necessario um tratamento holistico e individualizado
para que as necessidades fisicas e psicoldgicas do paciente sejam abordadas. Para melhorar os

resultados é preciso enfatizar o diagndstico precoce e a intervengdo rapida, conforme tem
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relatado os programas de rastreio do cancer (NEAL et al., 2015). Servicos especializados em
oncologia adaptados as necessidades individuais dos pacientes incluem mediacdo cirdrgica,
quimioterapia, radioterapia, medicina nuclear, cuidados paliativos e apoio psicoldgico (MAN
et al., 2018). Para ser altamente eficaz, as intervencfes nas redes biolgicas devem ser
maltiplas, por um lado, mas extremamente seletivas, por outro lado, para poupar 0s 0rgaos
normais dos efeitos colaterais prejudiciais (AZMI, 2012).

As principais desvantagens da quimioterapia classica sdo a recorréncia do cancer,
associada a resisténcia aos medicamentos, e efeitos colaterais graves que podem limitar o uso
de drogas anticancerigenas e, assim, prejudicar a qualidade de vida dos pacientes. Apesar disso,
a quimioterapia ainda ¢ um dos tratamentos mais utilizados em todos o0s tipos de cancer e em
todas as fases da progressdo da doenca (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017), em relagdo ao
tratamento com radiacéo, a resposta dos tumores é multifatorial e depende das caracteristicas
do microambiente tumoral, assim como da sensibilidade intrinseca das proprias células
tumorais (HILL, 2016).

Mesmo diante de inumeros suportes terapéuticos (MAN et al., 2018), o cancer ainda
exerce um enorme Onus social em esfera mundial, sem perspectivas imediatas de controle
efetivo (STEWART; WILD, 2014). Regides menos desenvolvidas da Africa, Asia (excluindo
0 Japdo), America Latina e Caribe correspondem a cerca de 57% da carga global e 65% das
mortes por cancer (JEMAL et al., 2011; TORRE et al., 2015). Prevé-se ainda que a incidéncia
de cancer aumente 75% até 2030, devido a comportamentos de estilo de vida associados ao
risco e a ocidentalizacdo de paises economicamente em desenvolvimento (TORRE et al., 2015).

No Brasil, estima-se a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer para cada ano do
biénio 2018-2019, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos
novos), existindo a previsao de 420 mil casos novos de cancer. Tais estimativas refletem o perfil
de um pais que possui 0s canceres de prostata, pulmao, mama feminina, colon e reto entre 0s
mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do Utero,
estdmago e esofago (Figura 3). A descricdo da distribuicdo dos tipos mais incidentes de cancer,
por meio do tempo, tem sido uma das principais estratégias para o estabelecimento de diretrizes
em politicas publicas e, principalmente, para o planejamento de a¢es de prevencao e controle
do céancer (INCA, 2017).
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Figura 3 - Estimativas para o0 ano de 2018 das taxas brutas e ajustadas a de incidéncia por 100
mil habitantes e do nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria.
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Fonte: INCA, 2017

Os canceres de prostata (68 mil) em homens, e mama (60 mil) em mulheres, serdo os
mais frequentes. Os tipos de cancer mais notificados em homens serdo prostata (31,7%), pulméo
(8,7%), intestino (8,1%), estdmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, 0s canceres
de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%)
figurardo entre os principais. As taxas de incidéncia (Figura 4) ajustadas por idade tanto para
homens (217,27/100 mil) quanto para mulheres (191,78/100 mil) sdo consideradas
intermediarias e compativeis com as apresentadas para paises em desenvolvimento (INCA,
2017).
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Figura 4 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto, cancer de pele ndo melanoma.
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Fonte: INCA (2017)

Os principais o0rgdos financiadores de pesquisa sobre o cancer, governos e agéncias
internacionais explicitamente reconhecem a magnitude do problema e definem prioridades para
prevencdo, diagnostico precoce e tratamento mais eficaz (VARMUS; KUMAR, 2013). A
prevencdo e controle no Brasil, um pais de dimensdes continentais e fortes diferencas regionais
por abrigar uma populacdo de comportamentos, crencas e atitudes de modo bem diversificado,
representando entdo, um dos grandes desafios que a saude publica enfrenta (INCA, 2017), dessa
forma, a prevencao efetiva do cancer é dificil por uma variedade de raz6es logisticas, sociais e
econbmicas (BISSELL; HINES, 2011; GREAVES, 2014).

O cancer permeia muitas dimensdes da vida de um individuo, exigindo uma abordagem
de tratamento holistica que engloba intervencdes médicas e psicologicas (BARRE; PADMAJA,;
SUVASHISA, 2018). Altos niveis de sofrimento psiquico merecem atencao clinica, uma vez
que podem influenciar negativamente a adesao ao tratamento (KENNARD et al., 2004; YEE et
al., 2017), apesar dos avangos terapéuticos da doenca, evidéncias apontam o fato do cancer
acometer o paciente ndo apenas fisiologicamente, mas também psicossocialmente (DEMIR,
2017). O estresse € considerado um grande fator psicoldgico precipitante em pacientes com
cancer desde o diagnostico, tratamento e prognostico, mesmo apds a doenca ter passado
(KANG; PARK; MCARDLE, 2012), uma vez que, o medo da recorréncia e as dificuldades
impostas pelas circunstancias, como os problemas fisicos diarios podem criar comorbidades
psiquiatricas (ansiedade, depressao, transtorno de estresse pos-traumatico) novas ou amplificar
as ja existentes (NIKBAKHSH et al., 2014; SURMAN; JANIK, 2017).

O equilibrio entre a inovacdo continua e o custo monetario deve ser ponderado, ja que
essas duas questdes ndo existem isoladamente uma da outra (DIELEMAN; BARAL; BIRGER,

2016), ser um paciente diagnosticado com cancer pode levar a despesas catastroficas com varias
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consequéncias, incluindo uma reducdo no rendimento familiar (DOCKERTY; SKEGG;
WILLIAMS, 2003), perda patrimonial, déficit na qualidade de vida, comprometimento da
salde psicossocial e dificuldade na adesdo ao tratamento, dessa forma, hd uma extrema
necessidade de lidar com essas despesas inflacionérias, pois elas acabardo excedendo a
capacidade do paciente e da sociedade em sustenta-las (TRAN; ZAFAR, 2018). Por outro lado,
evidéncias sugerem que a interrupcao do tratamento do cancer pode piorar o progndéstico e a
sobrevida dos pacientes (BARTON et al., 1992; D" AMBROSIO et al., 2008; OHRI et al.,
2016).

O termo “toxicidade financeira” vem sendo cada vez mais utilizado na literatura médica
para descrever os efeitos do 6nus financeiro do paciente com cancer (ZAFAR et al., 2013),
sendo que, aqueles com baixa renda sdo particularmente vulnerdveis aos efeitos econémicos
(AROZULLAH et al.,, 2004). Os eventos adversos que atingem 0s pacientes durante o
tratamento do cancer sdo frequentes e também associados a uma carga econdmica substancial
(WONG et al., 2018), além de impactar negativamente nos resultados clinicos, perturbar o
planejamento do tratamento, muitas vezes levando a mudancas de terapia (como atrasos de dose
ou reducgdes), menor adesao, e até mesmo a interrupcdo (RASHID et al., 2015; TACHI et al.,
2015).

3.2 Cancer de mama

O cancer de mama (CM) desempenha um papel preocupante, uma vez gque cerca de dois
milhdes de novos casos e meio milhdo de mortes, estdo relacionadas a patologia registradas
anualmente em todo o mundo (GOLUBNITSCHAJA et al., 2016), o CM sozinho representa
25% de todos os casos de cancer e 15% de todas as mortes por cancer entre as mulheres
(TORRE et al., 2015). No Brasil, ocorreram 15.403 6bitos por CM no ano de 2015 (BRASIL,
2017), para cada ano do biénio 2018-2019, estimam-se 59.700 casos novos de CM, com um
risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres, para o estado do Piaui, estimativas
indicam o surgimento de 600 novos casos (INCA 2017), alerta-se ainda, que o0 CM néo se limita
as mulheres, uma vez que, o carcinoma da mama masculina é responsavel por 0,8% a 1% de
todos os CM (GOMEZ-RAPOSO et al., 2010).

O CM é uma doenca altamente heterogénea, e consequentemente, apresenta
classificagdes complexas (SINN; KREIPE, 2013; VAN NIJNATTEN et al., 2017), para 0s
varios perfis histopatolégicos, hormonais e genéticos da doenga (GRAY et al., 2017). O CM

pode ser categorizado em carcinoma in situ e invasivo (infiltrante). O CM in situ €
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posteriormente subclassificado como ductal (carcinoma ductal in situ), onde as lesGes aparecem
com mais frequéncia nos ductos mamarios, e lobulares (cancer lobular in situ), o qual esta
associado a hiperplasia lobular atipica (LOGAN et al., 2015), a versao infiltrante do carcinoma
lobular frenquentemente se estende a outras areas do corpo, porém, na categoria in situ, o cancer
nao se distanciou do l6bulo ou ductos onde se situava (WEST et al., 2017).

Os carcinomas ductais sd&o 0s mais comuns das neoplasias malignas da mama
(aproximadamente 80%), seguem um modelo de progressao tumoral linear, onde a transi¢do do
carcinoma ductal in situ para infiltrante € um passo critico na progressdo do CM, que muitas
vezes leva a doenca metastatica, a qual esta associada a elevada mortalidade (KORKOLA et
al., 2003; POLYAK, 2007; ESPINA; LIOTTA, 2011). A subcategoria do carcinoma ductal in
situ conhecido como comedocarcinoma tende a ser mais agressivo (NORTON et al., 2010), os
tipos mais comuns baseados no padrdo arquitetonico incluem carcinoma ductal sélido (celulas
tumorais preenchem completamente os ductos), cribriforme (células tumorais ndo preenchem
completamente os ductos apresentando lacunas), papilar (células tumorais se organizam em
padrdo de samambaia dentro dos ductos mamarios afetados) e micropapilar (menores que o
padrédo papilar) (NOUNOU et al., 2015).

Os estagios do CM séo determinados pela invasdo da malignidade, seja ela demarcada
nos tecidos mamarios ou que tenha migrado para além da membrana basal, levando a metastase
(PHIPPS; LI, 2010). Conforme a doenca progride, o tumor primario limitado a mama (estagio
1) frequentemente se espalha para outros tecidos da mama e ganglios linfaticos préximos
(estagio 2-3) ou para 6rgaos distantes (metastase a distancia, isto é, estagio 4) (SINN; KREIPE,
2013) como pulmao, tecido dsseo, figado e cérebro, estes sdo os locais mais comuns de
metastase proveniente do CM (WEIGELT; PETERSE; VAN’T, 2005).

O CM também pode ser classificado com base nas expressdes dos receptores hormonais
(receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor de fator de crescimento
epidérmico humano 2 (Her2)) (ONITILO et al., 2009), sendo denomidado de acordo com a
subtipagem intrinseca: Luminal A; Luminal B; Her2 superexpresso; triplo-negativo (Figura 5)
(CEJALVO et al. 2017). O Luminal A apresenta 0 melhor progndstico geral, é o tipo mais
comum do CM com ER" e PR positivos, expressdo negativa de Her2" e baixa expressdo de
Ki67 (DAI et al. 2015). O subtipo Luminal B, por outro lado, é ER*, PR" e Her2" e
ocasionalmente ER™ PR* e Her2", também possui maior expressdo de Ki67, o que leva a um
pior progndstico (THOMPSON et al. 2016). Tumor de mama triplo negativo ER’, PR e Her2"
sdo significativamente mais agressivos e tende a metastatizar, esse tipo de cancer é o mais fatal

e tem o pior prognostico em geral. E muito agressivo e propenso a metastases com menor taxa
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de sobrevida (PARK et al., 2014), corresponde a cerca de 15% a 20% dos casos de CM
(JITARIU et al., 2017)

Figura 5 - Subtipos do cancer de mama com base na expressao de receptores hormonais.
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Fonte: Dos autores.

Estudos epidemioldgicos revelaram que 12% das mulheres com cancer de mama tém
um membro da familia afetado e 1% dos pacientes tem um ou mais parentes afetados
(DUMITRESCU; COTARLA, 2005). Metade das sindromes de predisposicdo ao CM esta
associada a mutacdes em BRCALl e BRCA2, notavelmente, ambos os genes (BRCAL e
BRCAZ2) associados ao cancer de mama sdo anti-oncogenes que codificam proteinas
supressoras de tumor (GODET; GILKES, 2017), entretanto, mutac6es deletérias no BRCA 1 e
2 sdo consideradas fatores de risco para suscetibilidade ao CM e outros tipos de cancer,
incluindo cancer de ovério, colon e prostata (STEWART; WILD, 2014; MEHRGOU;
AKOUCHEKIAN, 2016). O CM triplo negativo, considerado a forma mais agressiva da
doenca, apresenta maior incidéncia de mutacées no BRCA-1 (GADI; DAVIDSON, 2017). O
risco ao longo da vida varia de 65 a 81%, para portadores de mutacdo em BRCAL; e 45 a 85%,
para portadores de BRCA2 (KAMINSKA et al., 2015). As muta¢des no gene TP53, supressor
tumoral, também tém sido associadas a um aumento do risco de CM precoce em mulheres
(SCHON; TISCHKOWITZ, 2017).

Diferentes fatores de risco estéo associados ao desenvolvimento do CM em mulheres.

A idade, sem duvidas, aumenta o risco de desenvolver a doenca (MCGUIRE et al., 2015) sendo
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a incidéncia de CM maior em mulheres acima de 50 anos de idade (ALEGRE et al., 2013).
Mudltiplos fatores estdo envolvidos na etiologia do cancer de mama: menarca precoce (< 12
anos); menopausa tardia (> 55 anos); nuliparidade de paridade; primeira gravidez ap6s os 30
anos; uso de alguns anticoncepcionais e terapia de reposicdo hormonal (TRH) na menopausa;
exposicdo a radiacdo ionizante; consumo de bebidas alcodlicas; sedentarismo; dietas
hipercaléricas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; INCA, 2017; STEWART; WILD,
2014).

Em mulheres obesas o tecido adiposo pode fornecer o estrogénio, pois é capaz de
produzi-lo, este aumento na producdo hormonal parece aumentar o risco de CM em mulheres
p6s-menopausa acima do peso; deficiéncia de vitamina D e falta de exposicdo ao sol também
séo consideradas causas importantes do CM (ALCO et al., 2014). A doenga, quando atinge uma
das mamas, pode aumentar o risco em quatro vezes de acometer a outra mama, enquanto 0s
pacientes acometidos com cancer de ovario, endométrio ou colon apresentam um risco 1 a 2
vezes maior de desenvolver CM (HASSON-OHAYON et al., 2010).

O tratamento multimodal de pacientes diagnosticados com CM envolve modalidades
padronizadas, como cirurgia, radioterapia e terapia medicamentosa, além de algumas medidas
complementares opcionais que vao desde a acupuntura até o controle da dieta (GREENLEE et
al., 2017; MASOUD; PAGES, 2017). No manejo do CM apds o diagndstico, o objetivo é
preservar a qualidade de vida do paciente (MENG et al., 2017). As duas primeiras modalidades
(cirurgia e radioterapia) sdo usadas principalmente para erradicar o tumor priméario da mama e
os tecidos cancerigenos locorregionais (GREENLEE et al., 2017). A cirurgia € a principal
estratégia para individuos cujo CM ndo se estendeu a outras areas do corpo, também podendo
ser uma escolha para estagios mais complexos da doenca (ELLIS et al., 2017; HOUSSAMI,;
TURNER; MORROW, 2017; PEARSON; MILLIGAN; CAIN, 2017). A radiacdo empregando
altos niveis de radiacdo in situ apds a cirurgia reduz o risco de recorréncia local do cancer, uma
vez que pode eliminar células tumorais residuais (DHANKHAR et al., 2010; AKRAM,;
SIDDIQUI, 2012).

A quimioterapia pode ser prescrita para controlar o CM metastatico, minimizar ou
retardar seu desenvolvimento uma vez que é capaz de eliminar células cancerigenas usando
drogas citotoxicas (MASOOD, 2016; AKRAM et al., 2017). O modelo quimioterapico pode
ser administrado antes e apos procedimento cirargico, dependendo das condicBes do paciente.
De acordo com a Sociedade Americana de Cancer, os medicamentos quimioterapicos utilizados

no tratamento do CM séo: docetaxel, paclitaxel, agentes de platina (cisplatina, carboplatina),
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vinorelbina  (navelbina), capecitabina (Xeloda), doxorrubicina lipossomal (doxil),
ciclofosfamida (citoxan) e carboplatina (paraplatina) (BENSON et al., 2004).

A terapia enddcrina (anti-estrogénica), pode ser utilizada em tipos de cancer que sdo
afetados por hormdénios, 0s quais expressam receptores hormonais, como receptores de
estrogénio (AKRAM et al., 2017), a categoria mais comum de drogas usadas no cancer de
mama € o anti-estrogeno tamoxifeno, raloxifeno e toremifeno (CLARKE et al., 2003). O tumor
quando demonstra o padrdo de superexpressdo / amplificacdo do HERZ2, utiliza-se o
trastuzumabe (Herceptin), uma terapia alvo anti-HER2. Entretanto, na auséncia da expressao
dos trés receptores (ER, PR" e Her2’), o CM triplo negativo ndo é sensivel a terapia hormonal
e a terapia anti-HER2, dessa forma, a quimioterapia torna-se a Unica terapia medicamentosa Util
(JITARIU et al., 2017; GADI; DAVIDSON, 2017).

O problema com a quimioterapia padrdo é o fato das drogas convencionais nao
distinguirem com precisdo células normais e malignas em crescimento, ou seja, enquanto as
celulas estdo se dividindo, acabam se tornando alvos dos antineoplasicos (EFFERTH et al.,
2017), dentre os efeitos prejudiciais comuns da quimioterapia destacam-se nauseas, vomitos,
diarreia, perda de pelos (KANTI et al., 2014), mielossupressdo, especialmente a neutropenia
(WANG; PROBIN; ZHOU, 2006), além de nefrotoxicidade (ZIRAK et al., 2014; INOUE et
al., 2018), hepatotoxicidade (YAGMURCA et al, 2007) e -cardiotoxicidade
(ANGSUTARARUX; LUANPITPONG; ISSARAGRISIL, 2015; VARRICCHI et al., 2018).

Os efeitos colaterais desagradaveis do tratamento do CM sdo um dos fatores mais
motivadores para pesquisa de métodos alternativos. O uso de ervas no tratamento de pacientes
com cancer de mama é considerado uma alternativa natural, pois algumas plantas podem conter
propriedades que naturalmente tém a capacidade de tratar o CM (ZHU et al., 2011; MARY;
VINOTHA; PRADEEP, 2012; ABDULL; AHMAD; NOOR, 2013).

3.3 Sarcoma

Os sarcomas compreendem um grande grupo de malignidades primarias, e de forma
geral, podem ser divididos em dois tipos: sarcoma 0sseo primario e sarcoma de tecido mole
(SKUBITZ; D’ADAMO, 2007), estes se manifestam, de forma abrangente, em tecidos
mesenguimais, como: musculo, 0sso, gordura, tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e nervos
(SHMOOKLER et al.,, 2001; MORRISON, 2003), podendo afetar distintas regifes do
organismo. A maioria surge de forma esporadica, embora também haja algumas sindromes de

predisposicdo genética como mutacdo do alelo RB (Retinoblastoma) e sindrome de Li-
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Fraumeni, causada por mutacdes em TP53; também existem os fatores ambientais como
exposicao a cloreto de vinila ou radiacdo ionizante que estdo associados a sarcomas especificos
(FROEHNER; WIRTH, 2001; RUBINO et al., 2005; GONZALEZ et al., 2009; MAGNUSSON
etal., 2012; COLLINS et al., 2014).

Integrando um grupo heterogéneo de neoplasias, 0s sarcomas comportam mais de 50
subtipos, dos quais cerca de 50% sdo musculoesqueléticos e ocorrem nas extremidades do corpo
(STEFFNER; JANG, 2018), a patologia representa cerca de 1% das neoplasias adultas e
aproximadamente 20% das neoplasias pediatricas (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018; WARD
et al., 2014). De acordo com a American Cancer Society, cerca de 12.310 novos casos (6.980
em homens e 5.330 em mulheres) foram diagnosticados com sarcoma de tecido mole nos
Estados Unidos em 2016 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

Estimativas recentes indicam que 0s sarcomas sao responsaveis por cerca de 2% das
mortes relacionadas ao cancer, e a taxa de sobrevida em 5 anos € inferior a 15% (SIEGEL,;
MILLER; JEMAL, 2018), aproximadamente, 200.000 pessoas no mundo sdo diagnosticadas
com sarcomas a cada ano (DOYLE, 2014). No Brasil, de acordo com os Registros de Cancer
de Base Populacional (RCBP) a mediana das taxas médias de incidéncia do sarcoma foi de 6,67
por milhdo para a faixa etaria de 0 a 14 anos, e de 7,54 por milh&o para o grupo de 0 a 19 anos,
observa-se ainda um predominio no sexo masculino e, assim como descrito pela literatura,
também se verifica dois picos etarios, um de 1 a 4 anos e outro a partir dos 10 anos (INCA,
2016).

Apesar de menos comuns, 0s sarcomas representam um desafio terapéutico quando
atingem grandes proporcdes, pois sdo agressivos localmente e capazes de apresentar
crescimento invasivo e destrutivo, recidiva local e metastases (FLEURY; SANCHES, 2006;
TONETO; LUCCHESE; REICHEL, 2013), verifica-se ainda, que mesmo a administracdo de
diversas combinacdes de quimioterapias citotoxicas, como doxorrubicina e cisplatina, tenham
melhorado significativamente as taxas de sobrevida de pacientes com certos tipos de sarcoma
desde os anos 80, o progresso no tratamento da doenca permaneceu lento e os desfechos clinicos
ndo melhoraram nos ultimos anos (HARWOOD et al., 2015).

Inimeros estudos experimentais com sarcoma de Crocker, também conhecido como
Sarcoma 180 (S-180), um tumor indiferenciado encontrado em ratos albinos machos no ano de
1914 (SILVA, SANTOS, CASSALLI, 2006), tem sido utilizado como modelo experimental na
avaliacdo plantas medicinais com efeito citotoxico (LAW et al., 2018), o tumor murino S-180
(Figura 6) é uma das culturas de célula priméaria mais usadas na pesquisa de produtos naturais
com atividade antineopléasica (MAGALHAES et al., 2010; BEZERRA et al., 2008; FERREIRA
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etal, 2011; FERREIRA et al., 2015), a cultura de S-180 pode ser transplantada por inoculagao
subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais
inoculados (OLIVEIRA-JR et al., 2005).

Figura 6 - Camundongo (Mus musculus) linhagem Swiss portador de S-180

Fonte: Dos autores.

Os tumores transplantaveis de camundongos tém sido amplamente explorados na
oncologia experimental, principalmente na avaliagdo biologica da resposta a quimioterapia
(MILLER et al., 2012), modelos com sarcoma sd@o fundamentais para o entendimento da
biologia molecular do céancer, uma vez que os sarcomas sdo distinguidos por aberracdes
moleculares como mutacGes, delecdo intergenes, amplificacbes de genes e translocacOes
(QUESADA; AMATON, 2012). Dessa forma, células tumorais de murino apresentam-se como
uma importante ferramenta pré-clinica no estudo de novas substancias quimicas ou naturais
com propriedades antitumorais (FERREIRA et al., 2015).

3.4 Leucemia

A leucemia é um tipo de cancer que ocorre no tecido que forma o sangue, a maioria das
células do sangue se forma na medula 0ssea. Na leucemia, as células sanguineas que nado
atingiram sua maturidade (células anormais), ndo funcionam de forma adequada, nem morrem,
substituindo as células sanguineas normais da medula 6ssea (HOWLADER et al., 2017), trata-
se de um distirbio hematolégico em que dois pacientes com leucemia podem parecer
morfologicamente idénticos e apresentar perfis moleculares diferentes, sendo imprevisivel a
variagdo da resposta as terapias prescritas (JAIN, 2009). As anormalidades cromossdmicas nao

aleatorias, tais como, deleces e translocacdes sao identificadas em cerca de 52% dos pacientes
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primarios de leucemia mieloide aguda (LMA) e foram reconhecidos como eventos genéticos
que promovem esta doenca (BYRD et al., 2002).

Entre os tipos de cancer infanto-juvenil, a leucemia € o mais comum na maioria das
populacgdes (cerca de 25% a 35%) em todo 0 mundo (INCA, 2016). Para o Brasil, estimam-se
5.940 casos novos de leucemia em homens e 4.860 em mulheres para cada ano do biénio 2018-
2019. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5.75 casos novos a cada 100 mil
homens e 4.56 casos novos para cada 100 mil mulheres, ocupando a nona e a décima posicoes,
respectivamente. No Brasil, ocorreram, em 2015, 3.692 6bitos por leucemia em homens e 3.145
em mulheres (INCA, 2017).

A leucemia € uma enfermidade onde os gl6bulos brancos produzidos geralmente sdo
NUMErosos e sao anormais, o que significa que eles ndo podem defender eficazmente o corpo
de doengas, patdgenos ou substancias estranhas. Os tipos de globulos brancos afetados,
linfoides ou mieloides, pode identificar o tipo de leucemia (GREAVES, 1997;
SWIERZEWSKI, 1999), essa também pode ser aguda ou crénica, dependendo da velocidade
de sua evolucéo, dessa forma, o prognostico da leucemia depende do tipo de célula sanguinea
afetada e se a leucemia é aguda ou crénica (INCA, 2017).

A leucemia linfocitica se refere ao crescimento celular anormal nas células da medula
que se tornam linfocitos. Na mieloide, o crescimento celular anormal ocorre nas células da
medula que amadurecem nos globulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas (VOGEL;
FISHER, 1993). H4, pelo menos, quatro grandes classificaces de leucemia: linfocitica aguda
(LLA), mieloide aguda (LMA), linfocitica cronica (LLC) e mieloide cronica (LMC)
(SZCZEPANSKI et al, 2003; DAVIS; VIERA; MEAD, 2014). A LLA apresenta
caracteristicas especificas para adultos e para criangas, sendo mais comum em criancas, sendo
que a LMA, LLC e LMC sdo mais diagnosticados em adultos e raramente ocorrem em criancas
(INCA, 2017), a LLC é a leucemia mais comum nos paises ocidentais, ocorre geralmente em
pacientes idosos e possui um curso clinico altamente variavel (HALLEK, 2015).

As terapias mais comuns administradas na leucemia envolvem quimioterapia
multiagente com vincristina, corticosteroides e uma antraciclina, radioterapia, transplante de
células-tronco e imunoterapia com interferon. Os pacientes idosos, geralmente, ndo conseguem
tolerar tais regimes e apresentam um progndstico, particularmente, ruim (SWIERZEWSKI,
1999; PUI; EVANS, 2006; INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013). As taxas de
sobrevivéncia da LLA melhoraram dramaticamente nas Gltimas quatro décadas, mas variam
significativamente com a idade. Criancas tratadas em protocolos modernos tém taxas de
sobrevivéncia superiores a 90% (VORA et al., 2013; VORA et al., 2014). Em contraste, a
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sobrevivéncia da LLA adulta € de aproximadamente 40% para os pacientes com idade entre 25
e 59 anos e € significativamente menor (<20%) para os idosos (MOORMAN et al., 2010; SIVE
etal., 2012).

A Leucemia Promielocitica Aguda (LPA), constitui aproximadamente 10-15% de todos
0s casos de LMA em paises latino-americanos, trata-se de uma patologia hemato-oncoldgica
rara, estima-se uma incidéncia anual de LPA em 0,23 por 100.000 pessoas no mundo,
apresentando maior prevaléncia na fase adulta com uma idade média de diagnéstico aos 44 anos
(YIN; MEDEIROS; BUESO-RAMOS, 2010; PARK et al., 2011). A LPA se destaca por ser o
tipo mais agressivo de LMA, detentora do pior prognéstico, (LO-COCO; CICCONI, 2011; LI
et al., 2014; WATTS; TALLMAN, 2014), porém, a introducao de terapias com acéo direta na
lesio molecular, como ATRA (Acido Trans-Retindico) e o ATO (Tridxido de Arsénio),
demonstrou relevancia na terapéutica dirigida ao alvo molecular, fruto da inducéo de
diferenciacéo e apoptose (RICE; DE THE, 2014; CULL; ALTMAN, 2014).

Os efeitos secundarios da quimioterapia utilizada na LPA, entretanto, séo significativos,
como citopenias, neutropenia febril e toxicidade cardiaca tardia (STEIN; TALLMAN, 2012;
NICHOL et al., 2014; RICE; DE THE, 2014). Verifica-se dessa forma, a importancia da
investigacdo de desordens hematopoiéticas, as quais, podem ser estudadas em linhagens
celulares, a exemplo da leucemia promielocitica humana (HL-60), para a busca de novos

compostos naturais com efeitos antitumorais (CHIEN et al., 2017).

3.5 Produtos naturais

A natureza é a melhor fonte de medicamentos (FRANK et al., 2017; KACERGIUS et
al., 2017), visto que, a maioria das drogas modernas foram derivadas ou inspiradas de fontes
naturais (SCHMIDT; EFFERTH, 2016), uma proporc¢éo significativa (> 60%) dos farmacos
antineoplasicos que estdo em uso clinico e demonstraram eficacia relevante no combate ao
cancer se originam de produtos naturais derivados de plantas, organismos marinhos e
microrganismos (SEELINGER et al., 2012), a descoberta e o desenvolvimento de novos
medicamentos baseados em produtos naturais ainda tém sido o foco de inUmeras pesquisas
(WRIGHT, 2017).

Os produtos naturais derivados de plantas incluem uma variedade de compostos
quimicos que foram evolutivamente selecionados por sua capacidade de aumentar a protecéo e
sobrevivéncia das plantas, desempenhando um significativo papel na interagdo destas com o
meio ambiente (BRAHMACHARI et al., 2013). Devido a diversas atividades bioldgicas, as
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plantas tém sido amplamente aplicadas na saide humana como suplemento dietético ou na
medicina tradicional hd milhares de anos (EKOR, 2014).

Encontrar drogas que atuam em multiplos caminhos, ou discernir possiveis combinagdes
de drogas, representa um dos principais desafios por entender as redes de sinaliza¢ao das células
humanas e como elas sdo alteradas em diferentes tipos de cancer (RASK-ANDERSEN et al.,
2014), a atividade anticancerigena da maioria dos produtos naturais geralmente atua via
regulacdo da funcdo imunoldgica, induzindo apoptose ou autofagia, ou inibindo a proliferagdo
celular (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).

Buscar diferencas moleculares entre as células normais e cancerigenas a fim de atingir
especificamente os alvos relacionados ao cancer é de extrema importancia, drogas direcionadas
sdo projetadas para eliminar células cancerigenas pela sua ligacdo ao alvo especifico, uma vez
que este alvo ndo estd presente nas células normais, espera-se que ndo exerca efeitos
secundarios nos tecidos normais (EFFERTH et al., 2017). A heterogeneidade tumoral
representa um desafio consideravel para a quimioterapia do cancer, uma vez gque agrava a
efetiva erradicacdo de todas as células de subpopulacdes geneticamente e fenotipicamente
diferentes. Mesmo poucas células tumorais sobreviventes podem levar a repopulagédo e tumores
refratarios (SCHMIDT; EFFERTH, 2016).

Contextualmente, estima-se que quase um terco de todos os canceres poderia ser evitado
por meio de habitos alimentares adequados e suplementos (MAGALOVA, 1999; LIU, 2013).
Entre os candidatos mais promissores estdo os fitoquimicos bioativos que demonstram fortes
efeitos anticancerigenos (YADAV et al., 2011). Seu consumo diario regular pode reduzir o
risco de varios tipos de cancer: pulméo, célon, mama, colo do Utero, es6fago, cavidade oral,
cavidade, estbmago, bexiga, pancreas e ovario (BLOCK; PATTERSON; SUGAR, 1992).

Alcaloides, flavonoides, terpenoides, acidos fendlicos, polissacarideos, saponinas e
outros tém sido documentados como produtos bioativos naturais com potente atividade
anticancer (AVATO et al. 2017; JOSHI; VISHWAKARMA; BHARATE, 2017; MAJUMDER;
DAS; SAHA, 2017), tais fitoquimicos demonstram ser importantes reguladores em processos
patologicos, especialmente o cancer, aumentando a conscientizacdo sobre a contribuicdo
significativa destes constituintes (BUDISAN et al. 2017). Evidéncias agregadas sugerem que
uma dieta rica em agentes vegetais, incluindo especiarias, tem a capacidade de prevenir a

maioria das doencas cronicas (SUNG et al., 2012).
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3.5.1 Compostos fitoquimicos: conceito e papel na quimioprevencdo do cancer

O termo "fitoquimico™ refere-se aos compostos bioativos ndo-nutrientes presentes na
dieta & base de plantas (GONZALEZ-VALLINAS et al., 2013), os fitoquimicos fazem parte do
metabolismo secundéario das plantas, os quais, sdo responsaveis por manter as funcdes cruciais
para a sobrevivéncia e aptiddo reprodutiva (WOLL, KIM, EFFERTH, 2013). Muitos
fitoquimicos tém potencial para inibir o processo da carcinogénese, interferindo em uma ou
varias vias celulares e, portanto, desempenham um papel importante na quimioprevencao do
cancer (SURH, 2003; WENG; YEN, 2012).

Atualmente, os fitoquimicos estdo sendo classificados de acordo com a origem
biossintética dos metabdlitos secundarios, os trés grandes grupos compreendem polifendis,
terpenoides e alcaloides, que contribuem para as propriedades medicinais das plantas e fazem
parte da dieta humana para fins nutracéuticos (KAUR et al., 2018), a denominacéo
“nutracéutico” qualifica qualquer substancia advinda exclusivamente de alimentos que possua
propriedades terapéuticas promissoras para o tratamento de doengas (HARDY, 2000; KALRA,
2003; SHIRZAD et al., 2013; WILDMAN, 2016) .

Os fitoquimicos ainda podem ser categorizados em fungdo da sua estrutura quimica,
origem boténica e propriedades biologicas, existem varias bases de dados especificos para
fitoquimicos dietéticos e seus efeitos de promocao da saude, incluindo classificacdo pela sua
eficacia em estudos pré-clinicos quimiopreventivos (SCALBERT et al., 2011), os grupos de
fitoquimicos mais estudados sdo o0s compostos fenolicos, carotenoides e compostos
organosulfurados (KAPINOVA et al, 2018). Agentes anticancerigenos, em particular
fitoquimicos, ajudam na regulacdo positiva e amplificacdo de genes apoptoéticos em células
cancerigenas, seguido por inducao de morte celular (KAUR et al., 2018).

Existem basicamente trés maneiras pelas quais as células respondem aos efeitos danosos
de fatores externos: [1] tolerar danos [2] reparar dano em células normais e [3] induzir a parada
do ciclo celular ou apoptose nas células mutadas (GHOSAL; CHEN, 2013; ROOS; THOMAS;
KAINA, 2015). O dano ao DNA é comumente induzido por fortes estressores, como agentes
oxidantes, que podem estar presentes na comida, ar e 4gua, ou podem se originar de vias
metabolicas como disfuncdo mitocondrial e / ou desregulacdo das vias de desintoxicacdo
(GOLUBNITSCHAJA, 2007; CEBIOGLU; SCHILD; GOLUBNITSCHAJA, 2013).

A regulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é fundamental para manter a
homeostase celular (CHIKARA et al., 2017), uma vez que, em niveis basais atuam como

moléculas sinalizadoras para ativar a proliferacdo celular, sobrevivéncia, apoptose,



52

diferenciagéo, respostas imunes, motilidade e vias de resposta ao estresse (RHEE, 2006; CHEN
et al.,, 2016; SENA; CHANDEL, 2016), entretanto, o aumento dos niveis de EROs causa
injurias ao DNA, que, se ndo forem reparados, causam mutagcfes e promovem a carcinogénese
(NOONAN et al., 2008).

Como uma forma de defesa, as células geralmente se direcionam a autodestruicdo na
forma de apoptose para eliminar células com dano irreparavel ao DNA (BHONDE et al., 2006;
ROOS; THOMAS; KAINA, 2015). Este processo é regulado por proteinas mediadoras pro-
apoptéticas e antiapoptdticas e um equilibrio sutil deve ser mantido entre estas proteinas e sinais
dentro das células (ADAMS; CORY, 2007; DE ALMAGRO; VUCIC, 2012). No entanto, este
equilibrio é desregulado nas células cancerigenas, o que leva as células a retomarem
prematuramente a diviséo celular, presumivelmente devido a mutagdes de génes supressores de
tumor, evitando a apoptose e, concomitantemente, conduzindo a iniciacdo da carcinogénese
(KUMAR et al., 2016).

O metabolismo celular em tumores esta intrinsecamente ligado a producdo de EROs,
que atua como fator causal na estimulacdo de proto-oncogenes (WARIS; AHSAN, 2006;
REUTER et al., 2010). A atividade inibitoria de fitoconstituintes contra oncogenes pode ser
alcancada pela reducéo de sua expressdo, inativacdo ou supressdao (WANG et al., 2012). Por
outro lado, os fitoquimicos anticancer mostram efeitos modulatérios nos genes supressores de
tumor aumentando sua expressdo (FLORA; FERGUSON, 2005). Alguns estudos em animais
mostraram efeitos antiproliferativos aparentes de muitos fitoquimicos, diminuindo a expressao
de Ki67 em células cancerigenas (KUBATKA et al., 2015; KUBATKA et al., 2016;
KUBATKA et al., 2017, KIM et al., 2014). O Ki67 é considerado como um bom marcador
tumoral presente nas células em crescimento e em divisdo (CSERNI et al., 2014).

Em comparacdo com as células normais, as células cancerigenas apresentam os niveis
de EROs aumentados (WANG; YI, 2008), tais condicdes ndo sdo prejudiciais as células
tumorais, uma vez gque contam com um sistema antioxidante endégeno robusto que atenua o
estresse oxidativo para proliferar (MITTLER, 2017). Em células normais as vias de reparo do
DNA podem ser induzidas por agentes terapéuticos que ajudam a neutralizar as condi¢cdes de
estresse, por outro lado, a exposicdo de células cancerigenas a fitoquimicos induz uma resposta
sustentada ao dano ao DNA que pode levar a morte celular por apoptose (RAJEMDRAN et al.,
2011; AZQUETA,; COLLINS, 2016).

Dessa forma, tanto o reparo do DNA como 0s mecanismos de dano podem ser
desencadeados por fitoquimicos, dependendo da estabilidade genémica dentro das células, que

também é responsavel pelo direcionamento seletivo de células cancerigenas por agentes
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quimiopreventivos (KELLY et al., 2001; AZQUETA,; COLLINS, 2016). A supressédo de EROs
utilizando fitoquimicos € crucial para a quimioprevencdo do céncer, € a0 mesmo tempo,
também foram reconhecidos como agentes indutores de EROs em uma ampla variedade de
células cancerigenas (WANG; Y1, 2008).

3.5.2 Compostos Fendlicos: propriedade antioxidante e pré-oxidante

Dentre os fitoquimicos, os polifendis sdo conhecidos por demonstrarem capacidade
como moduladores redox (ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014), nas plantas, atuam como
mecanismos de defesa (patdgenos, parasitas e predadores); atrativos (polinizadores e animais
dispersores de sementes); protetores (UV, flutuacBes temperatura); além de contribuir na
coloracdo (LIU, 2004; DEL RIO et al., 2012). Os compostos fendlicos sdo geralmente
classificados como acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas e taninos (LIU, 2004),
mais de 10.000 polifendis ja foram identificados, s&o compostos que contém um ou mais anéis
aromaticos ligados a pelo menos um grupo hidroxila, seu comportamento como antioxidante
ou pré-oxidante depende do microambiente e da demanda de EROs ja presentes nas células
(FRANCO et al., 2008; ARULSELVAN et al., 2016).

A superproducdo de radicais livres em humanos pode gerar estresse oxidativo e causar
sérios danos a biomoléculas de células e tecidos, resultando em varias doencas crénicas, como
doencas cardiovasculares, obesidade, cancer e diabetes (ZHANG et al., 2015). Muitos estudos
mostraram que a ingestdo de alimentos ricos em fitoquimicos antioxidantes, levaria a reducao
do risco de doencas cronicas (KIM et al., 2013; MUNIRAH et al., 2012).

Os polifendis derivados da dieta, através de suas propriedades antioxidantes, mostraram
efeitos quimiopreventivos promissores em uma ampla variedade de tipos de cancer, além de
apresentarem toxicidade minima para o tecido saudavel, tornando-os agentes
quimiopreventivos ideais. Ao mesmo tempo, varios fitoquimicos exercem efeitos
antiproliferativos, antimigratorios e anti-invasivos nas células cancerigenas e pode ser
considerado como terapia adjuvante no cancer (CHIKARA et al., 2017).

Células normais apresentam concentracao equilibrada de EROs, as quais sdo necessarias
para atividades metabodlicas, entretanto, fontes extrinsecas de EROs podem causar estresse
oxidativo que pode danificar as células, dessa forma, fitoconstituintes atuam como
antioxidantes em células normais para protegé-los dos efeitos prejudiciais de fatores externos
(ARULSELVAN et al., 2016).
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De forma contréria, as células cancerigenas ja apresentam niveis elevados de EROs
(particularmente H20,), e sdo adaptadas para viver sob estas condi¢es. Alguns fitoquimicos
perturbam ainda mais esse equilibrio, aumentando a quantidade de EROs para niveis letais,
levando a ativacao de varias vias e a apoptose em células cancerigenas. Alguns antioxidantes
fendlicos atuam como pro-oxidantes em certas circunstancias (pH elevado com altas
concentracdes de ions de metais de transicdo e O2) que favorecem o inicio de seu processo de
auto-oxidacdo (YORDI et al., 2012).

Dados crescentes sugerem que, em pequenas quantidades, os polifendis podem exercer
atividade farmacoldgica a nivel celular, apresentando potencial para modular cascatas de
sinalizagdo, afetar a expressdo génica, interagir com mitocondrias e induzir enzimas
antioxidantes, além de inibir a expressdo de enzimas envolvidas na geracdo de radicais livres
(JAYASENA et al., 2013).

3.5.3 Ervas e especiarias

Especiarias s@o derivadas de qualquer parte de uma planta (raiz, caule, bulbo, casca,
sementes), exceto folha, por outro lado, as ervas sdo oriundas do material folhoso, a parte
frondosa da planta, em alguns casos, ervas e especiarias podem vir da mesma planta. A
American Spice Trade Association (ASTA) utiliza o termo especiaria de forma abrangente para
trés categorias: sementes aromaticas, especiarias e ervas. Especiarias e ervas sdo ricas fontes de
compostos fitoquimicos, muitos dos quais sdo biologicamente ativos com efeitos antioxidantes,
anti-inflamatorios e antitumorais (DINI, 2018).

A evidéncia mais antiga do uso de especiarias pelos seres humanos remonta a 5000 aC,
e até hoje suas atividades bioldgicas tém sido extensivamente estudadas (SUNG et al.,
2012). “Especiaria” tem origem na palavra latina “species”, que significa uma mercadoria de
distincdo ou valor especial (VAN DER VEEN; MORALES, 2015). Especiarias tém sido
amplamente utilizadas desde os tempos antigos como meio de medicamento, agente corante,
agente aromatizante e conservante (KUNNUMAKKARA et al., 2018).

InvestigacBes cientificas sobre os efeitos das especiarias na saude humana resultaram
em um grande corpo de informacbes na literatura mencionando suas conexfes diretas ou
indiretas na promocao da salde e atuacdo em patologias, além do uso alimenticio, os sistemas
medicinais tradicionais também defendem o papel das especiarias como agentes terapéuticos
(SRINIVASAN, 2005a; YASHIN et al., 2017). Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica

estd se concentrando na validacdo de medicamentos & base de ervas e especiarias no
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desenvolvimento de novas drogas a partir desses arsenais terapéuticos naturais (BENZIE;
WACHTEL-GALOR, 2011), mais de 182 nutracéuticos derivados de especiarias ja foram bem
documentados (AGGARWAL et al., 2009).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos relata que o consumo de especiarias
no mercado Americano aumentou exponencialmente ao longo do Ultimo meio século,
sobretudo, especiarias como gengibre e pimenta, estas vém sendo usadas com mais frequéncia
(SRINIVASAN, 2005b; BARNES; BLOOM; NAHIN, 2007; CLARKE et al., 2015).

A medida que as pessoas estdo considerando o uso de especiarias para uso medicinal e
terapéutico, especialmente para remediar vérias condigdes cronicas, reduzir os sintomas da
doenca e ajudar no tratamento e tratamento de problemas de salide comuns, é prudente examinar
as percepcOes dos consumidores sobre as especiarias, considerando sua utilidade, eficécia,
doses, toxicidade e preditores de utilizacdo (BAILEY et al., 2013; CLARKE et al., 2015; SU;
LI, 2011; BLACK et al., 2015).

Dentre as especiarias (extratos / constituintes) com efeitos anticarcinogénicos
conhecidos em modelos animais, o gengibre se destaca por atuar através de varios mecanismos
para fornecer protecdo contra o cancer, além de conter varias biomoléculas naturais
lipossoluveis que podem proteger contra o estresse oxidativo e a inflamacéo, ambos, fatores de
risco para a iniciacdo e promocéo do cancer (AGGARWAL et al., 2008; KAEFER; MILNER,
2008). Atualmente, as especiarias tornaram-se parte integrante de diversas etnias em todo o
mundo. A nocdo de que as especiarias podem prevenir doencas e enfermidades ganhou
reconhecimento global, além disso, esses produtos sdo menos caros, relativamente seguros e

mais disponiveis do que os medicamentos convencionais (SREEDHAR; LI; ZHAO, 2018).

3.5.3.1 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O Brasil € um dos paises com vegetacdo mais diversa, apresenta aproximadamente
46.096 espécies diferentes de plantas em mais de nove ecossistemas (DO BRASIL, 2015).
Plantas e produtos derivados tém sido utilizados ao longo da histéria para fins medicinais, onde,
aléem do valor nutricional derivado de macro e micronutrientes, as plantas também contém
fitogquimicos (SAXENA et al., 2013), compostos biologicamente ativos que podem trazer
potenciais beneficios a salde, especialmente na quimioprevencdo do cancer (AFAQ;
KATIYAR, 2011), muitos dos medicamentos atuais sao advindos de plantas ou seus derivados
( KINGHORN et al., 2011 ; NEWMAN; CRAGG, 2012).



56

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (Figura 7 A-B) é uma planta perene herbacea
da familia Zingiberaceae, que pode atingir de trinta centimetros até um pouco mais de um metro
de altura (RAVINDRAN; BABU, 2005), o rizoma € utilizado como especiaria em todo o0 mundo
pela sua pungéncia especial e aroma tipico (ATTOKARAN, 2017), embora seja nativa da Asia,
é cultivada na Africa, India e outras regides tropicais (SINGLETARY, 2010), sendo uma planta
historicamente utilizada na medicina complementar e alternativa (ALI et al., 2008). No Brasil,
a cultura de gengibre tem grande importancia, ndo somente para o consumo da populagéo local,
em fungdo de seu emprego alimentar, industrial e medicinal, como também para a exportacéo,
destinada a paises ocidentais (ELPO; NEGRELLE; RUCKER, 2008).

Figura 7 - Gengibre (Zingiber officinalle Roscoe) (A); rizoma (B)

|

Fonte: Dos autores.

O rizoma do gengibre cresce horizontalmente e sua membrana externa pode variar entre
a coloracdo amarela e marrom, apresenta corpo alongado, pouco achatado, com ramos
fragmentados irregularmente, de 3 a 16 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura e 2 cm de
espessura. O gengibre apresenta aroma atraente com sabor picante e purgéncia caracteristica
(PHARMACOPOEIA, 1993; ARABLOU; ARYAEIAN, 2014), embora 0s rizomas cresgam
subterraneos, ndo sdo considerados raizes, e sim hastes inchadas (RAVINDRAN; BABU,
2005). O gengibre é utilizado na medicina tradicional desde a antiguidade (> 2.500 anos) para

tratar diferentes doengas, observa-se o interesse constante por esta especiaria medicinal, assim
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como, investigacdes envolvendo o isolamento e identificacdo dos constituintes bioativos,

validacdo experimental, acbes farmacoldgicas e toxicoldgicas do rizoma (ALI et al. 2008).

3.5.3.2 Principais bioativos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O gengibre ¢ um dos exemplos de "superalimentos”, bastante consumido como
condimento na cozinha tradicional asiatica e européia, € uma especiaria bem conhecida em
muitos paises, sendo ainda amplamente utilizada como agente aromatizante em alimentos,
bebidas e fragrancia em cosméticos (GRZANNA; LINDMARK; FRONDOZA, 2005; ALI et
al., 2008). Véarios compostos ativos foram identificados e sintetizados a partir do gengibre, a
analise quimica do rizoma aponta mais de 400 compostos biolégicos (DEMIN; YINGYING,
2010).

Dentre os componentes funcionais existentes no rizoma, observa-se uma excelente fonte
de constituintes biologicamente ativos (gingerol, shogaol, paradol e zingerone), os gingerois
em altas temperaturas sofrem desidratacéo e se transformam nos shogaois, estes ultimos quando
sofrem hidrogenacdo, formam o paradol (JOLAD et al., 2004; JOLAD et al., 2005). Os
gingerdis foram identificados como os principais constituintes ativos presentes no rizoma in
natura, estes diferem entre si pelo comprimento de suas cadeias laterais alquila ndo ramificadas
[4]-, [6]-, [8]-, [10]- e [12]-gingerol (Figura 8), nesta série de fenodlicos aromaticos com
caracteristica pungente, o [6]-Gingerol ((S)-5-hidroxi-1- (4-hidroxi-3metoxifenol) -3-
decanona) (6-G), é a forma mais identificada no rizoma in natura, o qual se apresenta como 0
principal composto majoritario (ALI et al. 2008; LIM, 2016; BERNARD; MCCONNERY;
HOSKIN, 2017; SAMAD et al., 2017). A maioria das pesquisas sobre as atividades anticancer
dos gingerdis tém se concentrado no [6] - G (BERNARD; MCCONNERY; HOSKIN, 2017).



58

Figura 8 - Estrutura quimica dos principais gingerois presentes no rizoma de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe).
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Fonte: Dos autores.

O [6]-G ¢ apontado como sendo um excelente estabilizador do radical hidroxil (OH")
por meio da transferéncia de hidrogénio (TIWARI; MISHRA, 2016), o OH" é altamente reativo
e desempenha um papel importante em varias reac6es que levam a modificacdes de bases de
DNA, proteinas e lipidios presentes no corpo humano e em outros sistemas bioldgicos
(HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003; WHITE et al., 2003; JENA; MISHRA, 2005),
podendo alterar qualquer estrutura celular préxima, importante frisar que o H2O2, presente em
niveis elevados nas células tumorais, apesar de ndo ser um radical livre, participa da reacéo de
geragdo do OH" por meio da reagdo do H20, com os ions de ferro e/ou cobre (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004; YORDI et al., 2012).

Na medida em que os gingerdis e seus derivados neutralizam radicais livres, tornam-se
metabolicamente instaveis e facilmente oxidados em radical fenoxi, guinona-metideo ou
quinona (Figura 9) (GAN et al., 2013; MASON; THOMPSON, 2014).
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Figura 9 - Reacéo de transformagéo do [6]-Gingerol por oxidacao.
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Fonte: Adaptado de DIETZ et al, 2016

As quinonas sdo frequentemente formadas a partir de precursores fendlicos, uma vez
que sdo produtos da oxidacdo fendlica (BOLTON et al., 2000) que, participam de ciclos redox
enzimaticos e/ou ndo-enzimaticos (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016), e podem gerar EROs
que levam a danos celulares e inducdo apoptdtica, tais caracteristicas sdo de extrema
importancia para potenciais agentes antitumorais (BOLTON et al., 2000; VALDERRAMA et
al., 2008).

3.5.3.3 Propriedades funcionais do [6] — Gingerol ([6]-G)

Estudos experimentais (in vivo, in vitro) e clinicos, acerca do emprego do [6]-G frente
a processos tumorigénicos, oxidativos e inflamatorios associados ao surgimento e progressao
da carcinogénese, aponta relevantes aces do [6]-G (DE LIMA et al., 2018), como efeitos
antioxidantes (LEE et al., 2011; LI et al., 2017), anti-inflamatérios (FAN; YANG; BI, 2015),
antiproliferativos (LIN; LIN; TSAY, 2012), antitumorais (RASTOGI et al., 2014; ZHANG et
al., 2017) e anti-invasivos (LEE et al., 2008) em enfermidades crénicas e carcinomas. O [6]-G
também demonstrou apresentar efeito hipoglicemiante (PRIYA et al., 2010), antiemético
(QIAN et al., 2016), neuroprotetor (JEONG et al., 2013; KIM et al., 2018), cardioprotetor
(WANG et al., 2016), gastroprotetor (ZHU et al., 2017) e antimicrobiano (KIM et al., 2015;
LEE et al., 2018).
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LEE et al., 2011, ao avaliarem o efeito antioxidante do [6]-G em linhagem humana de
neuroblasto (SHSY5Y) exposta ao peptideo B-amiloide (AP 25-35), marcador neuropatolégico
para a doenca de Alzheimer, evidenciaram que o pré-tratamento com [6]-G reduziu
significativamente a citotoxicidade induzida por AP 2s.35, além da reducdo dos niveis de
malondialdeido (MDA), EROs, peroxinitrito (ONOO") e aumento de glutationa (GSH)
intracelular. LI et al., 2017, ao avaliarem ratos Sprague-Dawley com reperfusdo isquémica
intestinal, observaram que o pré-tratamento com [6]-G demonstrou prevencdo contra lesdes
intestinais, diminuicdo do nivel de peroxidacao lipidica (MDA) e regulacéo da diminuicdo dos
biomarcadores com capacidade antioxidante (SOD, GSH e GSHPXx), sugerindo supressdo do
estresse oxidativo.

Em células de hepatocito (HuH7) humano o [6]-G indicou proteger contra danos
inflamatorios induzidos por IL1p, uma vez que observou-se diminui¢do dos niveis dos fatores
IL6, IL8, SAAL e inibicdo da via EROs/NF-kB/COX-2 (LI et al., 2013). O [6]-G apresentou
ainda modulacdo na producdo de IL-6 em osteoblasto (MG-63) humano, fato que sugere
impacto significativo na osteogénese, 0 TNF-o aumentou 25 vezes o nivel de IL-6 em células
MG-63, enquanto o tratamento com [6]-G reprimiu significativamente a elevacdo da IL-6
induzida por TNF-o em células MG-63 (FAN; YANG,; BI, 2015).

O tratamento de células tumorais mamarias MDA-MB-231 empregando [6]-G levou a
uma diminuicdo na migracdo e motilidade celular, ocorrendo de forma dependente da
concentracdo, verificou-se ainda, que a atividade das metaloproteinases de matriz
(MMP2/MMP9) apontadas como possiveis mediadores de invasdo e metastase em canceres
foram diminuidas durante tratamento com [6]-G em células MDA-MB-231 (LEE et al., 2008).

Linhagens tumorais de co6lon humano (LoVo) ao serem tratadas com [6]-G
demonstraram reducdo significativa da viabiliadade celular e, observou-se diminuicdo dos
niveis de ciclina (A, B1) e CDK1, em contraste, ocorreu aumento dos reguladores negativos de
ciclo celular p27XiPt ¢ p21°"*! |evando a parada do ciclo na fase G2/M, e elevacéo dos niveis
de EROs intracelular e fosforilagcdo de p53, sugerindo assim que [6]-G poderia promove efeitos
benéficos no tratamento do cancer de célon (LIN; LIN; TSAY, 2012). ZHANG et al. (2017),
verificaram apds tratamento de células Hela com [6]-Gingerol, aumento da taxa de parada
celular na fase GO-G1, reducdo da expressdo de ciclinas (A, D1, E1), relatou-se a indu¢édo de
apoptose por aumento da propor¢do Bax:Bcl2, libertacdo de citocromo c, clivagem de caspase
3, 8, 9 e PARP em células tratadas.

RASTOGI et al. (2014) ao avaliarem as a¢des do [6]-G verificaram atividade da caspase

3 em células tratadas com [6]-G com aumento 3 (trés) vezes maior entre as linhagens de
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leucemia mieloide crénica (K562, LAMA84, JURLMKJ1) e aguda (U937, HL-60, NB4) quando
comparadas a células mononucleadas de sangue periférico (PBMCs) normais, sugerindo que
[6]-G poupou PBMCs saudaveis. O [6]-G ainda demonstrou inducdo na geracdo de EROs
mitocondrial nas linhagens leucémicas cronica (K562) e aguda (U937), levando a interrupcao
do ciclo em G2/M, além da diminuicdo da expressdo das proteinas (ciclina B1, Cdk1, Cdc25B
e Cdc25C), associadas as fases do ciclo.

PRIYA etal. (2010), verificaram a¢do do [6]-Gingerol na inibicdo de enzimas relevantes
para o diabetes tipo 2, como a a- glucosidase e a-amilase, sendo relatado também por
SEKIYA; OHTANI; KUSANO, (2004), aumento da captacdo de glicose em adipdcitos
responsivos a insulina apds exposicdo ao [6]-Gingerol. Evidéncias indicam ainda, efeitos na
reducdo lipidica, e consequente aumento da sensibilidade & insulina em ratos Sprague-Dawley
diabéticos (ZHANG; TAN, 2000; SHANMUGAM et al., 2009).

Em pesquisa realizada por QIAN et al. (2016), o gingerol demonstrou eficacia a émese
induzida pelo antineoplasico cisplatina (3mg.Kg™) em ratos Wistar, por meio da inibicdo do
aumento da dopamina (DA), receptor da dopamina (D2R) e tirosina hidroxilase, verificando-se
efeitos na homeostase da transmissdo da DA, estudos prévios também indicaram a acgéo
antiemética do gingerol na inibicdo do vomito induzido por cisplatina (QIAN et al., 2009; QIAN
et al., 2010).

O gingerol demonstrou efeito neuroprotetor na prevencdo da neurotoxicidade
mitocondrial de células neuronais expostas ao fragmento de proteina priénica (PrP) [PrP (106-
126)], através da regulagao da ativagao do fator la (HIF-1a) induzido por hipoxia (JEONG et
al., 2013), o HIF-1 é um heterodimero envolvido na regulacdo do metabolismo do ferro,
angiogénese e sobrevivéncia celular (MADAN; VARMA; COHEN, 2002; KE; COSTA, 2006),
além de regular a expressao da proteina priénica para proteger os neurénios (JEONG et al.,
2012). Em estudo realizado por KIM et al. (2018), o [6]-Gingerol demonstrou potenciais
preventivos e / ou terapéuticos no manejo do déficit de memdria e no comprometimento
cognitivo em camundongos C57BL/6 com amnésia, apos inducdo por escopolamina.

WANG et al. (2016) ao avaliarem o efeito protetor do [6]-Gingerol frente a apoptose
induzida por peroxido de hidrogénio em células endoteliais de veia umbilical
humana (HUVEC), verificaram aumento da expressao de Bcl-2 e reducdo do percentual de
EROs promovida pelo agente estressor, sugerindo ser benéfico na prevencdo da aterosclerose.

Estudos pré-clinicos demonstraram que os constituintes do gengibre melhoram a
ulceracdo géstrica induzida por aspirina diaria em baixa dose, ZHU et al. (2017), observaram

que o [6]-G exerceu atividade anticancerigenas in vitro em células de cancer de célon
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humano (HCT-116; HT-29), efeitos gastroprotetores em camundongos CF1, reduzindo a leséo
estomacal e inibicdo da expresséo de ciclo-oxigenases COX-1 e COX-2.

Ao ser avaliada a acdo antimicrobiana do 6-gingerol, verificou-se inibicdo da formagao
de biofilmes e reducdo dos fatores de viruléncia em Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans (KIM et al., 2015; LEE et al., 2018), assim como, eficacia contra a intoxicacéo
desencadeada pela toxina do Vibrio cholerae (SAHA; DAS; CHAUDHURI, 2013).

3.6 Biomarcadores toxicogenéticos

3.6.1 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina

O bioensaio em Artemia salina trata-se de um sistema teste amplamente utilizado para
avaliar a toxicidade de diversas substancias (BARAVALIA et al., 2012), pode ser empregado
como teste preliminar devido ao manuseio simples, rapido e disponibilidade comercial dos
cistos, sendo ainda favorecido pela tolerancia a temperatura, salinidade e alta reprodutibilidade,
bastante usado para testar extratos de plantas e compostos organicos, onde, na maioria dos
casos, correlacionam-se razoavelmente bem com as propriedades citotoxicas, antitumorais e
testes de toxicidade aguda oral in vivo (MCLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998;
PARRA et al., 2001; NUNES et al., 2006; OZCELIK; KARTAL; ORHAN, 2011; ARCANJO
et al., 2012).

A A. salina é um organismo regulador hipo / hiper-osmotico capaz de manter a
regulacdo osmotica dentro de limites estreitos sobre uma gama de salinidade externa de NaCl
a 0,26% em ambientes supersaturados (ATES et al., 2013). Na regulacdo osmdtica,
normalmente a pressdo osmdtica no organismo € mais baixa que no meio, contudo, se a
salinidade do meio aumenta, a presenca de hemolinfa na A. salina também aumenta o que
permite um aumento da atividade respiratdria e uma troca de gua ativa entre o organismo e o
meio, levando a uma maior excrecdo de sais (AMAT et al., 2007). Existe uma tendéncia para
usar o ensaio de em testes toxicoldgicos que exibem um grande nimero de substancias,
incluindo extratos, drogas e produtos quimicos (SANGIAN et al., 2013), o dicromato de
potassio é bastante utilizado como controle positivo por ser um agente oxidante forte
(WILBUR, 2000) e desmodulador do inibidor da absorcdo de aminoacidos, sendo observada
inibicdo da sintese de macromoléculas em A. salina (CARSON; MEE; RILEY, 2002 ).

A A. salina como um organismo filtrador, é capaz de filtrar todo o material dissolvido

em suspensao que tenha um tamanho maximo de 50 um (AMAT et al., 2007), apresentando-se
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como um teste apropriado para determinar da concentragdo minima capaz de ocasionar efeitos
toxicos e citotoxicos ao material genético (OZKARA et al., 2015; ROSA et al., 2016), o ensaio
de letalidade para os nauplios de A. salina tem sido introduzido na rotina de muitos grupos de
pesquisa envolvidos com o isolamento, purificacdo e elucidagdo estrutural de substéncias
naturais e sintéticas (RUIZ et al., 2005), sendo capaz de determinar valores de concentracao
letal média (CL50), em pg.mL? (MEYER et al., 1982).

3.6.2 Ensaio Allium cepa

O Allium cepa é um bioensaio importante para avaliacdo dos efeitos citogenotdxicos de
agentes farmacéuticos, ambientais e bioquimicos, que podem afetar o material genético
(OZKARA et al., 2015), a facilidade de crescimento, ampla disponibilidade, plasticidade
gendmica, baixo custo e facil manuseio faz do A. cepa um organismo com caracteristicas ideais
para a triagem de agentes citotoxicos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007;
LEME; MARIN-MORALES, 2009), diferentes parametros como taxa de crescimento da raiz,
indice mitotico e anormalidades cromossémicas podem ser usados para estimar toxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade (KOMAREK et al., 2010), a analise do ciclo celular permite
determinar a atividade citotoxica de compostos pela frequéncia da divisao celular (HOSHINA,
MARIN-MORALES, 2009).

Devido sensibilidade do teste A. cepa, este modelo demonstra ser excelente para avaliar
a citotoxicidade in vivo (FISKESJO, 1997), dentre os parametros avaliados, a inibicdo do
crescimento radicular € um importante indicador de toxicidade (AHUJA et al., 2015; GOUDA,;
SAAD; ABDELGALEIL, 2016). O indice mitotico (IM), o qual mede o nimero de células
presentes na fase M do ciclo celular e é um parametro confiavel para estimar a freqiiéncia da
divisdo celular (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007), pesquisas indicam
que o sulfato de cobre inibe o processo de divisdo celular de células meristematicas do A. cepa,
e dessa foma é bastante utilizado como controle positivo (YILDIZ et al., 2009).

A reducdo do IM pode ser devido ao aprisionamento de uma ou mais fases mitéticas ou
ao abrandamento da taxa de progressdo celular (YUET-PING et al., 2012), esta reducdo pode
ser associada a acdo mitodepressiva da substancia teste, interferindo no ciclo celular normal
(SHARMA,; VIG, 2012). Uma reducéo de 50% no IM guando comparado ao controle negativo
é um valor limitante: reducdo <50% induz um efeito subletal e <22% causa um efeito letal
(MESI; KOPLIKU, 2013).
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A determinacdo da frequéncia de aberra¢des cromossémicas (CA) e de micronucleos
(MN), durante a mitose em células meristematicas de A. cepa, consiste em um método facil
para determinar a atividade genotdxica e mutagénica de varios compostos (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SOUZA et al., 2013; MAZZEOQ et al., 2015). As aberragdes cromossémicas
sdo indicativas de genotoxicidade (RANK; NIELSEN, 1998), enquanto que na avaliagdo
mutagénica, os micronucleos sdo indicadores mais efetivos e simples de danos citologicos (MA
et al,, 1995), visto que tanto os fragmentos quanto cromossomos inteiros podem ser
reincorporados no nucleo principal durante o ciclo celular (FENECH et al., 2002).

3.6.3 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio))
tornou-se o padrdo ouro para a determinacdo da viabilidade e proliferacédo celular desde o seu
desenvolvimento por Mosmann em 1980 ' s (MOSMANN, 1983), o primeiro relatorio sobre a
aplicagdo do MTT na estimativa da viabilidade de celulas metabolicamente ativas descreveu a
possivel avaliagdo da resposta de linhagens celulares de mamiferos aos compostos citotoxicos
(LIU et al., 1997), sendo posteriormente também utilizado para examinar interacdes entre
compostos (SLIWKA et al., 2016).

A metodologia no ensaio MTT foi otimizada para uma linhagem de linfoma
de camundongos e seguidamente aplicada por pesquisadores em inumeras experiéncias
envolvendo células eucarioticas e procaridticas. Por muitos anos, o ensaio MTT foi um dos
testes mais comumente realizados em relacdo a suscetibilidade de células (LIU et al., 1997).
Este ensaio mede a viabilidade celular em termos de atividade redutiva, como a converséo
enzimatica do sal de tetrazdlio em cristais de formazan insoltveis em agua por desidrogenases
(em particular, succinato desidrogenase) presentes nas mitocondrias de células vivas,
entretanto, 0 MTT também pode ser reduzido por agentes redutores e enzimas localizadas no
reticulo endoplasmatico (STOCKERT et al., 2012), assim como, dentro do citoplasma, na
superficie da célula, ou mesmo no ambiente extracelular (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005;
WANG; HENNING; HEBER, 2010).

Durante o ensaio de MTT, o sal amarelo soltivel em agua é reduzido a formazan roxo,
insoluvel em agua. O ensaio geralmente requer uma etapa final para extracdo do formazan com
um solvente organico (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005; STOCKERT et al., 2012). Os cristais
de formazan sdo sollveis em uma variedade de solventes organicos comuns, como 0
isopropanol, DMSO ou mesmo o 6leo mineral (TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987
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CARMICHAEL et al., 1987). Devido a coloracdo produzida, a redugdo enzimatica do MTT
pode ser usada para observacdes microscopicas de células vivas (KIM et al., 2007), a
possibilidade de utilizar microplacas e leitura automatizada na analise simultanea de numerosas
amostras traz vantagens significativas em termos de tempo e custo (CARMICHAEL et al.,
1987).

3.6.4 Ensaio Cometa

O ensaio Cometa também conhecido como Single-Cell Gel Eletrophoresis (SCGE) ou
Single-Cell Gel (SCG) é uma técnica Util para o estudo de danos e reparos a0 DNA (SINGH et
al., 1988; SPEIT; HARTMANN, 1999), sendo extensivamente utilizado como uma ferramenta
basica em diversas pesquisas, incluindo biomonitoramento ambiental, genética toxicologica,
radiacé@o bioldgica, processos de reparo ao DNA, ecotoxicologia genética, genotoxicidade de
novos produtos quimicos e/ou naturais, monitoramento de doencas genéticas, danos oxidativos
(GONTNO; TICE, 2003; GANAPATHY et al., 2016), aléem de avaliar protocolos terapéuticos
para mensuracdo do potencial genotdxico de drogas isoladas ou em associacdo (CASH et al.,
2014).

O principio da técnica é simples: células eucaridticas sdo inclusas em gel sobre uma
lamina de microscopia, faz-se necessario submeter o material a eletroforese, comumente em
condicdes de pH alcalino, onde durante a transferéncia da corrente elétrica, 0 DNA que possui
carga negativa, se estiver rompido (clastogénese), migra para fora do ndcleo em direcdo ao
anodo da cuba de eletroforese, ficando com a aparéncia de um cometa ou cauda, caso 0 DNA
ndo seja rompido ou quebrado, este fica armazenado no ndcleo, sendo muito grande para se
deslocar, a corrente elétrica age proporcionando a migracao dos segmentos de DNA resultantes
de quebras (SINGH et al., 1988; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Essa técnica pode ser utilizada em uma vasta gama de organismos (humanos, animais,
plantas), tanto em culturas in vitro com in vivo, desde que as amostras possam ser preparadas
como suspensdo de células Unicas (NERI et al., 2015). SINGH et al. (1988), atribuiram maior
sensibilidade a técnica com a utilizacdo de solucdo alcalina. (pH >13,0). Nesse caso, a
desnaturacdo da molécula de DNA detecta quebras de fita simples e duplas, sitios alcali-labeis,
ligacOes cruzadas e sitios de reparacdo por excisdes incompletas (CASH et al., 2014).

O ensaio cometa € bem conhecido por sua simplicidade, baixo custo, analise estatistica
robusta, rapida performance, exigéncia de pequeno namero de células por amostra e alta
sensibilidade para detectar baixos niveis de danos no DNA (TICE et al., 2000; SILVA;
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ERDTMANN; HENRIQUES, 2003; GANAPATHY et al., 2016). As células com dano
aumentado no DNA mostram um aumento na migracdo de DNA cromossomal do nicleo em
direcdo ao anodo, que se assemelha a forma de um cometa (SPEIT; HARTMANN, 1999). Na
pontuacdo visual, os cometas sdo classificados em cinco niveis (0 a 4: 0 - sem dano, 1 - dano
minimo, 2 - dano leve, 3 - dano moderado e 4 - dano grave) de acordo com o grau de dano
(GANAPATHY et al., 2016).

Figura 10. Classificacdo dos danos celulares apds ensaio cometa.

Fonte: Dos autores.

Células humanas sdo constantemente atacadas por varios agentes nocivos gerados por
processos exdgenos e enddgenos que levam a danos no DNA. A maioria dos danos é induzida
por espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). A analise de
danos ao DNA fornece informacGes importantes sobre os efeitos biol6gicos precoces de
produtos quimicos perigosos e informacdes relevantes sobre os diferentes estagios das doencas,
portanto, sendo necessario um método preciso, rapido e sensivel para a analise de danos no
DNA ¢ altamente exigido (JACKSON; BARTEK, 2009).

Podem ser utilizados no teste varios tipos celulares sem a necessidade de um
conhecimento prévio estrutural do caridtipo e genoma, apesar do ensaio cometa detectar apenas
danos ao DNA na forma de quebras de cadeia, suas modificacbes através de varios modelos
experimentais, torna-o poderoso na averiguacdo de danos e/ou reparos (AUGUSTYNIAK;
GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2015; LANIER et al., 2015). Esse teste tem sido usado em muitos
estudos para investigar danos no DNA e reparo em uma em células tumorais com uma variedade
de agentes citotoxicos (LIAO; MCNUTT; ZHU, 2009), a indugéo de danos ao DNA em células
cancerigenas € uma estratégia terapéutica bem reconhecida no tratamento do cancer (OLIVE;
DURAND, 2005).
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3.6.5 Teste de Micronucleo com Blogueio de Citocinese - CBMN

O teste CBMN permite a deteccdo de varias anormalidades celulares por intervir sobre
a etapa final da divisdo celular (FENECH, 2007), é um método citogenético desenvolvido
inicialmente para cultura de linfocitos humanos e posteriormente adaptado para outros tipos
celulares, utilizado para a avaliaghio de danos ao DNA (micronicleos, pontes
nucleoplasmaticas, brotos nucleares, apoptose e necrose), o qual se baseia na avaliacdo de
células binucleadas, que apresentam uma divisdao celular completa com bloqueio de divisdo
subsequente realizado pela Citocalasina-B (FENECH, 2000; PEJCHAL et al., 2011).

O emprego da Citocalasina-B inibe a polimerizacdo da actina, que € necessario para
formacéo dos microfilamentos que constringem o citoplasma entre os nucléolos filhos durante
a citocinese, a adicdo da Citocalasina-B resulta no acimulo de células em divisdo no estagio
binucleado a partir de células que passaram por um ciclo de divisdo (DUTTA; GUPTA, 2013).
A alta reprodutibilidade e baixo custo da técnica tém colaborado para sua extensa aplicacao e
adogéo desse biomarcador em estudos in vitro e in vivo de dano ao DNA (BONASSI et al.,
2007).

Os microndcleos (MN) podem ser analisados em células tratadas ou ndo com blogueio
do processo de citocinese (VALENTE et al., 2017), trata-se de um tipo de dano cromossémico
ou anomalia mitotica que possui origem de fragmentos cromossomais ou Cromossomos inteiros,
devido a lesbes do DNA nao reparadas ou reparadas erroneamente, ou de erros durante o fuso
mitotico com separacdo malsucedida dos cromossomos. Durante a fase da anafase da mitose
eles ndo sdo capazes de interagir com o eixo formado na citocinese e, dessa forma, ndo sdo
incorporados aos nucleos filhos (FENECH et al., 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

O teste de MN permite detectar a acdo de agentes clastogénicos (pequeno micronucleo)
e aneugénicos (grande micronucleo), os MN apresentam-se envoltos por uma membrana
nuclear, sendo caracterizado como um artefato nuclear, pequeno e separado (SISENANDO et
al., 2011). Essa técnica ainda permite a exploracdo de parametros de genotoxicidade e cinética
de divisdo celular como pontes nucleoplasmaticas (PNP) e brotos nucleares (BN) (MILIC et
al., 2015). As PNP representam um indicativo de disfun¢do dos telémeros apds auséncia de
reparo ou quebra dupla do DNA, que gera cromossomos dicéntricos estendidos para polos
opostos do fuso mitético durante a anafase, levando a formacédo de uma ponte estreita entre 0s
dois ndcleos, ja os BN estdo associados a amplificacdo do DNA, e a ndo segregacao do nucleo,
séo definidos como corpos ligados ao ndcleo principal, por uma juncéo nucleoplasmatica fina
(FENECH, 2011; PEJCHAL et al., 2011; BITGEN et al., 2016).
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O CBMN € um bioindicador importante na avaliacdo de riscos (VALENTE et al., 2017).
A andlise da frequéncia de MN aplicando a metodologia CBMN em linfécitos humanos também
pode auxiliar em exames preditivos para problemas na gravidez, risco de cancer e mortalidade
por doenca cardiovascular (BONASI et al., 2007; FEDERICI et al, 2008; FURNESS et al.,
2010), esses eventos podem ser induzidos por estresse oxidativo, exposicdo a agentes
clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos na etapa de checkpoint do ciclo celular e em
genes de reparo do DNA (FENECH, 2002; BONASSI et al., 2007).
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Resumo

Agentes dietéticos naturais tém atraido consideravel atencdo devido as suas propriedades na
promocéao da saude, incluindo a supressao do cancer. O gengibre apresenta em sua composicao
quimica, componentes pungentes que sdo constituintes biologicamente ativos desta espécie, 0
fitoquimico [6]-Gingerol se sobressai dentre tais compostos. O presente estudo teve como
objetivo realizar uma revisdo sistematica por meio do levantamento de evidéncias em estudos
experimentais e clinicos acerca do emprego do extrato de gengibre e [6]-Gingerol frente a
processos tumorigénicos, oxidativos e inflamatdrios associados ao surgimento e progressao da
carcinogénese, com énfase na identificacdo dos mecanismos de acédo envolvidos nas principais
vias de sinalizacdo, a fim de investigar a performance protetora/terapéutica dos derivados do
gengibre na regulacdo oxidativa e inflamatéria durante o distdrbio metabdlico, bem como
propriedades antiproliferativas e anticancerigenas, que podem efetuar uma atribuicéo
determinante na patogénese do cancer. Os dados extraidos dos estudos experimentais (in
vitro/in vivo) e clinicos abordados na presente revisdo indicam que o extrato de gengibre e/ou
[6]-Gingerol atuam em mecanismos de resposta promissores, intervindo em importantes
mediadores e vias de sinalizacdo celular, incluindo Bax/Bcl2, p38/MAPK, Nrf2, p65/NF-K,
TNF-a, ERK1/2, SAPK/INK, EROs/NFKB/COX-2, caspases-3,-9, p53, p21, p27, clivagem
PARP, citocromo C, MMP2, MMP9, PI3BK/AKT/MAPK/mMTOR, ERK1/2, tais evidéncias
sugerem que os derivados do gengibre, na forma de extrato ou isolado, apresentam relevantes
efeitos antiproliferativos, antitumorais, anti-invasivos e anti-inflamatorios em enfermidades
cronicas e carcinomas.

Palavras-chave: gengibre, extrato de gengibre, atividade anti-cancer, [6]-Gingerol.
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1 INTRODUCAO

O cancer continua sendo um grave problema global, e apesar do surgimento de
inumeros aperfeicoamentos tecnoldgicos e farmacéuticos nas ultimas duas décadas (SEYED et
al., 2016), estimativas do Instituto Nacional de Cancer Jose Alencar Gomes da Silva (INCA),
indicam que cerca de 600 mil novos casos de cancer poderdo ser notificados no Brasil entre
2016 e 2017. Excluindo os casos de cancer de pele ndo-melanoma, os tipos mais frequentes em
homens sdo prostata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estdmago (6,0%) e cavidade
oral (5,2%), enquanto em mulheres destacam-se mama (28,1%), intestino (8,6%), colo uterino
(7,9%), pulméo (5,3%) e estdmago (3,7%) (INCA, 2016).

O céncer é um conjunto de instabilidades genéticas heterogéneas ligadas por alteraces
comuns nas multiplas vias de sinalizacdo celular (LUO et al., 2009), dessa forma, numerosos
marcadores foram identificados como importantes mediadores em células cancerigenas, a
evasdo apoptdtica € uma das principais mudangas que determinam o crescimento tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Alem disso, outras caracteristicas podem ser incluidas,
como autossuficiéncia na sinalizacdo de crescimento, incompatibilidade de energia celular,
angiogénese sustentada, evasdo da deteccdo imune e metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2000; LUO et al., 2009).

Os métodos de tratamento do cancer incluem cirurgia, radioterapia e drogas citotdxicas
(quimioterapia), além de outras técnicas especializadas, pesquisas indicam que
aproximadamente 90% -95% dos canceres sdo devido ao estilo de vida, como consumo de
alcool, obesidade, poluicéo e aditivos alimentares, sendo que 5% a 10% dos casos séo ligados
a fatores genéticos (RAUF et al., 2018). A terapia do cancer busca melhorar a qualidade de
vida, prolongar a sobrevida do paciente e diminuir os efeitos colaterais. Assim, surgiu o
conceito de “sobrevivéncia com cancer” (QI et al.,, 2015). Durante anos, as civilizagdes
utilizaram a terapia complementar (ervas ou agentes dietéticos) para tratar diferentes tipos de
cancer ao passo que podem interferir na sinalizacdo de células tumorais (MARTIN, 2006),
compostos naturais, em especial, advindos de especiarias e ervas, vislumbra a atencdo de
pesquisadores para 0 emprego de drogas alternativas no tratamento do cancer (KAEFER;
MILNER, 2008).

Os principais constituintes fitoquimicos que apresentam atividades promissoras sao 0s
metabolitos secundarios, estes sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e tém apresentado
grande importancia como fonte preventiva e terapéutica na medicina, incluindo moléculas de

farmacos anticancer (KAUR et al., 2016). A utilizacdo de fitoquimicos extraidos de plantas
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medicinais como agentes terapéuticos tém sido extensivamente estudados em varios paises para
tratar enfermidades que incluem inflamacéo, hipertenséo, problemas renais, imunodeficiéncia
e cancer (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Neste contexto, numerosos relatos indicam que as substancias encontradas no gengibre
podem ser eficazes na atenuacgdo dos sintomas de distdrbios inflamatérios crénicos, bem como
agentes antitumorais, antioxidantes, bactericidas e antivirais (MANASA; SRINIVAS;
SOWBHAGYA, 2013), podendo fornecer uma ampla gama de opcdes preventivas e
terapéuticas contra diferentes tipos de cancer. Além disso, as infusdes preparadas a partir do
gengibre (Zingiber officinale) sdo populares em vérios paises no tratamento de doencas
(KHAKI; FATHIAZAD, 2012).

O gengibre é utilizado na medicina tradicional no tratamento de enfermidades
gastrintestinais, como nauseas, vomitos, desconfortos abdominais e diarreia, e no tratamento de
artrite, reumatismo, dor, desconforto muscular, doencas cardiovasculares e metabolicas, além
dessas propriedades documentadas, estudos revelaram que o gengibre exibe propriedades
anticancerigenas em uma ampla variedade de modelos experimentais (TUNTIWECHAPIKUL
et al., 2010). Mais de uma centena de substancias foram relatadas a partir do gengibre, estas séo
usadas na composicdo de produtos alimenticios, como bebidas gaseificadas, alem de
formulacdes farmacéuticas, o [6]-Gingerol, a principal substancia encontrada no rizoma do
gengibre tem mostrado varias atividades farmacoldgicas e fisioldgicas interessantes, exibindo
efeitos anti-inflamatorios, analgésicos e cardiotonicos (KUBRA; RAO, 2012).

Os constituintes biologicamente ativos do gengibre incluem gingerol, shogaol, paradol
e zingerona, sendo o [6]-Gingerol (Figura 1), reconhecido como o principal componente ativo,
disponivel em quantidades significativas no rizoma fresco, o [6]-Gingerol é responsavel pela
maioria das atividades farmacoldgicas descritas anteriormente (YOUNG; CHEN, 2002;
CHANG; KUO, 2015). Por outro lado, o shogaol pode ser derivado dos gingerois pela
eliminacdo do hidroxilo C-5 e consequente formacdo de uma dupla ligacdo C-4 e C-5 (JIANG,
2005; SHUKLA; SINGH, 2007; BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011).

Figura 1 - Estrutura do [6]-Gingerol
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JU e colaboradores observaram que a administragéo do [6]-Gingerol inibe o crescimento
tumoral em varios tipos de tumores murinos, como melanoma (B16F1), células tumorais renais
(RENCA) e colon (CT26), em camundongos (JU et al., 2012). Uma mistura de extratos aquosos
de curcuma, gengibre e alho mostraram potencial na eliminacdo de radicais livres e
propriedades anticancerigenas em linhagens tumorais humanas de pulméo (MCF-7, ZR-75 e
MDA-MB 231), a mistura de extratos também induziu apoptose em linhagens de cancer
mamario, alterando a expressdo de marcadores apoptéticos (p53 e caspase 9), além de
apresentar um efeito pro-apoptético sinergicamente melhorado quando combinado com o
tamoxifeno em comparacdo ao extrato isolado (VEMURI et al., 2017).

A desregulagéo das vias de sinalizagéo celular, causada pelo aumento ou diminuicéo da
expressdo de seus constituintes proteicos, pode desencadear o descontrole de eventos
fisiologicos e desencadear varios tipos de doencas, incluindo o cancer, a transducéo de sinal
ocorre através de vias de sinalizacdo, que geralmente sdo compostas de proteinas envolvidas na
regulacdo de eventos celulares, como proliferagdo, migracao e diferenciacdo celular (SOUZA
et al., 2014). Componentes do gengibre quando usados em formulagdes de produtos para fins
farmacoldgicos podem auxiliar na prevencao de doencas.

Com base nas informacg6es supracitadas, e devido a ampla gama de opcdes preventivas
e terapéuticas do gengibre frente a varios tipos de cancer, esta revisdo enfoca no conhecimento
atual da capacidade quimiopreventiva e terapéutica dos extratos de gengibre (EG) e [6]-
Gingerol ([6]-G) contra diferentes tipos de cancer, juntamente com 0s mecanismos de acao
envolvidos. Além disso, a presente revisdo avalia os possiveis efeitos antioxidantes e anti-

inflamatodrios associados ao desenvolvimento do tumor.

2 METODOS

2.1 Estratégia de busca

Os estudos foram rastreados a partir das bases de dados eletrdnicos Science Direct,
PubMed, Web of Knowledge, Medline e Scopus no periodo de Janeiro a Outubro de 2017,
empregando descritores de pesquisa, que incluem “cancer”, “antioxidant” e “inflammation”
combinado com “gingerol”. As publicagdes que continham no titulo ou nas palavras-chave 0s

termos descritos acima foram apreciados.
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2.2 Selecéo dos estudos para inclusdo na revisao sistematica

Os estudos foram incluidos na revisdo sistematica, se cumpridos 0s seguintes critérios:
a) o estudo foi experimental in vitro/in vivo; b) o estudo foi clinico; ¢) o método de estudo
incluiu a utilizacdo do extrato de gengibre e/ou [6]-Gingerol; d) 0 método de estudo indicou as
concentracdes/doses empregadas e forma de administragéo; e) o estudo apontou 0s mecanismos
de acdo associados ao tratamento do extrato e isolado derivados do gengibre.

2.3 Extracdo de dados

Os dados de cada publicacdo que preencheram os critérios de inclusdo foram extraidos
quanto ao: sobrenome do primeiro autor, ano de publicacéo, tipo e método do estudo, substancia
isolada e/ou extrato de gengibre, concentracdes testadas, mecanismo molecular envolvido e

principais resultados obtidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia de busca identificou 5.082 publicacdes, provenientes das bases de dados
PubMed (1.606), Science Direct (2.099), Web of Knowledge (595), Medline (204) e Scopus
(578). Trés mil, oitocentos e setenta e nove (3.879) foram excluidos por analise do titulo e
palavras-chave, por ndo estarem em conformidade com a combinacdo dos descritores,
seiscentos e sessenta e sete (667) foram excluidos por duplicidade.

Na revisdo sistematica (sintese qualitativa), cento e trinta e uma (131) publicacdes foram
lidas integralmente, destas, noventa e seis (96) ndo estavam adequadas a proposta da reviséo,
uma vez que ndo apresentavam os mecanismos de acdo associados ao tratamento do extrato e
gengibre e [6]-Gingerol, trinta e cinco (35) artigos foram utilizados na presente reviséo
sistematica. Os estudos avaliados apresentaram intervalo de tempo entre 2000 — 2017, ja os
estudos que se enquadraram nos critérios pré-estabelecidos na referida revisdo dataram de 2005
— 2017, expostos em ordem crescente do ano de publicacao.

Procedimentos comuns na obtencdo do extrato de gengibre envolvem hidrodestilagéo,
destilacdo a vapor e extracdo com solvente. A extracdo com solvente empregando acetona
resulta em alto teor de oleoresina de gengibre, que possui Gleos essenciais, bem como os
principios pungentes e outros compostos ndo volateis do gengibre (MCLAUGHLIN, 2005).

Além disso, a obtengdo de extrato de gengibre com acetona ou etanol resulta numa maior
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quantificacdo de gingerois (cerca de 33%); a extracdo empregando solventes com éter etilico,
acetona e solventes hexanicos foi estabelecida o método preferido. Por outro lado, o extrato de
gengibre obtido com acetato de etila mostrou ter potente atividade antioxidante, da mesma
forma, a extracdo do gingerol assistida por microondas também é um processo eficiente, o que
resulta em um aumento no contetdo total de polifendis e atividade antioxidante do extrato seco
de gengibre quando comparado ao método de fluxo cruzado (KUBRA; RAO, 2012). Além
disso, um estudo com foco nos procedimentos de extracdo de gingerol demonstrou que a
temperatura de extracdo (50-80 °C) e o tempo de extracdo (2-4 h) também sdo aspectos
importantes (GHASEMZADEH; JAAFAR; RAHMAT, 2015).

3.1 Papel das EROs no organismo e estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham um papel intrigante em celulas de
fendtipo normal ou atipico através de varios mecanismos. Em condigdes fisiologicas normais,
a geracdo limitada de EROs auxilia na manutencdo da homeostase celular com a ajuda de
insulina, citocinas e muitos fatores de crescimento (SUNDARESAN et al., 1995), levando a
regulacdo de cascatas de sinalizacdo classica, como ERK extracelular, JNK e proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAPK), incluindo as vias PI3-K / Akt, PLC-y1 e JAK / STAT (DROGE,
2002), essas vias, por sua vez, exercem seus efeitos fenotipicos, em grande parte, modulando
as atividades dos fatores centrais de transcrigcdo, incluindo NF-kB, AP1, Nrf2, FoxOs, HIF-1a
e p53 (HAMANAKA; CHANDEL, 2010; TRACHOOTHAM et al., 2008), além disso, as
atividades de enzimas como catalase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas reguladas por
quinases e fosfatases sdo suscetiveis a modificacdo oxidativa, criando assim uma rede de
regulacdo (FLOHE, 2010; YU, 1994). Em altos niveis, as EROs podem promover danos a varias
moléculas, incluindo o DNA, gque podem desencadear o desenvolvimento da carcinogénese
(LIOU; STORZ, 2010; SUNDARESAN et al., 1995; WARIS; AHSAN, 2006).

Em pacientes com cancer, o estresse oxidativo altera a expressdo de genes que inibem a
progressdao do ciclo celular (chamados genes supressores de tumor) e, assim, aumenta a
proliferacdo de células cancerigenas (AFANAS, 2014). Além disso, as EROs promovem a
expressdo de proteinas envolvidas no controle da inflamacdo, transformacdo celular,
sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, angiogénese e metastase de células cancerigenas,
desempenhando um papel importante na transformacao de células normais em tumorais, a este
respeito, niveis mais elevados de EROs foram identificados nas células tumorais quando

comparados com células normais, em contrapartida, as espécies reativas de oxigénio
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desempenham um duplo papel, podem matar as células cancerigenas ou promover a
sobrevivéncia do tumor (GUPTA et al., 2012; KRYSTONA et al., 2011). Elevadas quantidades
de EROs séo detectadas em quase todos os tipos de cancer, onde promovem muitos aspectos
relacionados ao desenvolvimento do tumor (LIOU; STORZ, 2010). Embora as EROs sejam
pré-tumorigénicas, sua alta concentragdo pode ser tOxica até mesmo para as células
cancerigenas. No entanto, as células tumorais também mantém niveis elevados de expresséo de
proteinas antioxidantes que desintoxicam o excesso de EROs, isso indica um equilibrio
necessario de processos intracelulares de geragdo e extingdo de ROS (NOGUEIRA; HAY,
2013).

3.2 Efeito antioxidante do [6]-Gingerol e EG

Os antioxidantes sdo quaisquer substancias que, presentes em baixas concentracdes
quando comparadas ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira
eficaz, podendo ser encontrados naturalmente no organismo humano e em alimentos. Estes séo
responsaveis pela protecdo do organismo contra a acdo oxidativa dos radicais livres (DIAS;
MOURA; D°"ANGELIZ, 2010; MACHADO et al., 2008). Tais acdes podem ser alcancadas por
meio de diferentes mecanismos de acdo: impedindo a formacdo dos radicais livres ou espécies
ndo-radicalares (sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou,
ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de
reparo) (KOURY; DONANGELO, 2003; CLARKSON; THOMPSON, 2000). Os radicais
gerados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos a ponto de propagar a reagdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis ou podem ser
reciclados por outro antioxidante (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; OMONI; ALUKO,
2005).

De acordo com seu método de acdo, os antioxidantes ainda podem ser classificados em
primarios e secundarios. Os primarios atuam suspendendo reacdo em cadeia dos radicais livres,
por meio da concessao de hidrogénio ao radical e neutralizacdo de elétrons, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis. Os antioxidantes secundarios, por sua vez, agem
retardando as etapas de iniciacdo da autoxidacdo, por diferentes mecanismos que incluem a
retencdo de oxigénio, complexacdo de metais, decomposicdo de hidroperoxidos para gerar
espécie ndo radical, absor¢do da radiacdo ultravioleta ou inativacdo de oxigénio singletes
(SOUSA et al., 2007).
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No sistema enzimatico de defesa antioxidante, estdo presentes as enzimas superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase, essas, podem remover 0xigénio ou compostos
altamente reativos, reagindo com compostos oxidantes e protegendo as células e os tecidos do
estresse oxidativo (GIUSTARINI et al., 2009). Em relagdo aos componentes nao-enzimaticos
da defesa antioxidante destacam-se alguns minerais, como o cobre, manganés, zinco, selénio e
ferro; vitaminas, tais como &cido ascdrbico, vitamina E, vitamina A, carotenoides, como o
betacaroteno, licopeno e a luteina; bioflavonoides, como a genisteina e a quercetina (PAPAS,
1999).

Os produtos naturais contém grande parte dos fitoquimicos e compostos fendlicos que
estdo associados a baixa ocorréncia de cancer em humanos, e diversos estudos mostram que o
consumo de alimentos com acdo antioxidante é capaz de produzir uma agdo efetiva contra
processos oxidativos (YILDRIN; MAVI; KARA, 2001). O uso de extratos brutos e
fitoquimicos isolados de plantas medicinais esta se tornando mais aceitavel e preferivel devido
possivelmente ao custo de producdo, disponibilidade e acessibilidade, bem como menor
toxicidade na maioria dos casos (YEHYA et al., 2017). Um grande nimero de antioxidantes
naturais foi isolado de diferentes tipos de materiais vegetais, tais como sementes oleaginosas,
cereais, legumes, frutas, folhas, raizes, temperos, ervas aromaticas, entre outras
(JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2009). O [6]-Gingerol, um fenol de ocorréncia
natural obtido a partir do gengibre comestivel (Zingiber Officinale), possui efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios, eliminacdo de radicais livres de oxigénio, atividade
antitumoral e antiendocrina, imunomoduladores, antiosteoartrite e efeitos antimicrobianos
(OYAGBEMI; SABA; AZEEZ, 2010; SRINIVASAN, 2014; PRASAD; TYAGI, 2015).

Com base nos mecanismos antioxidantes, a Tabela 1, apresenta os efeitos protetores do
extrato de gengibre (EG) e [6]-Gingerol ([6]-G), em estudos experimentais (in vivo, in vitro) e
clinicos frente aos impactos decorrentes de agentes oxidantes. LEE et al., 2011, ao avaliarem o
efeito do [6]-G em linhagem humana de neuroblasto (SHSY5Y) exposta ao peptideo f-amiloide
(AP 25.35), envolvido na formagdo de placas senis e marcador neuropatologico tipico para a
doenca de Alzheimer, evidenciaram que o pré-tratamento com [6]-G (10 puM) reduziu
significativamente a citotoxicidade induzida por AP 25.35, verificou-se tambem reducdo dos

niveis de malondialdeido (MDA), EROs, peroxinitrito (ONOO ™) e aumento de glutationa

(GSH) intracelular, apontando dessa forma, supressdo dos danos oxidativos e / ou nitrosativos
induzidos pelo excesso de A 25.3s.
Verificou-se ainda, que o pré-tratamento com [6]-G suprimiu efetivamente o aumento

da relacdo de Bax/ Bcl2 e reduziu a ativacdo de caspase-3, foi evidenciado aumento da
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fosforilac&o, translocacdo nuclear e subsequente ativagéo transcricional do eritroide nuclear 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) / elemento de resposta antioxidante (ARE) (LEE et al., 2011).
Estes resultados sugerem que o [6]-G apresenta potencial preventivo e terapéutico que pode ser
utilizado para 0 manejo da doencga de Alzheimer por meio de sua atividade antioxidante.

Tabela 1 - Efeito antioxidante do extrato de gengibre (EG) e componente fitoquimico

biologicamente ativo [6]-Gingerol ([6]-G).

Forma de Meétodo de Estudo Mecanismo de acdo  Estudo, ano
utilizacdo Dose/Concentracdo EG e/ou [6]-G
EG In vivo — Ratos Wistar machos (N - 50) efeito do | peroxidagdo lipidica MANJU;
gengibre nos estagios de iniciacdo e pés-iniciagio da NALINI, (2005)
carcinogénese do colon induzida pela 1 GSx, GST, GR, SOD e
1,2dimetilhidrazina (DMH) — 15 semanas — via CAT;
intraperitoneal
Administragdo de EG (50 mg / kg / dia) - 28 dias — via
oral - tubo gastrico
[6]-G In vitro — Exposi¢do da linhagem SHSYSY ao A 2s.35, | citotoxicidade induzida LEE etal. (2011)
(2,5; 7,5; 20 uM) e tratamento com [6]-G (10 puM) por AP 25.35
| MDA, EROs, ONOO",
relagdo Bax/ Bcl2,
caspase-3
1 GSH; Nrf2/ARE
EG In vivo — Ratos albinos Wistar (N - 8) machos com 1 GSH, SOD, SDH, LDH, MOTAWI et al.
fibrose hepatica induzida por tetracloreto de carbono G6Pase, AP e 5'NT (2011)
(CCly).
Indugdo: CCl, (0,5 mL.kg™?) via intraperitoneal, 6 | MDA, AST, ALT, ALP,
semanas consecutivas, 2 vezes na semana GGT e bilirrubina total
Grupo EG: 200 mg.kg* — via oral
EG In vitro — Tratamento da linhagem de cardiomidcito | MDA, EROs HOSSEINI et al.
(H9c¢2) com extrato de gengibre (6-200 pug.mL™) + | Apoptose induzida por (2014)
DOX (5 pug.mL™) DOX
EG In vitro — Tratamento da linhagens HaCaT e BJ 1 Nrf2 SCHADICH etal.
empregando extrato de gengibre (40 ug.mL™) 1 GSTPI1 na linhagem BJ (2016)
EG In vivo — Ratos Wistar machos (N - 10) 1 Nrf2, HO-1 VIPIN et al.
Exposicdo a aflatoxina B1 (AFB 1) 200 pg.kg™ — 28 1 enzimas antioxidantes (2017)
dias alternados — via intraperitoneal (SOD, CAT, GPx e GST)
Tratamento de EG (100 e 250 mg /kg/ dia) - 28 dias — | MDA
via oral - tubo gastrico
EG In vitro — efeito do EG frente a aflatoxina B1 (AFB1) | EROs VIPIN et al.
em linhagem de hepatoma humano HepG2. (2017)
Pré-tratamento HepG2 com EG (0-200 pg.mL?)
Exposicdo HepG2 a AFB1 (0-50uM)
[6]-G In vivo — Ratos Sprague-Dawley (N-8) com lesdo de Inibicéo da via p38 Ll etal. (2017)
reperfuséo isquémica intestinal (I/R) MAPK
Pré tratamento com [6]-G 25 mg.kg™ - 3 dias seguidos 1 SOD, GSH e GSHPx
prévios a reperfusdo — via oral IMDA
[6]-G In vitro - efeitos do [6]-Gingerol em linhagens Caco-2 e | EROs Ll etal. (2017)
IEC-6 em condicdes de hipoxia/ reoxigenagéo (H/R)
Pré-tratamento Caco-2 e IEC-6 com [6]-G (5, Inibicéo da fosforilagdo de
10, 20, 40, 80 e 160 pM) p38 MAPK, p65 NF-Kf e
MLCK.
EG/[6]-G Clinico - 43 pacientes recém diagnosticados com 1 enzimas antioxidantes DANWILAI et al.
padronizado cancer (19-grupo gengibre, 24-placebo) (SOD, CAT, GPx e GSH / (2017)

Administracdo de 2 capsulas 2g/ dia - 3 dias-via oral
anteriores ao primeiro ciclo e durante a quimioterapia
até o quarto ciclo.

GSSG)

L MDA
1 NO2/NO3
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Legenda: B-amiloide (AP 25.35), Glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GSx), Glutationa S-Transferase (GST), glutationa redutase (GR),
superéxido dismutase (SOD), malondialdeido (MDA), peroxinitrito (ONOO ), fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), elemento
de resposta antioxidante (ARE), succinato desidrogenase (SDH), lactato desidrogenases (LDH), glucose-6-+fosfatase (G6Pase), fosfatase acida
(AP), 5'nucleotidase (5'NT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), gama glutamil
transferase (GGT), doxorrubicina (DOX), glutationa-S-transferase P1 (GSTP1), catalase (CAT), glutationa peroxidase-1 (GPx-1),
miosinaquinase (MLCK), NO2 / NO3 (Nitrito / Nitrato).

Sob condic¢des basais, Nrf2 é regulado principalmente pelo complexo Kelch-like ECH
associado a proteina 1 (Keapl) Culina (Cul3) — Rbx 1 E3 ubiquitina ligase que medeia a
degradacédo proteasomal de Nrf2. O estresse oxidativo leva a mudangas conformacionais no
complexo Nrf2-Keapl-Cul3, que ativam Nrf2. O Nrf2 ativado transloca-se para o nucleo e se
liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) localizado na regido promotora de genes alvo
do Nrf2. A ligacéo de Nrf2 ao ARE resulta na ativagéo sincronizada de uma bateria de enzimas
de desintoxicacdo e antioxidantes. Observou-se que os fitoquimicos presentes nos alimentos
reagem especificamente com os residuos de cisteina de Keapl, levando a uma alteracdo
conformacional, o que resulta numa marcacdo diminuida de Nrf2 para a protedlise (NITURE;
JAISWAL, 2012; DUAN et al., 2016). A expressdo de Nrf2 e seus genes a jusante & aumentada
pelo tratamento com fendis (gingerol/shogaol) de gengibre (BAK et al., 2012).

Ao avaliar os efeitos dos fenois presentes no extrato de gengibre sobre a ativacdo da via
Nrf2-ARE e a expressdo da enzima de desintoxicacdo de fase Il glutationa-S-transferase P1
(GSTP1) em células de queratindcitos imortalizados (HaCaT) e fibroblastos de prepucio (BJ),
SCHADICH et al. (2016) verificaram aumento significativo do nivel de atividade do Nrf2.
Entretanto, em contraste aos niveis aumentados tanto de Nrf2 como de sua enzima efetora
GSTP1 alvo a jusante em células BJ tratadas com extrato de gengibre, o nivel aumentado de
Nrf2 em células HaCaT tratadas nédo foi associado a um nivel aumentado da enzima GSTPL1.

A regulacdo de Nrf2 independente da expressdo de GSTP1 em células HaCaT pode ter
evoluido seletivamente com elevada capacidade de proliferacdo durante a imortalizacdo. Como
a imortalizacdo é também um primeiro passo de carcinogénese e uma variedade de células de
cancer humanas, incluindo células cancerigenas de mama, colon, rim, pulmdo e ovario,
compartilham instabilidade gendmica, perda de genes de senescéncia, mutacdo da p53 e alta
taxa de proliferacdo, mas também a expressdo constitutivamente alta de GSTP1 (HOWELLS
etal., 2004; TIDEFELT et al., 1992; YAMAMOTO et al., 2013), o papel de GSTP1 em células
HaCaT pode ser distinto das células normais (SCHADICH et al., 2016).

Embora a citoprotecdo fornecida pela ativacdo de Nrf2 seja importante para a
quimioprevencdo do cancer em tecidos normais e pré-malignos, nas células tumorais, a
atividade de Nrf2 proporciona vantagem de crescimento ao aumentar a quimiorresisténcia do

cancer e aumentar o crescimento de células tumorais. A proteina Nrf2, constitutivamente
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abundante, causa maior expressdo de genes envolvidos no metabolismo do farmaco,
aumentando assim a resisténcia a medicamentos quimioterapicos e a radioterapia. Além disso,
o alto nivel de proteina Nrf2 est4 associado a um mau prognostico no cancer (SPORN; LIBY,
2012). O Nrf2 hiperativo também afeta a proliferacdo celular direcionando glicose e glutamina
para caminhos anabolizantes, aumentando a sintese de purina e influenciando a via de fosfato
de pentose para promover a proliferacdo celular (MITSUISHI et al., 2012).

O equilibrio metabdlico do oxigénio no meio intracelular é mantido por enzimas
antioxidantes, conhecidas também como enzimas de fase Il de desintoxicagdo, como a enzima
heme oxigenase 1 (HO-1). A producéo dessas enzimas ocorre por meio da ativagdo da via de
sinalizagdo antioxidante Nrf2 / ARE, por meio de diversas substancias pesquisadas com
potencial antioxidante (LEE et al., 2015; XIA et al., 2015). VIPIN et al. (2017), demonstraram
que o tratamento prévio com EG protege as células HepG2 contra a citotoxicidade induzida por
aflatoxina B1 (AFB1), por meio da inibicdo da geracdo de EROs, danos ao DNA e morte
celular. Similarmente, modelos experimentais com ratos Wistar machos demonstraram efeitos
protetores do EG contra a hepatotoxicidade induzida por AFB1, através da melhoraria dos
niveis de enzimas antioxidantes e o up-regulation da via Nrf2 / HO-1. As propriedades
hepatoprotetoras do EG podem ser devido a efeitos sinérgicos de diferentes compostos
fendlicos presentes na mesma. De acordo com WANG et al. (2016) as substancias antioxidantes
atuam inibindo a producéo excedente de EROs.

A inducéo da sinalizacdo Nrf2 é associada com a prevencao da hepatotoxicidade tanto
in vivo como in vitro. Nrf2 é principalmente expressa em orgaos metabolicamente ativos, como
o figado. Portanto, Nrf2 é considerado como um alvo terapéutico chave para a prevencdo e
tratamento de doencas hepaticas (LEE; SURH, 2005), (EGGLER; GAY; MESECAR, 2008),
(ZHU et al., 2016). Além disso, o Nrf2 é importante em doengas cronicas que envolvem estresse
oxidativo, como doencas inflamatorias, neurodegenerativas e cancer (KENSLER et al., 2007,
KASPAR, 2010).

O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na lesdo intestinal H/R
(WEN et al.,, 2013). As EROs podem ser geradas em células e tecidos danificados e
desencadeiam a ativacdo de uma variedade de vias de sinalizacdo, promovendo reacao
inflamatéria, e danificando a funcdo de barreira da mucosa intestinal no processo de H/R
(BHATTACHARYYAcetal., 2014; WEN et al., 2013). A via de sinalizacdo da proteina quinase
p38 ativada por mitogénio (p38 MAPK) medeia a resposta inflamatéria, apoptotica e
diferenciagdo em condigdes de estresse, incluindo lesdes H/R (COULTHARD et al, 2009;
YONG et al., 2009; ZHANG et al., 2007).
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Em condi¢des de estresse, a p38 intracelular pode ser transferida para o nucleo e a
expressao dos genes envolvidos na regulacdo dos fatores de transcricdo é regulada pela
fosforilagdo (WEHNER et al.,2009; YANG et al., 2015). A cinase de cadeia leve de miosina
(MLCK) é uma proteina quinase estreitamente relacionada com a funcdo de barreira. A
fosforilacdo da cadeia leve da miosina mediada por MLCK esta intimamente relacionada com
a contracdo do citoesqueleto e a disfungdo da juncdo estanque, podendo prejudicar a funcao de
barreira da mucosa intestinal (CUNNINGHAM; TURNER, 2012; SU et al., 2013; AL-SADI et
al., 2013). A via p38 MAPK encontra-se envolvida na modulagdo mediada por MLCK na
funcéo de barreira (AL-SADI et al., 2013; ARAKI et al., 2005; ZOU et al., 2015).

A expressao das proteinas NF-kB, MAPK e MLCK foi significativamente aumentada
em células Caco2 (adenocarcinoma de célon humano) e IEC6 (epitélio intestinal normal
murino) sob condi¢des H/R, no entanto, o pré-tratamento com [6]-G exerceu efeitos inibitorios
dependentes da concentracéo. A fosforilagcdo da p65 que é uma subunidade critica na modulacéo
da translocacdo nuclear de NF-kB, foi suprimida por [6]-G, também foi observado supressao
da expresséo da proteina MLCK e na fosforilacdo de P38 MAPK em células Caco2 e IEC6 pré
tratadas com [6]-G de forma dependente da concentracdo, implicando o papel importante na
supressdo de p38 MAPK induzida por [6]-G em modelo H/R. As evidéncias indicam que
farmacos que possuem as propriedades na melhoria do estresse oxidativo, aliviando a
inflamacéo e dor, inibindo o crescimento de bactérias e modulando a disfuncdo de barreira sdo
benéficos para a melhoria da lesdo intestinal (LI et al, 2017).

Os niveis de superédxido dismutase (SOD), glutationa (GSH) e glutationa peroxidase
(GSHPx) foram significativamente diminuidos e o nivel de MDA aumentou acentuadamente
no grupo (Reperfusao Intestinal) | / R sem tratamento em compara¢cdo com 0s grupos tratados
com [6]-G (50 mg.kg?), este diminuiu o nivel de peroxidacdo lipidica (MDA) e regulou a
diminuicdo dos biomarcadores de capacidade antioxidante como SOD, GSH e GSHPX,
sugerindo que a supressao do estresse oxidativo esta envolvida em prevencao induzida por [6]-
G contra les6es intestinais (LI et al, 2017).

O Tetracloreto de Carbono (CCI4) é uma conhecida hepatotoxina muito usada na
inducéo de lesdo hepéatica toxica em animais de laboratdrio (LEE et al., 2007; AMALIA, 2007;
PEREIRA-FILHO et al., 2008). A fase inicial envolve o metabolismo do CCl4 pelo Citocromo
P-450 a radical triclorometil, parte do radical triclorometil gera o radical triclorometil-peroxil,
que conduz a peroxidacdo lipidica (AMALIA, 2007). Em avaliacdo in vivo realizada por
MOTAWI et al., (2011), o tratamento empregando EG em ratos Wistar com fibrose hepatica

induzida por tetracloreto de carbono (CCl4), evidenciou-se aumento significativo nos niveis
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GSH, SOD, SDH, LDH, G6Pase, AP e 5'NT. No entanto, MDA, AST, ALT, ALP, GGT e
bilirrubina total foram significativamente diminuidas. A suplementacdo com gengibre nos
estadios de iniciacdo e pds-iniciacdo da carcinogénese do colon induzida pela 1,2
dimetilhidrazina (DMH), aumentou significativamente as concentragfes antioxidantes néo
enzimaticos e enzimaticos em comparagdo ao grupo ndo suplementado com extrato de gengibre
(MANJU; NALINI, 2005).

Em estudo empregando capsula de EG padronizada com 5 mg de [6]-G (1,4% p / p de
extracto de gengibre), onde pacientes distribuidos aleatoriamente receberam duas cépsulas de
[6]-G/5 mg ou duas cépsulas de placebo duas vezes por dia a partir de 3 dias prévios ao primeiro
ciclo de quimioterapia e continuaram a administracdo até quarto ciclo de quimioterapia,
evidenciou-se que os parametros de atividade antioxidante, incluindo SOD, CAT, GPx e GSH
| GSSG, estavam significativamente aumentados no dia 64 no grupo de gengibre em
comparagdo com os do grupo de placebo, enquanto MDA e NO2 / NOs niveis foram
significativamente menores. O suplemento diario de extrato de gengibre iniciado 3 dias antes
da quimioterapia demonstrou elevar significativamente a atividade antioxidante e reduzir os
niveis de marcador oxidativo em pacientes que receberam quimioterapia com potencial
emetogénico de moderado a alto em comparacéo com o placebo (DANWILAI et al., 2017).

A doxorrubicina (DOX) € um componente importante na terapia multimodal dos varios
protocolos combinados de antineoplasicos na quimioterapia, no entanto, apesar da alta eficacia,
o principal efeito secundario da DOX ¢ a cardiotoxicidade, o que tem dramaticamente impedido
0 seu uso clinico por um periodo prolongado. Existem muitas evidéncias que mostram os efeitos
protetores de compostos naturais contra a cardiotoxicidade relacionada a lesdo oxidativa, tais
compostos diminuem alguns efeitos secundarios de agentes quimioterapéuticos em células
normais, reduzindo a sua genotoxicidade (WU et al., 2002; BRYANT et al., 2007). Em pesquisa
realizada por HOSSEINI; SHAFIEE-NICK; MOUSAVI (2014), sobre os efeitos protetores do
extrato de gengibre contra a toxicidade induzida por DOX em cardiomidcitos (H9c2), foi
possivel verificar reducdo do nivel de peroxidacdo lipidica, ERO e supressdo apoptoética em

H9c2 induzida pela doxorrubicina.
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3.3 Inflamacéo e cancer

A inflamacéo trata-se de uma resposta imune protetora de um organismo vascular que
auxilia na remoc¢do de estimulos nocivos internos e/ou externos e opera na manutencdo da
homeostase do tecido (SERHAN, 2014). A reacgdo inflamatdria compreende basicamente dois
mecanismos de defesa: uma resposta inespecifica (resposta inata) e uma resposta imune
especifica (resposta adquirida) (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). No inicio da
resposta inflamatoéria devido a uma agressdo do tecido, as células inflamatérias invasivas
produzem varios mediadores pré-inflamatdrios que aumentam o grau da inflamacéo local e
sistémica (MELO et al., 2007) que vai depender do tipo de infeccdo (bacteriana, viral ou
parasitaria) (MEDZHITOV, 2010).

Uma infeccdo ou uma lesdo local em qualquer tecido atrai de forma rapida as células
brancas do sangue para a regido afetada como parte da resposta inflamatoria, que ajuda a
combater a infecgéo ou cicatrizacdo da lesdo (ALBERTS et al., 2010). Contudo, nem sempre a
resposta inflamatoria inicial é suficiente e o processo pode evoluir para um estado de inflamacéo
crénica (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Se o agente que provocou a infec¢cdo nao
é completamente eliminado pela resposta inflamatoria aguda, ou persiste por alguma razéo,
talvez a fase de resolucéo nao tenha sido devidamente induzida, podendo resultar um estado de
inflamacéo crénica. Este estado pode ser causado por infec¢des cronicas, alergénios persistentes
ou particulas estranhas (MEDZHITOV, 2010).

Embora os sintomas e sinais de inflamacéo cronica ndo sejam téo severos quanto os da
inflamacéo aguda, a inflamacéo cronica é tipicamente mais arriscada, pois pode causar danos
adicionais, como fibrose, e pode causar doencas cronicas e sistémicas, como artrite reumatdide,
asma, diabetes, inflamacdo intestinal, doencas cardiovasculares, distdrbios neuroldgicos
(Alzheimer), degeneracdo muscular relacionada a idade e cancer (MANTOVANI et al., 2008;
BALKWILL, 2008; SERHAN; PETASIS, 2011).

A inflamacdo cronica esta ligada a varias fases da tumorigénese, como proliferacéo
celular, transformacao, evasdo de apoptose, sobrevivéncia, invasdo, angiogénese e metastase
(DEMARIA et al., 2010; MANTOVANI et al., 2008; AGGARWAL et al., 2006). A inflamacéo
também é conhecida por contribuir com a carcinogénese através da geracdo de EROs e espécies
de nitrogénio reativo que podem danificar o DNA no local do tumor (OHNISHI et al., 2013).

O meio inflamat6rio promove um microambiente celular que favorece a expansao das
aberragcdes gendmicas e a iniciagdo da carcinogénese (MANTOVANI, 2009). Estudos sugerem

que aproximadamente 25% dos canceres tém origem etiologica na inflamagdo e/ou infec¢do
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cronica (KUNDU; SURH, 2012). No microambiente tumoral, as células inflamatérias séo
induzidas para acelerar a progressdo do céncer, metastases e respostas imunes contra
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (GAJEWSKI; SCHREIBER; FU, 2013). Portanto,
a direcdo do microambiente inflamat6rio é uma direcdo razoavel para o tratamento do cancer
(ZHANG; ZHU:; LI, 2017).

3.4 Mediadores do processo inflamatorio no microambiente tumoral

A inflamagdo aguda procura reparar tecidos lesionados e eliminar elementos
indesejados, o resultado ideal da inflamacgédo aguda é uma resolucdo completa e rapido retorno
a homeostase do tecido. Em condigdes normais, as células imunes, incluindo macrofagos,
granulécitos, mastocitos, células dendriticas, linfdcitos inatos e células Natural Killer (NK)
servem como defesa na linha de frente contra patdgenos (COUSSENS; ZITVOGEL;
PALUCKA, 2013; SERHAN, 2014). No entanto, quando esses processos sao iniciados no
microambiente do tumor, estes ndo s@o solucionados, o que leva a inflamacéo cronica do tecido
"danificado™ (tumor). Dessa forma, enquanto a inflamacdo aguda normalmente suporta e
equilibra duas necessidades opostas para o reparo de tecidos danificados (apoptose e
cicatrizacdo de feridas), a inflamacdo cronica representa uma perda desse equilibrio e a
resultante confluéncia de fatores tem implicagdes deletérias para o sistema imunoldgico
(KHATAMI, 2009).

Os mecanismos pelos quais a inflamacéo contribui para a carcinogénese sdo inimeros,
e para além destes processos bioquimicos que se encontram alterados, podera existir uma
expressao elevada, superproducédo ou ativacdo anormal de diversos mediadores inflamatorios,
com as citocinas, quimiocinas, ciclo-oxigenase-2, prostaglandinas (PGs), éxido nitrico-sintase
(INOS), oxido nitrico (NO) e produtos de glicosilacdo avangada (KUNDU; SURH, 2012).

As respostas inflamatdrias cronicas associadas aos ambientes tumorais tém um papel
multifacetado na carcinogénese. De fato, a inflamacéo crénica contribui para a aquisicdo de
diferentes caracteristicas de marca registrada por neoplasmas incipientes. As células
inflamatdrias podem induzir instabilidade gendmica, alteracbes nos eventos epigenéticos e
consequente expressao genética inapropriada (COLOTTA et al., 2009; KUNDU; SURH, 2008).
Durante a progressdo do tumor, as células imunes e inflamatérias produzem citocinas e
quimiocinas, o que facilita a sobrevivéncia e a proliferacdo de células cancerigenas, aléem da
promocdo da angiogénese e crescimento tumoral (MANTOVANI, 2005). Citocinas e

quimiocinas tambeém induzem recrutamento adicional e diferenciacdo de células imunes no
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microambiente do tumor (LIN; KARIN, 2007). A regulagdo genética que leva a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias a partir de uma variedade de células é geralmente dependente da
ativacdo transcricional do fator nuclear-kappa B (NF-xB) (FREIRE; VAN DYKE, 2014), este
fator poderia ser considerado como um "nucleo™ na tumorigénese que liga a senescéncia celular,
inflamacéo e cancer (AGGARWAL; GEHLOT, 2009).

A inflamacdo é caracterizada por um aumento geral nos niveis plasmaticos e na
capacidade celular para produzir citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1 (IL-1), Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a), aumento subseqiiente dos
principais marcadores inflamatérios, como a proteina C-reativa (CRP) e a amiloide sérica A
(A-SAA) (FRANCESCHI et al., 2000; FRANCESCHI, 2007). O fator de necrose tumoral (TNF
- Tumor Necrosis Factor) conhecido pela sua citotoxicidade tumoral trata-se de um relevante
mediador de inflamacdo e apresenta inimeras funcdes fisiologicas. Este fator esta presente no
tratamento de inumeras doencas inflamatérias humanas, sendo uma citocina envolvida em
inflamacoes sistémicas e estimulam a reacdo de fase aguda (SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

Os produtos derivados da COX-2, principalmente prostaglandina (PG) E2 (que se
pensava ser o principal produto derivado de COX-2 tumorigénico), sdo conhecidos por atuar
ndo apenas em caminhos classicos de sinalizacdo de cancer para promover a carcinogénese em
células tumorais primarias, mas também no microambiente tumoral que contém maltiplas
células residentes e infiltrantes (incluindo células imunes), bem como os fatores de crescimento
e citocinas liberados por eles (HANAHAN; WEINBERG, 2011; BONACCIO et al., 2014).
Consequentemente, a relacdo entre a inflamacao e o cancer que promove tumores € importante
considerar. O fator inibidor da migracdo de macrofagos, a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), NF-xB,
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), Akt e
guimiocinas sdo alvos importantes que podem ser adequados para um abordagem terapéutica
multifacetada na supressao da inflamacéo (BLOCK et al., 2015). No geral, 0s mecanismos que
envolvem ativacdo anormal da inflamacao mediadores que contribuem para o desenvolvimento

do microambiente tumoral estéo representados na Figura 2.
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Figura 2 - Mecanismos envolvendo ativacdo anormal de mediadores inflamatorios que
contribuem para o desenvolvimento do microambiente tumoral.
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Com base nos mecanismos anti-inflamatérios, a Tabela 2, apresenta os efeitos
supressores do EG e [6]-G na resposta do processo inflamatdrio associado a doencas cronicas
e sistémicas, com énfase na carcinogénese, em estudos experimentais (in vivo, in vitro) e clinico
frente aos impactos oriundos de fatores liberados durante o quadro de inflamacéo cronica,
HABIB et al., 2008, observaram que o EG reduziu significativamente a expressao elevada de
NF-kB e TNF-a em ratos do tipo Wistar com cancer hepatico, sugerindo que o gengibre pode
atuar como um agente anticancerigeno e anti-inflamatério inativando o NF-kB através da
supressdo do TNF-a pro-inflamatério. Embora este fator esteja expresso em um estado inativo
na maioria das células, as células cancerigenas expressaram uma forma ativada de NF-kB, que
foi induzida por varios estimulos inflamatérios e carcinogénicos (LIN; KARIN, 2003). TNFa,
interleucinas, COX2 e outras quimiocinas também podem ser reguladas pelo fator de
transcricdo NF-xB (BALKWILL, 2002). Muitos estudos associaram a via de sinalizagdo NF-
kB e sua regulacdo com a resposta inflamatoéria (LIN; KARIN, 2003; ESCARCEGA et al.,
2007). A inibicdo da via de sinalizacdo NF-kB pode ser uma estratégia terapéutica em conjunto
com 0 uso de agentes quimiopreventivos, assim como o gengibre (SURH, 2003; KIM et al.,
2004).
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Tabela 2 - Efeito anti-inflamatdrio do extrato de gengibre (EG) e componente fitoquimico
biologicamente ativo [6]-Gingerol ([6]-G).

Forma de Método de Estudo Mecanismo de ac¢éo Estudo, ano
Utilizacdo Dose/Concentracéo
EG In vivo — efeito do gengibre em INF-kB HABIB et al. (2008)
hepatocarcinogénese induzida por |TNF-a
etionina, ratos Wistar machos (N - 6)
Indugéo de cancer hepatico com etionina
— 15 semanas — via intraperitoneal
Controle ragio/azeite; EG (100 mg.kg?);
dieta (CDE) deficiente em colina + 0,1%
etionina; gengibre +CDE. 8 semanas-via
oral
EG In vivo — caracterizar os possiveis efeitos | ativagdo IFNy, IL-6, NF-kB, CHOl et al. (2013)
anti-inflamatorios do extrato de gengibre 1kB-a
induzido por lipopolissacarideo (LPS) em
ratos fémeas (N-5) | expressio MAPKs (ERK1/2,
SAPK/INK e p38)
Pré tratamento com Extrato de gengibre
100, 1000 mg.Kg™ — 3 dias seguidos - | expressdo iNOS e COX-2
viaoral
3° dia — administragdo LPS - 35mg.kg* -
via intraperitoneal
EG Clinico — verificar a eficacia do EG na 1 COX1 (grupo com risco JIANG et al. (2013)
regulacdo de PGE, em pacientes com aumentado CRC);
risco normal e aumentado de CRC
Administragdo de 8 capsulas 250
mg/cada por 28 dias, seguida de bi6psia
tecido célon
Grupo normal (N-30); risco aumentado —
CRC (N-20)
[6]-G In vitro — efeito do [6]-G em linhagem de | IL6, IL8, SAA1, COX, NF-x B, Ll etal. (2013)
hepatécito (HuH7) humana, ERO
viabilidade celular [6]-G (50, 100 e 200 Inibicdo via EROs / NFKB /
M) COX-2
HuH?7 exposta a citocina IL1B (8 ng /
mL) e tratada com [6]-G (100 pM)
[6]-G In vitro — Efeitos do [6]-G em linhagem 1 enzima ALP FAN; YANG; BI,
tipo osteoblasto MG63 humano (2015)

Exposigdo da linhagem MG63 (1 x 105)
ao pré tratamento TNF-a (10 ng.mL™) e
tratamento [6]-Gingerol (0, 1, 5, 10, 50

nM)

EG padronizado com
5% 6-G

In vivo - Ratos albinos Wistar de ambos
0s sexos (N-15)

Inducéo diabetes: dose Gnica de STZ 45
mg / kg — via intraperitoneal
Tratamento: 75 mg / kg /

dia / 24 semanas - via oral

Grupo tratado EG/5% [6]-G
| TNFa

| NF-kp p65

| VEGF

DONGARE etal.
(2016)

[6]-G

In vitro — efeito do [6]-Gingerol frente ao
LTA 4 H em linhagem tumoral humana
(HCT116) e células normais (TIGle
HF19) expostas a [6]-G (6,25; 12,5; 25,5
¢ 100 pM)

Inibicdo da atividade LTA 4H

EL-NAGGAR etal.
(2017)
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[6]-G In vivo —caracterizar os possiveis efeitos Inibigéo da via p38 MAPK Ll etal. (2017)
protetores do [6]-G em lesdo de
reperfusdo intestinal (I/R). Ratos Inibicéo de citocinas
Sprague-Dawley (N-40) inflamatérias (TNFa,
IL-1P e IL6) e mediadores (NO /
Pré tratamento com [6]-G 25 mg.kg™- iNOS)

via intragéstrica — 3 dias seguidos antes
da reperfusao

Legenda: Leucotrieno A 4 hidrolase (LTA 4H), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), interleucina 1 beta ( IL-1p), interleucina 6 (IL6),
oxido nitrico sintase (iINOS), 6xido nitrico (NO), fosfatase alcalina (ALP), Ciclo-oxigenase-1 (COX-1), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), cancer
colorretal (CRC), Interferon-gama (IFN-y), fator nuclear kappa B (NF-«B), Inibidor kappa B (IkBa), interleucina 8 (IL 8), Amiloide sérica
A (SAAL); estreptozotocina (STZ); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), prostaglandina E, (PGE,)

O lipopolissacarideo (LPS), principal constituinte da parede celular externa das
bactérias Gram-negativas, tem sido amplamente utilizado para examinar 0os mecanismos de
inflamacdo que produzem necrose hepaética tipica seguida de insuficiéncia hepatica fulminante
(VINCENT et al., 2002). Foi relatado que, sob a estimulacdo do LPS, células de Kupffer
liberam citocinas pré-inflamatorias (BOLLING et al., 2001). A ativacdo do fator nuclear B (NF-
kB) induzida por LPS medeia as proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) e
posteriormente regula as expressdes de ciclo-oxigenase (COX- 2), bem como as expressoes
induziveis de oxido nitrico sintase (iNOS) (MESTRE et al., 2001). Além disso, a expressdo de
COX-2 e iINOS provou contribuir com doencas inflamatérias (JACOBS; IGNARRO, 2001).
Portanto, essas citocinas representam um alvo ideal para a neutralizacdo do LPS (WYCKOFF
et al., 1998). A utilizacdo prolongada de medicamentos anti-inflamatdrios estd associada a
efeitos colaterais como febre, rubor facial e musculos doloridos. A utilizacdo de um produto
natural para tratar doencas inflamatdrias pode ser mais efetivo e ter menos efeitos colaterais
(WONG et al., 2003).

Niveis elevados de prostaglandina E (PGE) no tecido, produzida por ciclo-oxigenase
(COX) é um evento precoce no cancer colorretal (CRC). JIANG et al.(2013) observaram nédo
haver diferenca significativa na expressdo da proteina COXL1 entre 0s grupos de gengibre e
placebo para os participantes de risco normal. Entretanto, os resultados indicam que, para 0s
pacientes com risco aumentado de CRC, a expressdo protéica de COX1 nas biopsias do colon
foi significativamente inibida pelo consumo de extrato de raiz de gengibre ap6s 28 dias de
intervencdo em comparagdo com o grupo placebo.

Células normais e tumorais compartilham a mesma origem, por isso, € dificil
desenvolver medicamentos seletivos que sdo baseados em diferencas bioquimicas entre células
tumorais e normais. Pesquisadores precisam de uma nova perspectiva e, por essa razao, as vias
de sinalizacdo estdo sendo investigadas intensamente para ganhar terreno na luta contra o
cancer. A inibicdo da prostaglandina E2 sintase-1 microssomal (mPGES1) e a antagonizacéao

dos receptores do seu produto prostaglandina E2 (PGE2) sdo consideradas alvos terapéuticos
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potenciais para células cancerigenas que super expressam a ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
(READER et al., 2011). Eventualmente a carcinogénese é promovida pela PGE 2 por via de
GSK3p/ Bcatenina, dessa forma, espera-se que a diminuicdo do nivel de PGE-2 utilizando
inibidores de mPGES-1 podem mostrar efeito anticancerigeno promissor (RUANA,; SO, 2014).

Em estudo realizado por LI et al. (2013), onde células humanas de hepatocito HUH7
foram estimuladas com IL-1f para estabelecer um modelo inflamatorio hepatico in vitro,
verificou-se que o fitoquimico [6]-G atenuou a inflamacéo induzida pela IL-1B e o estresse
oxidativo nas células HuH7, como evidenciado pela diminuicdo dos niveis dos fatores
inflamatorios 1L6, IL8 e SAAL, além da supressdo na geracdo de EROs. O [6]-G também
reduziu a regulacdo positiva de COX-2 induzida por IL-1f, bem como a atividade de NF-«B.
O efeito protetor do [6]-G com a resposta inflamatdria induzida por IL-1p foi semelhante ao da
BHT, um eliminador de EROs. Dessa forma o [6]-G demonstrou proteger células HUH7 contra
danos inflamatorios induzidos por IL1 por meio da inibi¢ao da via EROs / NFKB / COX2.

FAN; YANG; BI, (2015), ao investigarem se o [6]-G apresenta modulacdo sobre a
producdo de IL-6 em osteoblastos, fato que sugere impacto significativo na osteogénese,
observaram que 0 TNF-o aumentou 25 vezes no nivel de IL-6 em células MG-63, enquanto o
tratamento com [6]-G reprimiu significativamente a elevacao da IL-6 induzida por TNF-a em
células MG-63. As andlises de imunotransferéncia mostraram que o TNF-a induziu um
aumento significativo na translocacao nuclear de NF-kB p65 em células MG-63, no entanto, o
[6]-G (5, 10 ¢ 50 uM) inibiu o aumento da translocagdo nuclear NF-kB p65. Os efeitos do [6]-
G sobre a diferenciacdo de osteoblastos foi verificado medindo a expressdo e a atividade
enzimatica da fosfatase alcalina ALP, que esta envolvida no estdgio de maturacdo dos
osteoblastos. O tratamento com [6]-G aumentou a atividade enzimatica de ALP em células MG-
63 de uma maneira dependente da dose, enquanto, a atividade de ALP foi significativamente
reduzida em resposta a estimulacdo de TNF-a (10 ng.mL™).

Em investigacdo a respeito da eficacia do EG padronizado com 5% de [6]-G,
DONGARE et al. (2016), evidenciaram atenuacdo das alteragdes microvasculares da retina em
ratos albinos Wistar diabéticos induzidos por estreptozotocina. A administracdo oral do extrato
reduziu os niveis do marcador pro-inflamatorio TNFa, expressdo de NFKB e VEGF no tecido
da retina do grupo tratado com [6]-G em comparagdo com o grupo diabético.

Durante o processo de carcinogénese, as células inflamatérias infiltrantes de tumores
produzem varios tipos de citocinas. Foi proposto que citocinas pré-inflamatorias incluindo
TNF-a, IL 1B, IL-6 e Interferdo- y (IFN-y) contribuem para a carcinogénese influenciando a

sobrevivéncia, crescimento, mutacdo, proliferacdo, diferenciacdo e movimento de células
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tumorais. Muitas citocinas pro-inflamatérias podem ativar o fator de transcrigio NF«B,
enquanto alguns dos efeitos de citocinas pré-inflamatorias podem ser mediadas através da via
NF«B.TNF-a foi implicado na promog¢do do tumor em varios modelos experimentais de
carcinogénese (PHILIP; ROWLEY; SCHREIBER, 2004; AGGARWAL, 2003).

Os efeitos protetores do pré-tratamento com [6]-G em citocinas pré-inflamatorias
(TNFa, IL6, IL1P) e infiltracdo de neutréfilos (MPO) foram observados em tecidos intestinais
com lesdo de reperfusdo isquémica (IR). O pré-tratamento com [6]-G atenuou
significativamente estas citocinas de uma forma dependente da dose, inibiu a expresséo de
mediadores inflamatdrios, inibindo a fosforilagdo de p38 e a subsequente ativacdo de NFkB
regulando negativamente a expressdo de MLCK (LI et al., 2017).

O [6]-G vem exibindo uma ampla gama de atividades bioquimicas e farmacoldgicas
(AFZAL et al., 2001; ALI et al., 2008; BODE; DONG, 2011). A quimiopreven¢ao derivada de
plantas e / ou fitoquimicos dietéticos emergiram como uma estratégia disponivel e promissora
para 0 controle e manejo do cancer com varios mecanismos, incluindo o direcionamento da
leucotrieno LTA 4 H (HOUSSEN; RAGAB; MESBAH, 2010; BADRIA, 1994; SURH,2003).

A leucotrieno A 4 hidrolase (LTA 4H) é uma metaloenzima bifuncional dependente de
zinco com as atividades de epdxido hidrolase e aminopeptidase. Como uma hidrolase de
epoxido, LTA 4 H catalisa o Gltimo passo limitante da velocidade na biossintese de leucotrienos
B 4 (LTB 4), um potente quimioatraente que induz uma resposta inflamatoria e esta relacionado
no desenvolvimento do cancer (JEONG et al., 2009; CHEN et al., 2004). EL-NAGGAR et al.
(2017) ao realizarem triagem computacional virtual de [6]-G e outros derivados deste isolado
frente a LTA 4 H, observaram que o [6]-G compartilha sobreposi¢cdo no sitio catalitico da LTA
4 H entre bestatina (um classico LTA 4 inibidor de H) e 4BS (4 amino N [4 (benziloxi)
fenilbutanamida), outro inibidor de LTA 4 H.

Vérias caracteristicas estruturais do [6]-G relacionadas com LTA 4 H, foram
identificadas por EL-NAGGAR et al. (2017) . Em primeiro lugar, o [6]-G apresentou
conformacdo molecular de L, semelhante ao do leucotrieno A4 (LTA 4), o substrato natural de
LTA4 H, que se encaixam na cavidade hidrofébica em forma de L em LTA4 H. Em segundo
lugar, o grupamento fendlico -OH do [6]-G indicou ser essencial para a inibicdo das atividades
de ambas as LTA4 H, devido a sua articulagdo com o zinco metélico, fator que pode explicar a
inibicdo da atividade da aminopeptidase da enzima. Em terceiro lugar, o grupo OH no C5 do
[6]-G que tem configuracdo S forma uma ligacéo de hidrogénio com Asp375 que €é essencial, e

especificamente necessario para a atividade de epoxido hidrolase de LTA4H.
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3.5 Plantas medicinais

Utilizadas como fonte na descoberta de farmacos, as plantas medicinais vém sendo
fortemente abordadas desde 1805, quando a morfina se tornou o primeiro composto
farmacologicamente ativo a ser isolado de uma planta para a forma pura, embora sua estrutura
ndo tenha sido elucidada até 1923 (SALIM et al., 2008). Farmacos naturais sdo aplicados por
ampla parcela da populacdo em diversos paises para tratar doencas como inflamacéo,
hipertensdo, problemas renais, deficiéncia imunolégica e cancer (CRAGG; NEWMAN, 2013),
destacando sua importancia medicinal, por milénios, as plantas medicinais tém sido uma fonte
valiosa de agentes terapéuticos e ainda muitos dos medicamentos atuais sdo oriundos de plantas
ou seus derivados (KINGHORN et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 2012). Os polifendis,
metabdlitos secundarios vastamente difundidos no reino vegetal sdo agentes conhecidos por
proporcionar protecdo contra agentes patogénicos e parasitas, bem como reduzir o risco de
doencas induzidas por danos crénicos e oxidativos, incluindo cancer (ABOUL ENEIN et al.,
2013).

A elucidacéo das vias moleculares e efeitos secundarios sdo cruciais antes da realizacéo
de testes no ambiente clinico. O desafio reside no fato dos fitoquimicos serem estruturalmente
complexos, sendo a extracdo de isolados ativos extensivamente laboriosa. Muitas drogas
sintéticas sdo inspiradas da estrutura de moléculas ativas de plantas, destacando o enorme
potencial no desenvolvimento de farmacos baseados em plantas com agdes terapéuticas contra
o cancer (YEHYA et al., 2017).

Muitos estudos identificaram mais de 5000 fitoquimicos individuais e este nimero esta
aumentando continuamente devido a introducdo de técnicas atuais e eficientes de isolamento e
caracterizacao. Estes novos agentes sdo amplamente classificados como compostos fendlicos,
alcaloides, carotenoides, organossulfurados e compostos contendo azoto (ASIF et al., 2016).
Tais moléculas podem atuar como antioxidantes, estimular atividade enzimatica, mimetizar
horménios, interferir na replicacdo do DNA, proteger as células da radiacdo, dentre outros
processos anormais durante a tumorigénese. Além disso, estudos também destacaram os efeitos
sinérgicos de compostos medicinais baseados em plantas como agentes antiangiogénicos
guando usados em combinagdo com outros farmacos antineoplasicos (LACHUMY et al., 2013
; LU et al., 2016).

O cancer é uma patologia complexa e multifatorial, sua etiologia presume mutagdes
genéticas que conferem capacidade ilimitada de proliferacdo celular, perda de resposta a fatores

de inibicdo de crescimento, evasdo de apoptose, possibilidades de invadir outros tecidos
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corporeos (metéastases) e produgdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) (INCA, 2014,
HERCOS et al., 2014; ARAUJO; GALVAO, 2010). Alguns fitoquimicos demonstraram efeitos
secundarios relativamente baixos, € mesmo limitaram a incidéncia de efeitos colaterais
associados a agentes quimioterapéuticos ou antiangiogénicos (WANG et al., 2015).

As especiarias desempenham um papel importante como agente aromatico na dieta e
sdo utilizadas em varias regifes do planeta. Inimeros fitoquimicos presentes em especiarias
tém sido reconhecidos por possuir beneficios na promocao da satde e desempenhar um papel
preventivo em doencgas cronicas (KAEFER; MILNER, 2008; FERRUCCI et al., 2010). A
maioria dos fitoquimicos demonstrou possuir promissoras atividades antiangiogénicas de largo
espectro em modelos in vitro e in vivo (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000).

3.6 Zingiber officinale Roscoe e cancer

Uma das mais antigas especiarias domesticadas na historia, o gengibre (Zingiber
officinale), € comumente empregado como aditivo alimentar (especiarias) e utilizado como
componente chave na medicina herbal tradicional, sendo o seu potencial intensamente
explorado nos beneficios direcionados a saude, o gengibre também é considerado seguro como
um suplemento de ervas por diferentes autoridades reguladoras (BUTT; SULTAN, 2011,
SHUKLA; SINGH, 2007; AL-SUHAIMI; ALRIZIZA; AL ESSA, 2011). Os componentes
bioativos do gengibre incluem 6leos volateis, antocianinas, taninos e compostos de fendlicos
pungentes conhecidos como gingerois, shogaois e sesquiterpenos (SEMWAL et al., 2015). A
maior parte da investigacdo acerca das atividades antitumorais dos gingerois tem se concentrado
no [6]-Gingerol, embora tenha sido efetuada pouca atencéo aos gingerois com cadeias laterais
de alquilo mais longas ndo ramificadas (SEMWAL et al., 2015). Estudos sugerem que o
gengibre e seus componentes bioativos pungentes, que incluem gingerdis e shogadis, podem
ser utilizados na prevencdo e tratamento do cancer (WANG et al., 2015).

O [6]-Gingerol demonstrou possuir atividade modulatéria em NF-kB, STAT3, Rb,
MAPK, PI3K, Akt, ERK, clAP1, ciclina A, Cdk, catepsina D e caspase-3/7 (PRASAD; AMIT,
2015), considerando os efeitos antiproliferativos, antitumorais e anti-invasivos em testes
experimentais (in vitro/in vivo) e clinicos do extrato de gengibre e [6]-Gingerol, a tabela 3
apresenta 0s mecanismos moleculares envolvidos na supressdao tumoral, assim como 0s
mediadores envolvidos nas vias de sinalizacdo celular em diferentes tipos de carcinomas e

linhagens tumorais.
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Em pesquisa realizada por YUSOF et al (2009), na qual determinou-se o efeito
anticancerigeno do EG em ratos Wistar com carcinoma hepatico, uma dieta deficiente em colina
combinada com etionina foi utilizada na indugdo do céancer. Em animais tratados com dieta
deficiente em colina + 0,1% etionina (CDE), a incidéncia tumoral foi de 100% e o tamanho
médio do tumor foi de 0,51 cm, no entanto, nos grupos controle (racdo normal e azeite) ndo
houve surgimento de tumor. O tratamento com gengibre no grupo CDE conseguiu reduzir a
incidéncia do tumor para 17%. Embora ndo houvesse alteracdes significativas observadas nos
niveis de malondialdeido (MDA) em ratos tratados com CDE quando comparados com 0s
grupos controle, a suplementacdo de gengibre diminuiu significativamente os niveis de MDA
no grupo tratado com CDE quando comparado ao grupo CDE sozinho. Observou-se ainda, um
aumento significativo na atividade da catalase no grupo CDE tratado com EG quando
comparado com o grupo CDE sozinho.

Tabela 3 - Efeito antitumoral do extrato de gengibre (EG) e componente fitoquimico ativo [6]-
Gingerol ([6]-G).

Formade Meétodo de Estudo Mecanismo Estudo, ano

Utilizacdo  Dose/Concentracéo de acdo

[6]-G In vitro — examinar os efeitos do [6]-G na | atividade de MMP-2 e LEE et al. (2008)
adesdo, invasdo e motilidade em células MMP-9

MDA-MB-231(cancer de mama humano) a
[6]-G (0, 2,5,5 ¢ 10 uM)

EG In vivo — Ratos Wistar machos (N - 6) efeito Grupo tratado com gengibre: YUSOF et al. (2009)
do gengibre em hepatocarcinogénese induzida
por etionina | incidéncia tumor
1 CAT

Inducio de cancer hepético com etionina — 15 | MDA
semanas — via intraperitoneal

Controles ragio/azeite; EG (100 mg.kg™);
dieta (CDE) deficiente em colina + 0,1%
etionina; gengibre +CDE. 8 semanas-via oral

[6]-G In vitro — explorar os mecanismos do [6]-G Inducéo da apoptose CHAKRABORTY etal.
em células HeL a (carcinoma cervical humano) (2012)
a [6]-G (25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 Up-regulation TNFa, Bax e
pg.mL™Y) citocromo c. Down-
regulation NF-kB, AKT e
Bcl2
EG In vitro — investigar capacidade citotéxica e Inducéo da apoptose EKOWATI etal. (2012)
apoptética em células MPC11 (mieloma) 1p53

humano e WiDr (cancer colorretal) murino.
Administragio de EG (500 - 7,81 pg.mL™)

EG In vitro- potencialidade antiproliferativa do tapoptose, Bax, caspases-3, ELKADY et al. (2012)
EG (0,0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 mg.mL™?)  PARP, IxBa
em linhagens celulares de cancer de mama

(MCF-7 e MDA-MB-231) e linhagem | NF-kB, Bcel2, BelX, Mcl-1,
epitelial normal maméria (MCF-10A). Ensaios  survivina, ciclina D1, Cdk-4,
viabilidade (200 x 108), cometa (1x 108), hTERT

apoptose (2 x 10%) células / mL

EG In vitro - exposicdo das linhagens de cancer Parada ciclo celular Gl e S KARNA et al. (2012)
de préstata, LNCaP, C4-2, C4-2B, DU145,
PC-3 e PrEC (normal) a EG (1, 10, 100, 1000 1 populagdo sub-G1, p21,
ng.mL?) para viabilidade celular JC-1,BAX, citocromo ¢
mitocondrial, clivagem
Citometria de fluxo: Linhagem PC-3 tratada PARP, caspase 3
com EG (50, 100, 250, 500, 1000 pg.mL™)




Western blot, imuno-histoquimica, atividade
de Caspase3/7: PC-3 a EG (250 pg.mL™)

1Ki67, ciclina D1, E, Cdk-4,
Bcl2

EG In vivo - Camundongo Nude macho (N-6) | Ki67, ciclina B, ciclina KARNA et al. (2012)
xenoenxerto PC-3. D1, ciclina E
Inducéo cancer de prostata (PC-3/ 1x10°) —via 1 p21, caspase-3, PARP
subcutanea
Administragio de EG (100 mg.Kg* -8
semanas) — via oral

[6]-G In vitro —investigar os efeitos antitumorais do Parada ciclo celular fase G2 LIN; LIN; TSAY, (2012)
6-gingerol em células de cancer de célon IM
humano (LoVo) LoVo (4 x 10%) a [6]-G (0, 5, | ciclina A, B1, CDKI1
10, 15 pg.mL™) 1 p27Kiet, p21Cirl EROs

[6]-G In vitro — examinar o efeito do [6] -Gingerol 1TER, niveis proteinas TJ, KIM; KIM, (2013)
em metastases de cancer pancreatico e Z0-1, accludina, E-caderina
investigar as vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas em linhagem PANC1 (1 x 10%) a | MMP-2,-9, claudina-4,

[6]-G (0, 5,10, 15 ou 20 pM) NF-k B / Snail, ERK

EG In vitro — Exposicao de linhagem celular de 1 Apoptose DANCIU et al. (2014)
melanoma B164A5 (1 x 103 células) a Extrato
de gengibre (0, 20, 60, 80, 100 pg.mL™?)

EG In vitro — Exposicao da linhagem celular de 1 citocromo ¢ mitocondrial, ELKADY; HUSSEIN;
glioma U251 (1x10%) a extrato de gengibre, relagdo Bax:Bcl-2, caspases- ~ ABU-ZINADAH,
viabilidade (0, 50, 100, 150, 200 ug.mL™); 3,-9, clivagem PARP-1, p53,  (2014a)
marcadores (0; 75) pg.mL* p21, Noxa

| NF-xBp65 nuclear,
survivina, XIAP, ciclina D1

EG In vitro — Exposi¢ao da linhagem celular de 1 citocromo ¢ mitocondrial, ELKADY; HUSSEIN;
cancer colorretal humano HCT116 (5x10%) a relacdo Bax:Bcl-2, caspases- ABU-ZINADAH,
extrato de gengibre, viabilidade (0, 50, 75, 3,-9, clivagem PARP-1, p53,  (2014b)

100, 125 pg.mL1); marcadores (0; 75) pg.mL-  p21, p27, Noxa

1
1 Bcl2, BelX, Mcll,
survivina, XIAP, ciclina D1,
Cdk-4, c-Myc

[6]-G In vitro — Exposi¢éo de linhagem 1EROs, DRS, p53, clivagem LEE et al. (2014)
glioblastoma humano U87 (1 x 105 células) a Bid, BAX
[6]-G
Viabilidade/apoptose (10-100 uM); | expressdo survivina, cFLIP,

Marcadores/modulagéo (0-50 pM) Bcl2 e XIAP

[6]-G In vitro — avaliar a capacidade Inducdo da atividade da RASTOGI etal. (2014)
antiproliferativa em linhagens tumorais de caspase 3
leucemia mieloide aguda e cronica a [6]-G (0,

10, 25, 50, 100, 200 pM) Clivagem PARP

Analisar os mecanismos apoptéticos do [6]-G Geracédo de EROs

em células LMC (K562) e LMA (U937) a[6]-  mitocondrial

G (50 pM)
Interrupgdo do ciclo celular
G2/M
Diminuicdo da expressdo de
proteinas (ciclina B1, Cdk1,
Cdc25B e Cdc25C)
Aumento  expressdo  de
miR27b

[6]-G Ex vivo — investigar os efeitos do [6]-G em Indugcdo de apoptose nos RASTOGI etal. (2014)
células PBMCs, obtidos a partir de pacientes grupos LMA e LMC
com LMA (N-40); LMC (N-7) e normais (N-

6) a [6]-Gingerol (50 pM)
[6]-G In vivo — Camundongo Nude (N-24). Modelo | PCNA, Bcl2, BclXL e RASTOGI etal. (2014)

tumoral xenotransplante induzido por K562
(3x10%). Administracio [6]-G (5 mg.kg!) - 45
dias alternados - via intraperitoneal

XIAP

1 Bax, Bak, clivagem de
PARP e ativacdo de caspase 3
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[6]-G In vitro — efeitos citotoxicos em linhagens Ativacdo de caspases-8, 9, 3, RADHAKRISHNAN et
tumorais humana SW-480, HCT 116 (5 x 10%) 7 e clivagem de PARP al. (2014)
e células primarias de c6lon murino normal (5
x 10%) a [6]-G (5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 Inibigdo via ERK1/ 2, INK,
pM), evidenciar possiveis mecanismos de AP-1
acdo em (SW 480)
EG In vitro - investigar os efeitos do extrato de Detencdo nafase GO/ Gldo  AKIMOTO etal. (2015)
gengibre em linhagens de cancer pancreatico ciclo celular
humano PANC1, AsPC1, BxPC3,
CAPAN2, CFPACL, Indugéo de autose
MIAPaCa2 e SW1990 e célula de cancer
pancreatico murino Panc02 empregando EG TEROs
(SSHE) - 25,50, 100, 200 pg.mL™*
EG In vivo - Camundongo C57BL/6 machos (N- AKIMOTO et al. (2015)
8). | incidéncia tumor
Indugéo cancer pancreatico Panc02-Luc- |viabilidade celular
ZsGreen
(5 x 105 células) — via intraperitoneal
Administracio de EG (SSHE) (80 mg.Kg™ -
20 dias consecutivos logo apés a inducéo) —
via intraperitoneal
[6]-G In vitro — linhagem tumoral HepG2 humana Indugdo Apoptose IMPHENG et al. (2015)
Exposicédo de linhagens tumorais HepG2 a [6]-  Parada ciclo: Go/G1, S - 24
G (0,01; 0,1; 0,2; 0,3;0,4;0,5 nM) h;G2/M-48h
1ERO
Down-regulation FASN
EG In vitro — Exposicao de linhagem derivada |viabiliadade PARVIZZADEH et al.
linfoma Burkitt humano Raji (1 x 10 células) (2014)
a EG (0,1%, 0,01% e 0,001%)
[6]-G In vitro — explorar o mecanismo de acdo do Inducéo da apoptose RASTOGI et al. (2015)
[6]-G (50 nM) em células de cancer cervical
humano positivo para HPV (HelLa, CaSki e Reativacéo de p53
SiHa) independente da inibicdo da
oncoproteina (E6/E7) em
linhagens HelLa e CaSki.
1p53, P21, EROs
Inducéo da parada do ciclo
celular G2/M
[6]-G In vivo - indugéo tumoral (xenotransplante) Inducéo da apoptose RASTOGI et al. (2015)
empregando célula HeLa (3x10°) em
Camundongo Nude (N-6) — via intraperitoneal ~ Reativacéo e aumento dos
niveis de p53
Administracio de [6]-G (2,5 5,0 mg.Kg?) -
45 dias alternados
EG In vitro — Exposi¢ao de linhagem tumoral Inducdo apoptose TAHIR et al. (2015)
colorretal HT29 (1 x 106células) a EG (2-10
mg.mL?) Down regulation KRAS,
ERK, AKT, Bcl-xL,
p65NF«B
Up regulation caspase 9
[6]-G In vitro — Exposi¢ao das linhagens Hela a [6]-  Parada do ciclo celular GO /  ZHANG etal. (2017)

G (100; 200 pM), avaliar o potencial
antitumoral e sua sinergia com farmacos 5FU
(50 uM); Ptx.

Gl

Regulacéo da apoptose na via
PI3K/ AKT / MAPK/mTOR

A sinergia com 0s
antineoplasicos 5FU e Ptx
levou a 83,2% e 52% de
inibicdo

Legenda: Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), metaloproteinases de matriz (MMPs), malondialdeido (MDA), catalase (CAT), Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), NF-kB (factor nuclear kappa f), Cyclin-dependent kinases (CDKs), JC-1 (iodeto de 5,5°,6,6-
tetraclorol,1°,3,3 -tetraetilbenzimidazolocarbocianina), Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), resisténcia elétrica transepitelial (TER),
juncéo apertada (TJ), zonula occludens (ZO-1), XIAP (cromossomo X-ligado ao Inibidor de Apoptose), receptor de morte 5 (DR5), c-FLIP
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(proteina inibidora de FLICE), Leucemia Mieloide Aguda ( LMA), Leucemia Mieloide Cronica (LMC), enzima 4cido graxo sintase (FASN),
fosfatidilinositol 3-quinases (P13-K), 5-fluorouracil (5-FU); paclitaxel (Ptx).

A metéstase do cancer consiste em uma cascata complexa de eventos que, em ultima
instancia, permitem a fuga de células tumorais e criagdo de ambientes ectopicos (YOON; KIM;
CHUNG, 2001), os efeitos do [6]-G na adesdo, invasdo e motilidade em células MDA-MB-
231, indicam ndo haver efeito sobre a adesdo celular na concentracdo de 5 uM, mas resultou
em uma reducdo de 16% a 10 uM. O tratamento de células MDA-MB-231 com concentragdes
crescentes de [6]-G levou a uma diminuigdo dependente da concentragdo na migracgéo celular e
motilidade. As atividades de MMP2 ou MMP9 em células MDA-MB-231 foram diminuidas no
tratamento com [6]-G e ocorreram de uma forma dependente da dose (LEE et al., 2008).

LIN; LIN; TSAY (2012), ao investigarem os efeitos anticancerigenos do [6]-G em
linhagens tumorais de colon humano (LoVo), observaram reducdo significativa da viabilidade
celular de forma dependente da dose. A anélise empregando citometria de fluxo mostrou que o
[6]-G induziu significativamente a parada do ciclo celular na fase G2/M, porém pouca
influéncia na fase sub-G1 em células LoVo. Ao serem avaliadas as ciclinas envolvidas na fase
S-G2/M, observou-se que os niveis de ciclina A, ciclina B1, e CDK1 foram diminuidos, em
contraste, os niveis dos reguladores negativos do ciclo celular, p27Xi** e p21°*! aumentaram
em resposta ao tratamento com [6]-G, também verificou-se elevacdo dos niveis de EROs e
fosforilacdo de p53. Esses resultados indicam que a exposicao de células LoVo ao [6]-G pode
induzir EROs intracelular e aumentar os niveis de p53, p27 P! e p21 P! levando ao
consequente decréscimo de CDK1, ciclina A e ciclina B1 como resultado da parada do ciclo
celular em células LoVo, sugerindo assim que [6]-G poderia promove efeitos benéficos no
tratamento do cancer de colon.

A geracdo de EROs induzida por [6]-G é conhecida por levar a danos ao DNA em
células cancerigenas (OYAGBEMI; SABA; AZEEZ, 2010); (LIN; LIN; TSAY, 2012). Para
investigar os mecanismos moleculares que medeiam as acdes apoptéticas do [6]-G em células
de leucemia mieldide, RASTOGI et al. (2014) selecionaram linhagens de leucemia mieldide
cronica (K562) e aguda (U937). Os resultados indicaram que 50 uM de [6]-G induziu a geragao
de EROs, em ambas as células, os niveis de EROs foram aumentados em 5,7 e 6,4 vezes ap0s
12 h e 7,2 e 7,7 vezes apds 24 h de tratamento com [6]-G em células K562 e U937,
respectivamente. Estes dados indicaram claramente que o tratamento com [6]-G alterou o status
oxidante celular, induzindo a geracdo de EROs mitocondrial, levando a interrup¢do do ciclo
celular G2/M, além da diminuicdo da expressao das proteinas (ciclina B1, Cdk1, Cdc25B e

Cdc25C), associadas as fases do ciclo.
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Em pesquisa realizada por KARNA et al. (2012), foi investigado o efeito do EG em
celulas PC3, LNCaP, C42, C42B e DU145, estas sdo representantes bem caracterizadas de
receptores andrégenos (LNCaP) e andrégenos independentes (PC3, C42 e C42B) do cancer de
préstata humano, constatou-se, que o EG inibiu a proliferacdo celular das linhagens, com IC 50
na ordem de C42 (512 pg.mL™1)> PC3 (250 pg.mL?1)> C42B (240 pg.mL?1)> DU145 (95
pg.mL1)> LNCaP (75 pg.mL™). Os resultados mostraram que a viabilidade de PrEC ou HDF
ndo foi significativamente afetada pelo tratamento com EG em concentragdes entre 100-750
ng.mL?, a escolha de linhagens celulares baseou-se no fato de que PrEC (células epiteliais
prostaticas normais) e HDF (fibroblastos priméarios) apresentarem caracteristicas mais
consistentes com as células epiteliais de origem prostatica e dérmica, respectivamente. No
ensaio in vivo, verificou-se uma reducdo na carga tumoral em cerca de 56% apds 8 semanas de
alimentacédo oral de 100 mg/kg/dia e a diferenca entre os volumes finais médios de tumor em
animais recebendo EG e os que receberam veiculo (azeite) por via oral foi estatisticamente
significativa. O tratamento com EG foi bem tolerado e os animais mantiveram ganho de peso
normal, ndo mostrando sinais de desconforto durante o regime de tratamento.

A infeccdo por HPV esta associada a maioria dos canceres cervicais (TAN et al., 2012).
RASTOGI et al. (2015), ao avaliarem o efeito do [6]-G em células de cancer cervical positivo
para HPV (HeLa, CaSki e SiHa) observaram que o [6]-G induziu a inibi¢do dependente da dose
e do tempo na viabilidade celular nas linhagens tumorais testadas. Na concentracdo de 50 uM,
0 [6]-G inibiu o crescimento e proliferacao de células HeLa (20%), CaSki (23%) e SiHa (28%)
apos 24 horas de tratamento, ainda observou-se aumento da porcentagem de células apoptoticas,
HelLa (25,22%), CaSki (29,19%) e SiHa (35,48%) nas fases precoce e tardia de apoptose,
indicando morte celular por apoptose. Ao avaliar a seletividade do [6]-G em ceélulas nédo
tumorais HACAT, HEK293 e PBMCs humanas na dose de 50 uM, verificou-se que ndo houve
inducdo da citotoxicidade em linhagens normais. Com base nos resultados, realizaram-se
estudos mecanisticos detalhados utilizando células HeLa (HPV18 positivo) e CaSki (HPV16
positivo).

A restauracdo da funcdo p53 é consequentemente critica para o direcionamento
terapéutico efetivo e o manejo do cancer cervical (HORNER et al., 2004). RASTOGI et al.
(2015), relataram que o [6]-G inibiu o proteassoma, induziu a reativacdo de p53 e a morte
celular apoptotica em células de cancer cervical. [6]-G também potencializou os efeitos
citotoxicos do quimioterapico tradicional cisplatina. Em conjunto, resultados sugerem que [6]-

G pode ser usado como um Unico agente ou em combina¢do com drogas quimioterapicas
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convencionais, e apresenta-se como uma promissora estratégia terapéutica para a gestdo e
tratamento de canceres cervicais.

O silenciamento transcricional de oncoproteinas de HPV, E6 e E7 é conhecido por inibir
a proliferacdo de células de cancer cervical (TAN et al., 2012). O tratamento com [6]-G nédo
afetou a expressdo dos niveis de E6 e E7 em células HelLa e CaSki, entretanto, os niveis de p21
foram significativamente aumentados em ambas as células, fato que explica o envolvimento da
p53 no processo apoptadtico nestas células. Ao serem examinados os efeitos de [6]-G na geracdo
de EROs em células de cancer cervical foi observado aumento na produgdo de EROs em células
tratadas com [6]-G (50 uM) que comecaram logo apds 2 horas de tratamento com [6]-G. A
geracdo de EROs intracelular induzida por [6]-G conduz a morte celular apoptética levando a
danos ao DNA e parada do ciclo celular G2 / M mediada por p53 / p21 em células de cancer
cervical (RASTOGI et al., 2015).

Animais (camundongos) que receberam indugdo tumoral com celula HelLa foram
tratados com [6]-G (2,5 e 5,0 mg.kg?) durante 6 semanas e apresentaram uma reducio
significativa no volume tumoral (cerca de 65%). Consistente com os resultados in vitro,
observou-se inibicdo proteassomal e aumento dos niveis de p53 nos xenoenxertos de ratinhos
tratados. A expressdo dos reguladores do ciclo celular e outros marcadores apoptoticos foram
também observados de acordo com os estudos in vitro. O potente efeito antiproliferativo de [6]-
G in vivo é mediado por inibi¢do proteossdmica e reativacdo com p53 conduzindo a inibicdo da
proliferacdo e inducao da morte celular apoptética (RASTOGI et al., 2015).

Em pesquisa realizada por CHAKRABORTY et al. (2012), verificou-se que o [6]-G
apresentou potencial em reduzir a viabilidade celular da linhagem HelLa (carcinoma cervical
humano) de uma forma dependente da dose e do tempo, sendo os valores de 1C50 126,89 e
114,58 png.mL™, por 24 e 48 horas, respectivamente. Alteracdes morfoldgicas foram detectadas
em células tratadas com [6]-G, incluindo morfologia celular e nuclear alterada, encolhimento
celular e blebbing de membrana, que sdo as caracteristicas da morte celular apoptotica, ainda
foi observado condensacdo da cromatina e fragmentacdo de células HelLa, que aumentou ao
longo da dose aumentada de [6]-G durante o tratamento.

A metéstase € o principal motivo de morte em pacientes com cancer e € um processo de
multiplas etapas envolvendo invasdo e migracdo. No cancer, a degradacdo da matriz
extracelular e da membrana basal através da ativacdo de MMPs e remodelacdo de tecido através
da perda de proteinas TJ, por sua vez, promove a migracao de células tumorais. Os efeitos do
[6]-G sobre resisténcia elétrica transepitelial (TER) e permeabilidade paracelular de células

foram entdo investigados usando a linhagem celular PANC-1. O estudo indicou que o [6]-G
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restaurou a formacéo de TJ e, portanto, suprimiu a permeabilidade paracelular em comparagéo
com a das células ndo tratadas. Os resultados revelaram que TER aumentou significativamente,
no entanto, claudina-4 e MMP-9 diminuiram em comparag&o ao controle. Os niveis de proteina
TJ, incluindo zonula occludens (ZO-) 1, occludina e E-caderina, aumentaram em células
tratadas com [6]-G, que se correlacionaram com a diminuicdo do fluxo paracelular e da
atividade de MMP-2,-9. Além disso, a translocacdo nuclear de NF-x B / Snail foi suprimida
através da downregulation da via de cinase regulada por sinal extracelular (ERK) em resposta
ao tratamento com [6]-G. Portanto, [6]-G pode suprimir a atividade invasiva das células PANC-
1 (KIM; KIM, 2013).

Em estudo realizado por ELKADY et al. (2012), linhagens tumorais de mama humano
MCF-7 e MDA-MB-231 mostraram-se significativamente mais sensiveis a supressao do
crescimento que a linhagem mamaria normal MCF-10A quando tratadas com o extrato de
gengibre. A porcentagem de células apoptéticas marcadas foi aumentada em aproximadamente
25 (MCF-7) e 20 vezes (MDA-MB-231) ap6s 0,1 mg / mL de tratamento com extrato de
gengibre e por 40- (MCF-7) e 30 vezes (MDA-MB-231) apds 0,2 mg.mL™ do tratamento com
extrato, em comparac¢do com culturas tratadas com controle. A potencialidade antiproliferativa
do gengibre pode ser atribuida a sua inducéo de apoptose através do aumento da relacdo Bax /
Bcl-2. Os mecanismos inibitérios de crescimento dependentes do gengibre podem envolver,
pelo menos em parte, a regulacdo negativa de moléculas celulares principais, incluindo NF- «
B, Bcl-X, Mcl-1, Survivina, ciclina D1, CDK-4, c-Myc, hTERT e upregulation do IkBa e p21.
Como a inibicdo de c-Myc e hTERT sdo alvos especificos de cancer para terapia de cancer, o
extrato de gengibre pode revelar-se um agente quimiopreventivo ou terapéutico ideal para o
cancer de mama.

LEE et al. (2014), identificaram que o gingerol funciona como um agente sensibilizador
para induzir a apoptose mediada por TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao fator
de necrose tumoral) em células de glioblastoma resistentes a apoptose por sinalizacdo TRAIL.
Especialmente, em concentracdes ndo citotoxicas o gingerol induziu eficientemente morte
celular por TRAIL em linhagens celulares de glioblastoma, revelou-se que a funcéo
sensibilizante do gingerol foi evidenciada com a elevacdo do nivel de expressao do receptor de
morte (DR) 5, diminuindo a expressao de proteinas antiapoptéticas (survivina, cFLIP, Bcl2 e
XIAP) e induzindo aumento dos niveis de proteinas pro-apoptéticas (Bax e Bid) dependentes
de p53 e EROs, ainda sendo possivel sugerir que as concentracdes nao citotoxicas do gingerol
possam ser utilizadas como um agente antitumoral que possa servir como uma das terapias de

combinagdo com TRAIL em pacientes com glioblastoma resistente a TRAIL. O gingerol pode



129

sensibilizar a morte celular do glioblastoma resistente a TRAIL modulando a sinalizagdo
apoptdtica mediada por TRAIL através de DR5, proteinas pré-apoptéticas e proteinas anti-
apoptaticas.

No tratamento das células de glioblastoma humano (U251) com extrato de gengibre foi
observado por ELKADY; HUSSEIN; ABU-ZINADAH (2014a), reducdo da viabilidade
celular, inducdo de apoptose mediada por liberagdo de citocromo ¢ mitocondrial, aumento da
relacdo Bax:Bcl-2, atividade das caspases-3, -9 e clivagem PARP-1. Houve ainda, reducéo dos
niveis de expressdo do NF-kBp65 nuclear, survivina, XIAP e ciclina D1 e aumento dos niveis
de expressao de proteinas pro-apoptéticas p53, p21 e Noxa.

A célula cancerigena HCT116 (colorretal) humana, tratada com extrato de gengibre
exibiu caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da morte celular apoptética. A inducgdo da
apoptose foi associada a liberagdo do citocromo ¢ mitocondrial , aumento da proporgdo
Bax:Bcl2, ativagdo das caspases 3 e 9 e clivagem PARP, os tratamentos diminuiram os niveis
de expressdo de proteinas antiapoptoticas incluindo Bcl2, BclX, Mcll, survivina e XIAP,
elevaram os niveis de expressdo das proteinas oncosupresoras, p53, p21 e p27, além de reduzir
a expressao de ciclina D1, cinase dependente de ciclina Cdk-4 e diminuicdo da expressao de c-
Myc (ELKADY; HUSSEIN; ABU-ZINADAH, 2014b).

Ao analisar um possivel potencial anticancerigeno do EG contra a linhagem de
melanoma murino B164A5, DANCIU et al. (2014), constataram atividade antiproliferativa e
pré-apoptotica do EG na concentracdo de 100 pg.mL? frente a linhagem B164A5, também
considerando a avaliacdo da viabilidade, PARVIZZADEH et al. (2014), ao investigarem células
Raji derivadas do linfoma de Burkitt humano (ndo Hodgkin), frente ao EG observaram alto
efeito citotoxico.

RASTOGI et al. (2014) verificaram atividade da caspase 3 em células tratadas com [6]-
G e observaram um aumento 3 vezes superior na atividade desta caspase entre as linhagens de
leucemia mieldide cronica (K562, LAMA84, JURLMK1) e leucemia mieldide aguda (U937,
HL-60 e NB4) quando comparadas a células mononucleadas de sangue periférico PBMCs
normais. Estes resultados sugeriram que [6]-G na concentragdo de 50uM inibiu a proliferagdo
celular e induziu a atividade de caspase-3 em células de leucemia mieldide enquanto poupava
as PBMCs normais. A caspase-3 € um alvo molecular de [6]-G e a ativacdo de proteases tipo
caspase-3 esta envolvida na morte celular apoptotica (OYAGBEMI; SABA; AZEEZ, 2010). O
[6]-G € conhecido por induzir a fragmentacdo do DNA (OYAGBEMI; SABA; AZEEZ, 2010).
As experiéncias de transferéncia de Western mostraram claramente clivagem de PARP,

caracterizada por niveis elevados de fragmento de PARP clivado, em células de leucemia
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mieloide tratadas com 50 uM de [6]-G. Os niveis de PARP clivados foram elevados, na ordem
de5,3,4,9,58,5,5,5,9¢e5,4 vezes em células K562, LAMA84, JURLMK1, U937, NB4 e HL-
60, respectivamente, ao passo que ndo se observou tal efeito nas PBMCs normais (RASTOGI
et al., 2014).

Estudos demonstraram que 0s compostos naturais também induzem a inibicdo das
células de leucemia priméria (SHARIF et al., 2012). RASTOGI et al. (2014) ao investigarem
os efeitos de 6-[G] em células mononucleadas de sangue periférico PBMCs, obtidos a partir de
40 pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA), 7 pacientes com leucemia mieloide crénica
(LMC) e 6 doadores saudaveis, cada uma desses culturas primarias de leucemia foi exposta a
50 uM de 6-[G] durante 48 horas e a ligacdo de anexina V (marcador de apoptose) foi medida
por citometria de fluxo individualmente. Os efeitos 6timos de [6]-G na indugdo da apoptose em
células LML e CML foram atingidos no tempo de 48 h (pds-tratamento). A apoptose mediada
por [6]-G foi observada em 30 das 40 amostras de LMA e 6 das 7 amostras testadas LMC, o
tratamento com [6]-G nd@o afetou de forma acentuada a viabilidade de PBMCs normais. Os
resultados coletivamente sugeriram que o [6]-G foi eficaz na indugdo de apoptose em ambas as
celulas de LMA e CML.

O estresse oxidativo devido a acumulacdo de EROs é conhecido por induzir mudancas
na expressdo de miRNA em varios tipos de células (LIN et al., 2009) ; (SIMONE et al., 2009)
; (WANG et al., 2010) ; (MAGENTA et al., 2011); (LEE et al., 2009). (RASTOGI et al. 2014)
ao avaliarem as alteracbes na expressdo de miRNA nas linhagens celulares de leucemia
mieldide K562 e U937 apo6s a acumulacdo de EROs induzida por 6G, mostraram que a
expressdo de miR27b foi aumentada em 4,8 e 4,9 vezes mais elevada nas células K562 e U937
tratadas com 6G em comparacdo com as células nao tratadas. Estes resultados indicaram que o
miR27b pode estar relacionado com os efeitos pro-apoptéticos de 6G, os resultados sugerem
que expressdo de miR27b é critica na mediacdo dos seus efeitos pro-apoptoticos em células de
leucemia.

Para validar ainda mais os resultados obtidos in vitro, determinou-se se [6]-G poderia
inibir o desenvolvimento de tumores num modelo de tumor de xenoenxerto murino in vivo. Os
resultados mostraram que o tratamento com [6]-G reduziu significativamente as proteinas
antiapoptoticas (PCNA, Bcl2, BcIXL e XIAP) e aumentou as proteinas pro-apoptéticas (Bax,
Bak, clivagem de PARP e ativacao de caspase 3) em compara¢gdo com 0s grupos controle, anti
miR27b + 6G e NAC + 6G correspondentes. O [6]-G ndo afetou negativamente os parametros
hematoldgicos ou pesos corporais, indicando o seu potencial quimioterapéutico (RASTOGI et
al., 2014).
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O [6]-G demonstrou toxicidade em ambas as células tumorais SW-480 e HCT-116 de
uma forma dependente da dose, com citotoxicidade proeminente em concentragdes mais
elevadas produzem um IC 5o de 205 + 5uM e 283 + 7 uM, respectivamente. A viabilidade
celular em células normais permaneceu inalterada. Esses resultados sugerem a especificidade
do [6]-G na inducdo de citotoxicidade em células cancerigenas sem ser toxico para células
normais, mesmo em concentracdes mais elevadas. Em células SW-480 tratadas com [6]-G,
observou-se clivagem significativa da pro-caspase -8 e -9 aos seus fragmentos ativos (p43/41),
(p35/37), respectivamente. A ativacao das caspases efetoras 3 e 7 também foi induzida por [6]-
G de forma dependente da dose, ocorrendo clivagem da pro-caspase-3 e -7a0s Seus respectivos
fragmentos ativos (p17/19) e (p20). Verificou-se também clivagem da proteina PARP, que é
um substrato de caspase-3. No tratamento das células com 200 e 300 uM de [6]-G, a forma de
116-kDa de PARP foi dividida em 89 fragmento kDa, confirmando uma apoptose mediada por
caspase (RADHAKRISHNAN et al., 2014).

AKIMOTO et al. (2015), ao examinarem a atividade anticancer do EG frente a células
de cancer pancreatico in vitro/ in vivo e investigarem o seu potencial mecanismo, observaram
em células PANC1, reducdo do crescimento tumoral e viabilidade celular, principalmente
atraves de autose mediada por EROs, uma forma de caracterizar morte celular. O tratamento de
células PANC1 com EG durante 20 horas resultou numa detengdo na fase GO / G1 do ciclo
celular. Células normais tais como HUVEC e HPAEpIC foram mais resistentes ao EG em
comparacdo com celulas Panc, mostrando a seletividade do EG. Nos estagios posteriores a
morte celular das células PANC1, a ruptura focal da membrana plasmatica e o encolhimento
do nucleo foram evidentes. O EG aumentou significativamente a relacdo LC3-11/LC3-I, um
indicador da formacdo de autofagosomas, de forma dependente da dose e do tempo. O EG
também diminuiu os niveis de proteina SQSTM1 / p62, um dos substratos especificos
degradados através da via autofagica-lisossomal, nas células PANC-1.

O EG ativou 0 MAPK, um regulador positivo da autofagia e inibiu 0 mTOR, um
regulador autofagico negativo. Os inibidores de autofagia 3-metiladenina e cloroquina
impediram parcialmente a morte celular. Morfologicamente, as células tratadas com EG
mostraram vacuolizacdo macica do citoplasma aproximadamente 24 horas ap0s o tratamento.
Esses vacuolos citoplasmaticos eram provavelmente autofagosomas porque a ponta GFP-LC3
apareceu apoés o tratamento com EG. As mudancas na geracao de EROs, ap0s o tratamento de
células PANC-1 com EG mostraram um padrdo bifasico. Nos estagios iniciais
(aproximadamente 10h), a geracdo de EROs foi inibida por EG. No entanto, o tratamento

prolongado resultou em um aumento robusto na geracdo de EROs, sendo observado também
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aumento da producdo de superdxido mitocondrial. Estes resultados sugeriram a geracdo de
EROs como causa da morte celular induzida por EG (AKIMOTO et al., 2015).

A obesidade esta associada a sindrome metabdlica e a desregulacdo da sintese de novos
acidos graxos (FASN), levando a inGmeras conseqiiéncias, incluindo tumorigénese e
progressdo tumoral (AMEER et al., 2014). Muitos estudos tém proposto as acdes benéficas de
polifendis na reducdo da acumulacdo de gordura hepética, excesso de peso, e 0s niveis de
obesidade inibindo a sintese lipidica que leva a reduzir o risco de carcinogénese sem perturbar
0 apetite por alimentos (HUANG et al., 2014; KANG et al., 2013; FIGAROLA et al., 2013).
Para promover rapida proliferacdo e sobrevivéncia, o cancer também reorienta a enzima
acetilcoenzima A (acetilCoA) na fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) para desenvolver sobre-
expressao da via de sintese de novo de acidos graxos (RODRIGUEZ-ENRIQUEZ et al., 2009).
As enzimas que participam na sintese de novo acidos graxos sdo reguladas ou constitutivamente
expressas na maioria dos tipos de células cancerigenas (FERREIRA, 2010; HOPPERTON et
al., 2014; ZAIDI et al., 2013).

IMPHENG et al. (2015), demonstraram que o [6]-G reduz a sintese de acidos graxos,
resultando em disfuncdo mitocondrial e culminando em morte celular de HepG2, uma
consequéncia precoce desde a geracdo aumentada de EROs, os quais se manifestam devido a
citotoxicidade induzida por [6]-G. Uma acumulacdo de malonil-CoA apds deplecao de niveis
de &cidos graxos por [6]-G seguida da inibicdo da atividade de carnitina palmitoil transferase 1
(CPT-1), levou a supressdo da oxida¢do B em células HepG2. A primeira descoberta de [6]-G
como um novo inibidor FASN forneceu uma potencial perspectiva nos tratamentos
anticancerigenos e inibidores da lipogénese para proteger a carcinogénese induzida pela
obesidade.

ZHANG et al, (2017) verificaram apds tratamento das células Hela com [6]-G, aumento
da taxa de parada celular na fase GO-G1 no periodo de 48h (58,64% - 100 uM e 63,45% - 200
UM durante 24 h) e (57,92% - 100 uM e 63,80% - 200 uM durante 48 h). Considerando a
acumulacdo substancial das células Hela na fase GO / G1, foi avaliado o possivel mecanismo
de regulacdo molecular, e por meio do método de transcricdo reversa (RT-gPCR), verificou-se
reducdo da expressdo de ciclinas (A, D1, E1) e pequena diminuicdo de CDK1, p21 e p27. O
Western blotting relatou a inducdo de apoptose com uma proporcao Bax:Bcl2 aumentada,
liberacdo de citocromo c, clivagem de caspase 3, 8, 9 e PARP em células tratadas. O [6]-G
ativou em células Hela MAPK, mas, inibiu fosforilacdo PISBK/AKT com expressao reduzida da
proteina P70S6K e também suprimiu a fosforilagdo mTOR. Os danos celulares por [6]-G (200

uM) foram mais severos do que aqueles tratados com S5FU (50 uM), observando-se muitas
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celulas mortas, células apoptoticas ou detritos celulares e o numero de células foi
significativamente reduzido, como o efeito do [6]-G sobre a morfologia celular foi de uma
forma dependente da concentracdo, indicou que doses elevadas levaram a danos significativos

nas células.

4 CONCLUSAO

O emprego de terapias que abrangem produtos naturais frente a enfermidades como o
cancer, tem atraido a atencdo das comunidades cientifica e médica, especialmente acerca de
substancias oriundas de plantas, devido aos seus menores efeitos colaterais e custo. Neste
contexto, o [6]-Gingerol, um antioxidante fendlico, principal substancia ativa do gengibre
fresco, tem sido reconhecido e empregado como uma droga alternativa no tratamento de
diferentes tipos de cancer, isoladamente ou em combinacdo com outras drogas quimioterapicas,
além de apresentar importantes efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios que podem ser
utilizados na prevencéo e tratamento do cancer. Dados obtidos de estudos experimentais (in
vitro / in vivo) e clinicos revelam que o EG e / ou o [6]-Gingerol exibem efeitos
antiproliferativos, antitumorais, anti-invasivos e anti-inflamatorios em doencas cronicas e
carcinomas. O [6]-Gingerol exerce efeitos citotoxicos em varias linhagens tumorais de 0,01 nM
a 300 uM, enquanto que em estudos in vivo, exibiu efeitos anticancerigenos de 5 a 45 mg.kg™.

Substancias naturais exercem seus efeitos através de diferentes mecanismos e vias de
sinalizacdo celular. O uso de extratos brutos e fitoquimicos isolados de plantas medicinais esta
se tornando cada vez mais comum e aceitavel; no entanto, a identificacdo e compreensédo de
vias moleculares e mediadores sdo cruciais para elucidar potencial protetor e / ou terapéutico,
bem como doses resposta, toxicidade e resposta bioldgica. Em resumo, esta revisdo revela que
0 [6] - Gingerol pode ser um importante medicamento complementar para prevengdo e
tratamento de diferentes tipos de cancer, no entanto, mais estudos sdo necessarios sobre esta
substancia natural, uma vez que, a maioria dos resultados e conclusdes desta revisdo sao estudos
in vitro e in vivo, mais trabalhos que envolvem diferentes parametros farmacocinéticos séo
recomendados no futuro, antes que essa substancia se torne uma droga prescrita. Além disso, o
desenvolvimento do extrato padronizado por dosagem poderia também ser estudado em ensaios

clinicos.



134

REFERENCIAS

ABOUL-ENEIN, Y.; BERCZYNSKI, H.; KRUK, I. P. Phenolic compounds: the role of
redox regulation in neurodegenerative disease and cancer. Mini reviews in medicinal
chemistry, v. 13, n. 3, p. 385-398, 2013.

AFANAS, I. New nucleophilic mechanisms of ros-dependent epigenetic modifications:
comparison of aging and cancer. Aging and disease, v. 5, n. 1, p. 52, 2014.

AFZAL, M.; AL-HADIDI, D.; MENON, M.; PESEK, J.; DHAMI, M. S. Ginger: an
ethnomedical, chemical and pharmacological review. Drug metabolism and drug
interactions, v. 18, n. 3-4, p. 159-190, 2001.

AGGARWAL, B. B.; SHISHODIA, S.; SANDUR, S. K.; PANDEY, M. K.; SETHI, G.
Inflammation and cancer: how hot is the link? Biochemical pharmacology, v. 72, n. 11, p.
1605-1621, 2006.

AGGARWAL, B. B. Signalling pathways of the TNF superfamily: a double-edged
sword. Nature Reviews Immunology, v. 3, n. 9, p. 745-756, 2003.

AGGARWAL, B. B.; GEHLOT, P. Inflammation and cancer: how friendly is the relationship
for cancer patients? Current opinion in pharmacology, v. 9, n. 4, p. 351-369, 20009.

AKIMOTO, M.; LIZUKA, M.; KANEMATSU, R.; YOSHIDA, M.; TAKENAGA, K.
Anticancer effect of ginger extract against pancreatic cancer cells mainly through reactive
oxygen species-mediated autotic cell death. PloS one, v. 10, n. 5, p. 0126605, 2015.

ALBERTS, B.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; MORGAN, D.; RAFF, M.; ROBERTS, K;
HUNT, T. Biologia molecular da célula. Artmed Editora, 2010.

ALI, B. H.; BLUNDEN, G.; TANIRA, M. O.; NEMMAR, A. Some phytochemical,
pharmacological and toxicological properties of ginger (Zingiber officinale Roscoe): a review
of recent research. Food and chemical Toxicology, v. 46, n. 2, p. 409-420, 2008.

AL-SADI, R.; GUO, S.; YE, D.; DOKLADNY, K.; ALHMOUD, T.; EREIFEJ, L.; SAID, H.
M.; MA, T.Y. Mechanism of IL-1p modulation of intestinal epithelial barrier involves p38
kinase and activating transcription factor-2 activation. The Journal of Immunology, v. 190,
n. 12, p. 6596-6606, 2013.

AL-SUHAIMI, E. A.; AL-RIZIZA, N. A.; AL-ESSA, R. A. Physiological and therapeutical
roles of ginger and turmeric on endocrine functions. The American journal of Chinese
medicine, v. 39, n. 2, p. 215-231, 2011.

AMEER, F.; SCANDIUZZI, L.; HASNAIN, S.; KALBACHER, H.; ZAIDI, N. De novo
lipogenesis in health and disease. Metabolism, v. 63, n. 7, p. 895-902, 2014.

ARAKI, Y.; KATOH, T.; OGAWA, A.; BAMBA, S.; ANDOH, A.; KOYAMA, S.;
FUJIYAMA, Y.; BAMBA, T. Bile acid modulates transepithelial permeability via the



135

generation of reactive oxygen species in the Caco-2 cell line. Free radical biology and
medicine, v. 39, n. 6, p. 769-780, 2005.

ASIF, M.; YEHYA, A. H. S.; AL-MANSOUB, M. A.; REVADIGAR, V.; EZZAT, M. O,;
KHADEER A. M. B.; OON, C. E.; MURUGAIYAH, V.; ABDUL M. A. S.; ABDUL, M. A
M. S. Anticancer attributes of Illicium verum essential oils against colon cancer. South
african journal of botany, v. 103, p.156-161, 2016.

BADRIA, F. A. Is man helpless against cancer? An environmental approach: antimutagenic
agents from Egyptian food and medicinal preparations. Cancer letters. v. 84, n.1, p.1-5,
1994,

BAK, M. J,; OK, S.; JUN, M.; JEONG, W.S. 6-shogaol rich extract from ginger up regulates
the antioxidant defense systems in cells and Mice. Molecules, v.17, n.7, p. 8037-8055, 2012.

BALKWILL, F. Tumor Necrosis Factor or tumor promoting factor? Cytokine & Growth
Factor Reviews, v.13, n.2, p.135-141, 2002.

BARREIRQOS, A. L.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P. Estresse oxidativo: relagdo entre geracao
de espécies reativas e defesa do organismo. Quimica nova, v.29, n.1, p.113-123, 2006.

BENZIE, I. F. F.; WACHTEL-GALOR, S. The Amazing and Mighty Ginger. Herbal
Medicine: Biomolecular and Clinical Aspects. 2. ed. Boca Raton (FL): CRC Press, cap.7,
2011.

BHATTACHARYYA, A.; CHATTOPADHYAY R.; MITRA S.; CROWE S.E. Oxidative
stress: na essential factor in the pathogenesis of gastrointestinal mucosal diseases.
Physiological Reviews, v.94, n.2, p.329-354, 2014.

BLOCK, K. I.; GYLLENHAAL, C.; LWE, L.; AMEDEI, A.; RUHUL AMIN, A. R. M.;
AMIN, A.; AQUILANO, K.; ARBISER, J.; ZOLLO, M. A. broad-spectrum integrative
design for cancer prevention and therapy. Seminars in cancer biology, v.35, p.276-304,
2015.

BODE, A. M.; DONG, Z. The Amazing and Mighty Ginger. Herbal Medicine:
Biomolecular and Clinical Aspects, p.131-156. 2011.

BOLLING, A. K.; SAMUELSEN, J. T.; MORISBAK, E.; ANSTEINSSON, V.; BECHER,
R.; DAHL, J. E.; MATHISEN, G.H. “Dental monomers inhibit LPS-induced cytokine release
from the macrophage cell line RAW264.7”. Toxicology Letters Journal, v. 216, n. 2-3, p.
130-138, 2013.

BONACCIO, M.; DI CASTELNUOVO, A.; DE CURTIS, A.; COSTANZO, S;;
PERSICHILLO, M.; DONATI, M. B.; CERLETTI, C.; IACOVIELLO, L.; DE GAETANO,
G. Adherence to the Mediterranean diet is associated with lower platelet and leukocyte
counts: Results from the Moli-sani study. Moli-sani Project Investigators, v. 123, n. 19, p.
3037-3044, 2014.

AMERICAN THORACIC SOCIETY (ATYS). Idiopathic pulmonary fibrosis: diagnosis and
treatment. International consensus statement. American Thoracic Society (ATS), and the


http://www.sciencedirect.com/science/journal/02546299
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02546299
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR728BR737&q=Cancer+Letters&sa=X&ved=0ahUKEwjBlv3Bv_XXAhUIhpAKHV9RCiEQ7xYIJSgA
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13596101
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13596101
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13596101/13/2
http://physrev.physiology.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gyllenhaal%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowe%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amedei%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aquilano%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arbiser%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zollo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26590477
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427412013835#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427412013835#!

136

European Respiratory Society (ERS). American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, v. 161, n. 2, p. 646-664, 2000.

ARAUJO, A. P. S.; GALVAO, D. C. A. Cancer 6sseo: enfoque sobre a biologia do cancer.
Revista Saude e Pesquisa, v. 3, n. 3, p. 359-363, 2010.

BRYANT, J.; PICOT, J.; LEVITT, G.; SULLIVAN, |.; BAXTER, L.; CLEGG, A.
Cardioprotection against the toxic effects of anthracyclines given to children with cancer: a
systematic review. Health Technology Assess, v. 11, n. 27, p. 1-84, 2007.

BUTT, M. S.; SULTAN, M. T. Ginger and its health claims: Molecular aspects. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, v. 51, n. 5, p. 383-393, 2011.

CHANG, K.; KUO, C. 6-Gingerol modulates proinflammatory responses in dextran sodium
sulfate (DSS)-treated Caco-2 cells and experimental colitis in mice thropgh adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) activation. Food Function, v. 6, p. 3334—
334, 2015.

CHAKRABORTY, D.; BISHAYEE, K.; GHOSH, S.; BISWAS, R.; MANDAL, S. K;;
KHUDA-BUKHSH, A. R. [6]-Gingerol induces caspase 3 dependent apoptosis and
autophagy in cancer cells: Drug—DNA interaction and expression of certain signal genes in
HeLa cells. European journal of pharmacology, v. 694, n. 1, p. 20-29, 2012.

CHEN, X.; WANG, S.; WU, N.; YANG, C. S. Leukotriene A4 hydrolase as a target for
cancer prevention and therapy. Current Cancer Drug Targets, v. 4, n. 3, p. 267-83, 2004.

CHOI, Y. Y.; KIM, M. H.; HONG, J.; KIM, S.-H.; YANG, W. M. Dried Ginger (Zingiber
officinalis) Inhibits Inflammation in a Lipopolysaccharide-Induced Mouse Model. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2013, 2013.

CLARKSON, P. M.; THOMPSON, H.S. Antioxidants: what role do they play in physical
activity and health? The American Journal of Clinical Nutrition, v. 72, n. 2, p. 637-646,
2000.

COLOTTA, F.; ALLAVENA, P.; SICA, A.; GARLANDA, C.; MANTOVANI, A. Cancer-
related inflammation, the seventh hallmark of cancer: links to genetic
instability. Carcinogenesis, v. 30, n. 7, p. 1073-1081, 2009.

COULTHARD, L. R.; WHITE, D. E.; JONES, D. L.; MCDERMOTT, M. F., BURCHILL, S.
A., p38 MAPK: stress responses from molecular mechanisms to therapeutics. Trends in
molecular medicine, v. 15, n. 8, p. 369-379, 2009.

COUSSENS, L. M.; ZITVOGEL, L.; PALUCKA, A. K. Neutralizing tumor-promoting
chronic inflammation: a magic bullet? Science, v. 339, n. 6117, p. 286-291, 2013.

COUTINHO, M. A.; MUZITANO, M. F.; COSTA, S. S. (2009). Flavonoides: Potenciais
agentes terapéuticos para o processo inflamatdrio. Revista Virtual de Quimica, v. 1, n. 3, p.
241-256, 20009.


http://www.atsjournals.org/toc/ajrccm/current
http://www.atsjournals.org/toc/ajrccm/current
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR728BR737&q=Health+Technology+Assess&sa=X&ved=0ahUKEwiWuZic0PXXAhUBjJAKHSz2Ak0Q7xYIJSgA
http://www.tandfonline.com/toc/bfsn20/current
http://www.tandfonline.com/toc/bfsn20/current
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/journals/curr-cancer-drug-targets/
http://ajcn.nutrition.org/

137

CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Natural products: a continuing source of novel drug
leads. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, v. 1830, n. 6, p. 3670-3695,
2013.

CUNNINGHAM, K. E.; TURNER, J. R. Myosin light chain kinase: pulling the strings of
epithelial tight junction function. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1258, n.
1, p. 34-42, 2012.

DANCIU, C.; VLAIA, L.; FETEA, F.; HANCIANU, M.; CORICOVAC, D. E.; CIURLEA,
S. A.; SOICAC. M.; MARINCU L.; VLAIA V.; DEHELEAN C. A.; TRANDAFIRESCU,
C. Evaluation of phenolic profile, antioxidant and anticancer potential of two main
representants of Zingiberaceae family against B164A5 murine melanoma cells. Biological
research, v. 48, n. 1, p. 1, 2015.

DANWILAI K.; KONMUN, J.; SRIPANIDKULCHAI, B.; SUBONGKOT, S. Antioxidant
activity of ginger extract as a daily supplement in cancer patients receiving adjuvant
chemotherapy: a pilot study. Cancer management and research, v. 9, p. 11, 2017.

DEMARIA, S.; PIKARSKY, E.; KARIN, M.; COUSSENS, L. M.; CHEN, Y. C.; EL-
OMAR, E. M. Cancer and inflammation: promise for biological therapy. Journal of
immunotherapy (Hagerstown, Md.: 1997), v. 33, n. 4, p. 335, 2010.

DIAS, C. A.R.; MOURA, P. M. S. S.; D’ANGELIZ, C. E. M. A complexa interacdo entre
radicais livres, suplementacéo e doencas. Revista Multidisciplinar das FIPMoc, n. 10, p.
34-43, 2011.

DONGARE, S.; GUPTA, S. K.; MATHUR, R.; SAXENA, R.; MATHUR S.; AGARWAL,
R.; NAG T. C.; SRIVASTAVA S.; KUMAR, P. Zingiber officinale attenuates retinal
microvascular changes in diabetic rats via anti-inflammatory and antiangiogenic
mechanisms. Molecular vision, v. 22, p. 599, 2016.

DROGE, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological
reviews, v. 82, n. 1, p. 47-95, 2002

DUAN, X.; LI, J.; LI, W.; XING, X.; ZHANG, Y.; ZHAO, L.; SUN, G.; GAO, X.; LI, B.
Antioxidant tert-butylhydroquinone ameliorates arsenic-induced intracellular damages and
apoptosis through induction of Nrf2-dependent antioxidant responses as well as stabilization
of anti-apoptotic factor Bcl-2 in human keratinocytes. Free Radical Biology and Medicine,
v. 94, p. 74-87, 2016.

EGGLER, A. L.; GAY, K. A.; MESECAR, A. D. Molecular mechanisms of natural products
in chemoprevention: induction of cytoprotective enzymes by Nrf2. Molecular nutrition &
food research, v. 52, n. S1, 2008.

ELKADY, A. |.; ABUZINADAH, O. A,; BAESHEN, N. A.; RAHMY, T. R. Differential
control of growth, apoptotic activity, and gene expression in human breast cancer cells by
extracts derived from medicinal herbs Zingiber officinale. Journal of BioMed Research, v.
2012, 2012.



138

ELKADY, A. I.; HUSSEIN, R. A. E. H.; ABU-ZINADAH, O. A. Effects of crude extracts
from medicinal herbs Rhazya stricta and Zingiber officinale on growth and proliferation of
human brain cancer cell line in vitro. BioMed research international, v. 2014, n. 3, p. 1-16,
2014a.

ELKADY, A. I.; HUSSEIN, R. A. E. H.; ABU-ZINADAH, O. A. Differential control of
growth, apoptotic activity and gene expression in human colon cancer cells by extracts
derived from medicinal herbs, Rhazya stricta and Zingiber officinale and their
combination. World Journal of Gastroenterology: WJG, v. 20, n. 41, p. 15275, 2014b.

EL-NAGGAR, M. H.; MIRA, A.; BAR, F. M. A;; SHIMIZU, K.; AMER, M. M.; BADRIA,
F. A. (2017). Synthesis, docking, cytotoxicity, and LTA 4 H inhibitory activity of new
gingerol derivatives as potential colorectal cancer therapy. Bioorganic & medicinal
chemistry, v. 25, n. 3, p. 1277-1285, 2017.

ESCARCEGA, R. O.; FUENTES-ALEXANDRO, S.; GARCIA-CARRASCO, M.; GATICA,
A.; ZAMORA, A. The transcription factor nuclear factor-kappa B and cancer. Clinical
Oncology, v. 19, n. 2, p. 154-161, 2007.

FAN, J. Z.; YANG, X.; Bl, Z. G. The effects of 6-gingerol on proliferation, differentiation,
and maturation of osteoblast-like MG-63 cells. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, v. 48, n. 7, p. 637-643, 2015.

FERREIRA, L. M. Cancer metabolism: the Warburg effect today. Experimental and
molecular pathology, v. 89, n. 3, p. 372-380, 2010.

FERRUCCI, L. M.; DANIEL, C. R.; KAPUR, K.; CHADHA, P.; SHETTY, H.;
GRAUBARD, B. I.; CHATTERJEE, N. Measurement of spices and seasonings in India:
opportunities for cancer epidemiology and prevention. Asian Pacific journal of cancer
prevention: APJCP, v. 11, n. 6, p. 1621, 2010.

FIGAROLA, J. L.; SINGHAL, P.; RAHBAR, S.; GUGIU, B. G.; AWASTHI, S.; SINGHAL
S.S. James Lester et al. COH-SR4 reduces body weight, improves glycemic control and
prevents hepatic steatosis in high fat diet-induced obese mice. PloS one, v. 8, n. 12, p.
e83801, 2013.

FLOHE, L. Changing paradigms in thiology: from antioxidant defense toward redox
regulation. Methods in enzymology, v. 473, p. 1-39, 2010.

FRANCESCHI, C. Inflammaging as a major characteristic of old people: can it be prevented
or cured? Nutrition reviews, v. 65, n. s3, 2007.

FRANCESCHI, C.; BONAFE, M.; VALENSIN, S.; OLIVIERI, F.; DE LUCA, M.;
OTTAVIANI, E.; DE BENEDICTIS, G. Inflamm-aging: an evolutionary perspective on
immunosenescence. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 908, n. 1, p. 244-254,
2000.

FREIRE, O. M.; VAN DYKE E, T. (2014). Natural resolution of
inflammation. Periodontology 2000, v. 63, n. 1, p. 149-164, 2013.



139

GAJEWSKI, T. F.; SCHREIBER, H.; FU Y-X. Innate and adaptive immune cells in the
tumor microenvironment. Nature immunology, v. 14, n. 10, p. 1014-1022, 2013.

GHASEMZADEH, A.; JAAFAR, H. Z. E.; RAHMAT, A. Optimization protocol for the
extraction of 6-gingerol and 6-shogaol from Zingiber officinale var. rubrum Theilade and
improving antioxidant and anticancer activity using response surface methodology. BMC
complementary and alternative medicine, v. 15, n. 1, p. 258, 2015.

GIUSTARINI, D.; DALLE-DONNE, I.; TSIKAS, D.; ROSSI, R. Oxidative stress and human
diseases: origin, link, measurement, mechanisms, and biomarkers. Critical reviews in
clinical laboratory sciences, v. 46, n. 5-6, p. 241-281, 2009.

GUPTA, S. C.; HEVIA, D.; PATCHVA, S.; PARK, B.; KOH, W.; AGGARWAL, B. B.
Upsides and downsides of reactive oxygen species for cancer: the roles of reactive oxygen
species in tumorigenesis, prevention, and therapy. Antioxidants & redox signaling, v. 16, n.
11, p. 1295-1322, 2012.

HABIB, S. H. M.; MAKPOL, S.; HAMID, N. A. A.; DAS, S.; NGAH, W. Z. W.; YUSOF, Y.
A. M. Ginger extract (Zingiber officinale) has anti-cancer and anti-inflammatory effects on
ethionine-induced hepatoma rats. Clinics, v. 63, n. 6, p. 807-813, 2008.

HAMANAKA, R. B.; CHANDEL, N. S. Mitochondrial reactive oxygen species regulate
cellular signaling and dictate biological outcomes. Trends in biochemical sciences, v. 35, n.
9, p. 505-513, 2010.

HANAHAN, D.: WEINBERG, R. A. As The hallmarks of cancer Cell 100: 57-70. Find this
article online, 2000.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, v. 144,
n. 5, p. 646-674, 2011.

HERCOS, T. M.; VIEIRA, F. S.; OLIVEIRA, M. S.; BUETTO, L. S.; SHIMURA, C. M. N;
SONOBE, H. M. N. O trabalho dos profissionais de enfermagem em unidades de terapia
intensiva na assisténcia ao paciente oncoldgico. Revista Brasileira de Cancerologia, v. 60,
n. 1, p. 51-58, 2014.

HO, E.; GALOUGAHI, K. K.; LIU, C. C.; BHINDI, R.; FIGTREE, G. A. Biological markers
of oxidative stress: applications to cardiovascular research and practice. Redox biology, v. 1,
n. 1, p. 483-491, 2013.

HOPPERTON, K. E.; DUNCAN, R. E.; BAZINET, R. P.; ARCHER, M. C. Fatty acid
synthase plays a role in cancer metabolism beyond providing fatty acids for phospholipid
synthesis or sustaining elevations in glycolytic activity. Experimental cell research, v. 320,
n. 2, p. 302-310, 2014.

HORNER, S. M.; DEFILIPPIS, R. A.; MANUELIDIS, L.; DIMAIO, D. Repression of the
human papillomavirus E6 gene initiates p53-dependent, telomerase-independent senescence
and apoptosis in HeLa cervical carcinoma cells. Journal of virology, v. 78, n. 8, p. 4063-
4073, 2004.



140

HOSSEINI A., SHAFIEE-NICK R., MOUSAVI S. H. Combination of Nigella sativa with
Glycyrrhiza glabra and Zingiber officinale augments their protective effects on doxorubicin-
induced toxicity in h9c2 cells. Iranian journal of basic medical sciences, v. 17, n. 12, p.
993, 2014.

HOUSSEN, M. E.; RAGAB, A.; MESBAH, A.; EL-SAMANOUDY, A. Z.; OTHMAN, G.,
MOUSTAFA, A. F.; BADRIA, F. A. Natural anti-inflammatory products and leukotriene
inhibitors as complementary therapy for bronchial asthma. Clinical biochemistry, v. 43, n.
10, p. 887-890, 2010.

HOWELLS, R. E. J.; DHAR, K. K.; HOBAN, P. R.; JONES, P. W.; FRYER, A. A;
REDMAN, C. W. E.; STRANGE, R. C. Association between glutathione-S-transferase
GSTP1 genotypes, GSTP1 over-expression, and outcome in epithelial ovarian

cancer. International journal of gynecological cancer, v. 14, n. 2, p. 242-250, 2004.

HUANG, J.; WANG, Y.; XIE, Z.; ZHOU, Y.; ZHANG, Y.; WAN, X. The anti-obesity
effects of green tea in human intervention and basic molecular studies. European journal of
clinical nutrition, v. 68, n. 10, p. 1075-1087, 2014.

IMPHENG, H.; RICHERT, L.; PEKTHONG, D.; SCHOLFIELD, C. N.; PONGCHAROEN,
S.; PUNGPETCHARA, I.; SRISAWANG, P. [6]-Gingerol inhibits de novo fatty acid
synthesis and carnitine palmitoyltransferase-1 activity which triggers apoptosis in

HepG2. American journal of cancer research, v. 5, n. 4, p. 1319, 2015.

INCA. INCA. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA). Incidéncia
de Cancer no Brasil - Estimativa 2016. Disponivel em:
<http://lwww.inca.gov.br/estimativa/2016/index.asp?ID=2>. Data de acess0:13/10/2017.

INCA. INCA. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA). Incidéncia
de Cancer no Brasil - Estimativa 2014. Disponivel em:
<http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/index.asp?ID=2>. Data de acess0:13/10/2017.

JACOBS, A. T.; IGNARRO, L. J. Lipopolysaccharide-induced expression of interferon-
mediates the timing of inducible nitric-oxide synthase induction in RAW 264.7
macrophages. Journal of Biological Chemistry, v. 276, n. 51, p. 47950-47957, 2001.

JAYAKUMAR, T.; THOMAS, P. A.; GERALDINE, P. In-vitro antioxidant activities of an
ethanolic extract of the oyster mushroom, Pleurotus ostreatus. Innovative Food Science &
Emerging Technologies, v. 10, n. 2, p. 228-234, 2009.

JEONG, C. H.; BODE, A. M.; PUGLIESE, A.; CHO, Y. Y.; KIM, H. G.; SHIM, J. H.;
DONG, Z. [6]-Gingerol suppresses colon cancer growth by targeting leukotriene A4
hydrolase. Cancer research, v. 69, n. 13, p. 5584-5591, 2009.

JIANG, Y.; TURGEON, D. K.; WRIGHT, B. D.; SIDAHMED, E.; RUFFIN, M. T;
BRENNER, D. E.; ZICK, S. M. Effect of ginger root on cyclooxygenase-1 and 15-
hydroxyprostaglandin dehydrogenase expression in colonic mucosa of humans at normal and
increased risk of colorectal cancer. European journal of cancer prevention: the official
journal of the European Cancer Prevention Organisation (ECP), v. 22, n. 5, p. 455, 2013.



141

JU, S. A,; PARK, S. M.; LEE, Y. S.; BAE, J. H.; YU, R.; SUH, J.; KIM, B. S.
Administration of 6-gingerol greatly enhances the numb er of tumor-infiltrating
lymphocytes in murine tumors. International journal of cancer, v. 130, p. 2618-28, 2012.

KAEFER, C. M.; MILNER, J. A. The role of herbs and spices in cancer prevention. The
Journal of nutritional biochemistry, v. 19, n. 6, p. 347-361, 2008

KANG, O. H.; KIM, S. B.; SEQ, Y. S.; JOUNG, D. K.; MUN, S. H.; CHOI, J. G.; KWON,
D. Y. Curcumin decreases oleic acid-induced lipid accumulation via AMPK phosphorylation
in hepatocarcinoma cells. Eur Rev Med Pharmacol Sci, v. 17, n. 19, p. 2578-2586, 2013.

KARNA, P.; CHAGANI, S.; GUNDALA, S. R; RIDA, P. C.; ASIF, G.; SHARMA, V.;
ANEJA, R. Benefits of whole ginger extract in prostate cancer. British Journal of Nutrition,
v. 107, n. 4, p. 473-484, 2012.

KAUR, P. I.; KAUR D. P.; KIRAN K. K.; BISHNOI, M. Anticancer potential of ginger:
mechanistic and pharmaceutical aspects. Current pharmaceutical design, v. 22, n. 27, p.
4160-4172, 2016.

KASPAR, J. W., NITURE, S. K., JAISWAL, A. K. Nrf2: INrf2 (Keap1) signaling in
oxidative stress. Free Radical Biology and Medicine, v. 47, n. 9, p. 1304-1309, 2009.

KENSLER, T. W.; WAKABAYASHI, N.; BISWAL, S. Cell survival responses to
environmental stresses via the Keapl-Nrf2-ARE pathway. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.,
v. 47, p. 89-116, 2007.

KHAKI, A.; FATHIAZAD, F. Diabetic nephropathy—using herbals in diabetic nephropathy
prevention and treatment—the role of ginger (Zingiber officinale) and onion (Allium cepa) in
diabetics’ nephropathy. In: A Compendium of Essays on Alternative Therapy. InTech,
2012.

KHATAMI, M. Inflammation, aging, and cancer: tumoricidal versus tumorigenesis of
immunity. Cell biochemistry and biophysics, v. 55, n. 2, p. 55-79, 20009.

KIM, S.0.; CHUN, K. S.; KUNDU, J.; SURH, Y. J. Inhibitory effects of [6]-gingerol on
PMA-induced COX-2 expression and activation of NF-xB and p38 MAPK in mouse
skin. Biofactors, v. 21, n. 1-4, p. 27-31, 2004.

KIM, S. O.; KIM, M. R. [6]-gingerol prevents disassembly of cell junctions and activities of
MMPs in invasive human pancreas cancer cells through ERK/NF-«xB/snail signal transduction
pathway. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2013, 2013.

KINGHORN, A. D.; PAN, L.; FLETCHER, J. N.; CHAI, H. The relevance of higher plants in
lead compound discovery programs. Journal of natural products, v. 74, n. 6, p. 1539-1555,
2011.

KOURY, J.C.; DONANGELO, C. M. Zinco, estresse oxidativo e atividade fisica. Revista de
Nutricéo, v. 16, n. 4, p. 433-441, 2003.

KRYSTONA, T. B.; GEORGIEVA, A. B.; PISSIS, P.; GEORGAKILAS, A. G. Role of
oxidative stress and DNA damage in human carcinogenesis. Mutation



142

Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 711, n. 1, p. 193-
201, 2011.

KUBRA, I. R;; RAO, L. Jagan Mohan. An impression on current developments in the
technology, chemistry, and biological activities of ginger (Zingiber officinale
Roscoe). Critical reviews in food science and nutrition, v. 52, n. 8, p. 651-688, 2012.

KUNDU, J. K.; SURH, Y. J. Inflammation: gearing the journey to cancer. Mutation
Research/Reviews in Mutation Research, v. 659, n. 1, p. 15-30, 2008.

KUNDU, J. K.; SURH, Y. J. Emerging avenues linking inflammation and cancer. Free
Radical Biology and Medicine, v. 52, n. 9, p. 2013-2037, 2012.

LACHUMY, S. J.; OON, C. E.; DEIVANAI, S.; SARAVANAN, D.; VIJAYARATHNA, S;
CHOONG, Y. S.; SASIDHARAN, S. Herbal remedies for combating irradiation: a green anti-
irradiation approach. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 14, n. 10, p. 5553-
5565, 2013.

LEE, D.-H.; KIMB, D.-W.; JUNGC, C.-H.; LEEA, Y. J.; PARKD, D. Gingerol sensitizes
TRAIL-induced apoptotic cell death of glioblastoma cells. Toxicology and applied
pharmacology, v. 279, n. 3, p. 253-265, 2014.

LEE, H. S.; SEO, E. Y.; KIM, W. K. [6]-Gingerol inhibits metastasis of MDA-MB-231
human breast cancer cells. The Journal of nutritional biochemistry, v. 19, n. 5, p. 313-319,
2008.

LEE, J. S.; SURH, Y. J. Nrf2 as a novel molecular target for chemoprevention. Cancer
letters, v. 224, n. 2, p. 171-184, 2005.

LEE, C.; PARK, G. H.; KIM C.Y.; JANG, J. H. [6]-Gingerol attenuates B-amyloid-induced
oxidative cell death via fortifying cellular antioxidant defense system. Food and chemical
toxicology, v. 49, n. 6, p. 1261-1269, 2011.

LEE, C. H.; PARK, S. W.; KIM, Y. S.; KANG, S. S.; KIM, J. A;; LEE, S. H.; LEE, S. M.
Protective mechanism of glycyrrhizin on acute liver injury induced by carbon tetrachloride in
mice. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 30, n. 10, p. 1898-1904, 2007.

LEE, S. E.; YANG, H.; SON, G. W.; PARK, H. R.; PARK, C. S.; JIN, Y. H.; PARK, Y. S.
Eriodictyol protects endothelial cells against oxidative stress-induced cell death through
modulating ERK/Nrf2/ARE-dependent heme oxygenase-1 expression. International journal
of molecular sciences, v. 16, n. 7, p. 14526-14539, 2015.

LEE, Y. S.; DUTTA, A. MicroRNAs in cancer. Annual Review of Pathological Mechanical
Disease, v. 4, p. 199-227, 2009.

LI, H. X.; MCGRATH, K. C. Y,; Van, H.; TRAN, V. H,; Li, Y.M;

DUKE, C. C.; HEATHER, A.K. Attenuation of Proinflammatory Responses by S-[6]-
Gingerol via Inhibition of ROS/NF-Kappa B/COX2 Activation in HuH7 Cells. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine. v. 2013, p. 8, 2013.



143

LI, Y.; XU, B.; XU, M.; CHEN, D.; XIONG, Y.; LIAN, M.; SUN, Y.; TANG, Z.; WANG,
L.; JIANG, C.; LIN, Y. 6-Gingerol protects intestinal barrier from ischemia/reperfusion-
induced damage via inhibition of p38 MAPK to NF-«B signalling. Pharmacological
research, v. 119, p. 137-148, 2017.

LIM, K. S.; JEYASEELAN, K.; WHITEMAN, M.; JENNER, A.; HALLIWELL, B.
Oxidative damage in mitochondrial DNA is not extensive. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 1042, n. 1, p. 210-220, 2005.

LIN, A.; KARIN, M. NF-kB in cancer: a marked target. In: Seminars in cancer biology. . p.
107-114, 2003.

LIN C. B.; LIN C. C.; TSAY G. J. 6-Gingerol inhibits growth of colon cancer cell LoVo via
induction of G2/M arrest. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v.
2012, p. 1-7, 2012.

LIN, W. W.; KARIN, M. A. Michael. A cytokine-mediated link between innate immunity,
inflammation, and cancer. Journal of Clinical Investigation, v. 117, n. 5, p. 1175, 2007.

LIN, Y.; LIU, X.; CHENG, Y.; YANG, J.; HUQ, Y.; ZHANG, C. Involvement of
MicroRNAs in hydrogen peroxide-mediated gene regulation and cellular injury response in
vascular smooth muscle cells. Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 12, p. 7903-7913,
2009.

LIOU, G. Y.; STORZ, P. Reactive oxygen species in cancer. Free radical research, v. 44, n.
5, p. 479-496, 2010.

LUO, J.; SOLIMINI, N. L.; ELLEDGE, S. J. STEPHEN J. Principles of cancer therapy:
oncogene and non-oncogene addiction. Cell, v. 136, n. 5, p. 823-837, 2009.

MACHADO, H.; NAGEM, T. J.; PETERS, V. M.; FONSECA, C. S.; OLIVEIRA, T. T.
Flavondides e seu potencial terapéutico. Boletim do Centro de Biologia da Reproducéo, v.
27, n.1/2, 2010.

MCLAUGHLIN, S. P. Ginger: The Genus Zingiber. Medicinal and Aromatic Plants—
Industrial Profiles, Edited by PN Ravindran (Centre for Medicinal Plants Research, Kerala,
India) and K. Nirmal Babu (Division of Crop Improvement and Biotechnology, Indian
Institute of Spices Research, Kerala, India). CRC Press, Boca Raton, ISBN 0-415-32468-8,
v. 41, 2005.

MAGENTA, A.; CENCIONI, C.; FASANARO, P.; ZACCAGNINI, G.; GRECO, S;
SARRA-FERRARIS, G.; ANTONINI, A.; MARTELLLI, F.; CAPOGROSSI, M. C. miR-200c
is upregulated by oxidative stress and induces endothelial cell apoptosis and senescence via
ZEB1 inhibition. Cell death and differentiation, v. 18, n. 10, p. 1628, 2011.

MANJU, V.; NALINI, N. Chemopreventive efficacy of ginger, a naturally occurring
anticarcinogen during the initiation, post-initiation stages of 1, 2 dimethylhydrazine-induced
colon cancer. Clinica Chimica Acta, v. 358, n. 1, p. 60-67, 2005.

MANTOVANI, A.; ALLAVENA, P.; SICA, A.; BALKWILL, F. Cancer-related
inflammation. Nature, v. 454, n. 7203, p. 436-444, 2008.



144

MANTOVANI, A. Cancer: inflammation by remote control. Nature, v. 435, n. 7043, p. 752-
753, 2005.

MANTOVANI, A. Cancer: inflaming metastasis. Nature, v. 457, n. 7225, p. 36-37, 20009.

MARTELLLI, F.; NUNES, F. M. F. Radicais livres: em busca do equilibrio. Ciéncia e
Cultura, v. 66, n. 3, p. 54-57, 2014.

MARTIN, R. H. Meiotic chromosome abnormalities in human
spermatogenesis. Reproductive Toxicology, v. 22, n. 2, p. 142-147, 2006.

MEDZHITQOV, R. Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell, v. 140, n. 6, p.
771-776, 2010.

MELO, S.; YUGAR-TODELO, J. C.; COCA, A. P., JUNIOR, H. M. Hipertensio arterial,
aterosclerose e inflamac&o: o endotélio como 6rgao-alvo. Revista Brasileira Hipertens, v.
14, n. 4, p. 234-238, 2007.

MESTRE, J. R.; MACKRELL, P. J.; RIVADENEIRA, D. E.; STAPLETON, P. P;
TANABE, T.; DALY, J. M. Redundancy in the signaling pathways and promoter elements
regulating cyclooxygenase-2 gene expression in endotoxin-treated macrophage/monocytic
cells. Journal of Biological Chemistry, v. 276, n. 6, p. 3977-3982, 2001.

MITSUISHI, Y.; TAGUCHI, K.; KAWATANI, Y.; SHIBATA, T.; NUKIWA, T ;
ABURATANI, H.; YAMAMOTO, M.; MOTOHASHI, H. Nrf2 redirects glucose and
glutamine into anabolic pathways in metabolic reprogramming. Cancer cell, v. 22, n. 1, p.
66-79, 2012.

MOTAWI, T. K.; HAMED M. A.; SHABANA M. H.; HASHEM R. M.; NASER A. F.
Zingiber officinale acts as a nutraceutical agent against liver fibrosis. Nutrition &
metabolism, v. 8, n. 1, p. 40, 2011.

MANASA, D.; SRINIVAS, P.; SOWBHAGYA, H. B. Enzyme-assisted extraction of
bioactive compounds from ginger (Zingiber officinale Roscoe). Food chemistry, v. 139, n. 1,
p. 509-514, 2013.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the 30 years
from 1981 to 2010. Journal of natural products, v. 75, n. 3, p. 311-335, 2012.

NITURE, S. K.; JAISWAL, A. K. Nrf2 protein up-regulates antiapoptotic protein Bcl-2 and
prevents cellular apoptosis. Journal of Biological Chemistry, v. 287, n. 13, p. 9873-9886,
2012.

NOGUEIRA, V.; HAY, N. Molecular Pathways: Reactive Oxygen Species Homeostasis in
Cancer Cells and Implications for Cancer Therapy. Clinic Cancer Research, v. 19, n.16, p.
4309-4314, 2013.

OHNISHI, S.; MA, N.; THANAN, R.; PINLAOR, S.; HAMMAM, O.; MURATA, M. DNA
damage in inflammation-related carcinogenesis and cancer stem cells. Oxidative medicine
and cellular longevity, v. 2013, 2013.



145

OMONI, A.; ALUKO, R. The anti-carcinogenic and anti-atherogenic effects of lycopene: a
review. Trends in Food Science & Technology, v. 16, n. 8, p. 344-350, 2005.

OYAGBEMI, A. A.; SABA, A. B.; AZEEZ, O. 1. Molecular targets of [6]-gingerol: Its
potential roles in cancer chemoprevention. Biofactors, v. 36, n. 3, p. 169-178, 2010.

PAPAS, A. M. Diet and antioxidant status. Food and Chemical Toxicology, v. 37, n. 9-10, p.
999-1007, 1999.

PARVIZZADEH, N.; SADEGHI, S.; IRANI, S.; IRAVANI, A.; KALAYEE, Z.; RAHIMI,
N. A.; ZAMANI, Z. A Metabonomic Study of the Effect of Methanol Extract of Ginger on
Raji Cells Using IHNMR Spectroscopy. Biotechnology research international, v. 2014,
2014.

AMALLIA, P. M. Quercetin prevents oxidative stress in cirrhotic rats. Digestive diseases and
sciences, v. 52, n. 10, p. 2616-2621, 2007.

PEREIRA, B. C.; PEREIRA, A. K. F. T. C. Radicais livres: uma nova abordagem. Revista
Saude Quantica, v. 1, n. 1, p. 35-42, 2012.

PEREIRA-FILHO, G.; FERREIRA, C.; SCHWENGBER, A.; MARRONI, C.; ZETTLER,
C.; MARRONI, N. Role of N-acetylcysteine on fibrosis and oxidative stress in cirrhotic
rats. Arquivos de gastroenterologia, v. 45, n. 2, p. 156-162, 2008.

PHILIP, M.; ROWLEY, D. A.; SCHREIBER, H. Inflammation as a tumor promoter in cancer
induction. In: Seminars in cancer biology. Academic Press, p. 433-439, 2004.

PRASAD, S., TYAGI, A.K. Ginger and its constituents: role in prevention and treatment of
gastrointestinal cancer. Gastroenterology research and practice, v. 2015, p. 1-11, 2015.

Ql, F.; ZHAO, L.; ZHOU, A.; ZHANG, B.; LI, A.; WANG, Z.; HAN, J. The advantages of
using traditional Chinese medicine as an adjunctive therapy in the whole course of cancer
treatment instead of only terminal stage of cancer. Biosci Trends, v. 9, p. 16-34, 2015.

RADHAKRISHNAN, E.; BAVA, S. V.; NARAYANAN, S. S.; NATH, L. R;;
THULASIDASAN, A. K. T.; SONIYA, E. V. [6]-Gingerol induces caspase-dependent
apoptosis and prevents PMA-induced proliferation in colon cancer cells by inhibiting
MAPK/AP-1 signaling. PLoS One, v. 9, n. 8, p. €104401, 2014.

RASTOGI, N.; GARA, R. K..; TRIVEDI, R.; SINGH, A,; DIXIT, P.; MAURYA, R,;
MISHRA, D. P. (6)-Gingerolinduced myeloid leukemia cell death is initiated by reactive
oxygen species and activation of miR-27b expression. Free Radical Biology and Medicine,
v. 68, p. 288-301, 2014.

RASTOGI, N.; DUGGAL, S.; SINGH, S. K..; PORWAL, K.; SRIVASTAVA, V. K,
MAURYA, R.; BHATT, M. L. B.; MISHRA D. P. Proteasome inhibition mediates p53
reactivation and anti-cancer activity of 6-Gingerol in cervical cancer cells. Oncotarget, v. 6,
n. 41, p. 43310, 2015.



146

READER, J.; HOLT, D.; FULTON, A. Prostaglandin E2 EP receptors as therapeutic targets
in breast cancer. Cancer and Metastasis Reviews, v. 30, n. 3-4, p. 449-463, 2011.

RODRIGUEZ-ENRIQUEZ, S.; MARIN-HERNANDEZ, A.; GALLARDO-PEREZ, J.C;
MORENO-SANCHEZ R. Kinetics of transport and phosphorylation of glucose in cancer
cells. Journal of cellular physiology, v. 221, n. 3, p. 552-559, 2009.

RUANA, D.; SO, S. P. Prostaglandin E 2 produced by inducible COX-2 and mPGES-1
promoting cancer cell proliferation in vitro and in vivo. Life sciences, v. 116, n. 1, p. 43-50,
2014.

SALIM, A. A.; CHIN, Y. W.; KINGHORN, A. D. Drug discovery from plants. Bioactive
molecules and medicinal plants, p. 1-24, 2008.

SCHADICH, E.; HLAVAC, J.; VOLNA, T.; VARANASI, L.; HAJDUCH, M.; DZUBAK, P.
Effects of ginger phenylpropanoids and quercetin on Nrf2-ARE pathway in human BJ
fibroblasts and HaCaT keratinocytes. BioMed research international, v. 2016, 2016.

SEDGER, L. M.; MCDERMOTT, M. F. TNF and TNF-receptors: From mediators of cell
death and inflammation to therapeutic giants—past, present and future. Cytokine & growth
factor reviews, v. 25, n. 4, p. 453-472, 2014.

SEMWAL, R. B.; SEMWAL, D. K.; COMBRINCK, S.; VILJOEN, A. M. Gingerols and
shogaols: important nutraceutical principles from ginger. Phytochemistry, v. 117, p. 554-
568, 2015.

SERHAN C. N. Pro-resolving lipid mediators are leads for resolution physiology. Nature, v.
510, n. 7503, p. 92-101, 2014.

SERHAN, C. N.; PETASIS, N. A. Resolvins and protectins in inflammation
resolution. Chemical reviews, v. 111, n. 10, p. 5922-5943, 2011.

SHARIF, T.; ALHOSIN, M.; AUGER, C.; MINKER, C.; KIM, J. H.; ETIENNE-SELLOUM,
N.; BORIES, P.; GRONEMEYER, H.; LOBSTEIN, A.; BRONNER, C.; FUHRMANN, G.;
SCHINI- KERTH, V. B. Aronia melanocarpa juice induces a redox-sensitive p73-related
caspase 3-dependent apoptosis in human leukemia cells. PLoS One, v. 7, n. 3, p. 32526,
2012.

SHUKLA, Y.; SINGH, M. Cancer preventive properties of ginger: a brief review. Food and
chemical toxicology, v. 45, n. 5, p. 683-690, 2007.

SIMONE, N. L.; SOULE, B. P.; LY, D.; SALEH, A. D.; SAVAGE, J. E.; DEGRAFF,W.;
COOK, J.; HARRIS, C. C.; GIUS, D.; MITCHELL, J. B. lonizing radiation-induced
oxidative stress alters miRNA expression. PloS one, v. 4, n. 7, p. €6377, 20009.

SOUSA, C. M. M; SILVA, H. R;; VIEIRA-JUNIOR, G. M.; AYRES, M. C. C.; COSTA, C.
L. C.; ARAUJO, D. S. Fendis totais e atividade antioxidante de cinco plantas
medicinais. Quimica nova, v. 30, n. 2, p. 351-355, 2007.



147

SOUZA, W. F.; ARAUJO, W. M.; JUNIOR, J. C. M.; MORGADO, J. A. Sinalizacgéo celular
em cancer. Ciéncia e Cultura, v. 66, n. 1, p. 30-33, 2014.

SPORN, M. B.; LIBY, K.T. NRF2 and cancer: the good, the bad and the importance of
context. Nature Reviews Cancer, v. 12, n. 8, p. 564-571, 2012.

SRINIVASAN, K. Antioxidant potential of spices and their active constituents. Critical
reviews in food science and nutrition, v. 54, n. 3, p. 352-372, 2014.

SU, L.; NALLE, S. C.; SHEN, L.; TURNER, E. S.; SINGH, G.; BRESKIN L. A;
KHRAMTSOVA, E. A.; KHRAMTSOVA, G.; TSAI, P.Y.; FU, Y. X.; ABRAHAM, C,;
TURNER, J. R. TNFR2 activates MLCK-dependent tight junction dysregulation to cause
apoptosis-mediated barrier loss and experimental colitis. Gastroenterology, v. 145, n. 2, p.
407-415, 2013.

SUNDARESAN, M.; YU, Z. X.; FERRANS, V. J.; IRANI, K.; FINKEL, T. Requirement for
generation of H202 for platelet-derived growth factor signal transduction. Science, v. 270, n.
5234, p. 296, 1995.

SURH, Y. J. Cancer chemoprevention with dietary phytochemicals. Nature Reviews Cancer,
v. 3, n. 10, p. 768-780, 2003.

SEYED, A. M; JANTAN; VIJAYARAGHAVAN, K; BUKHARI, S. N. A. Betulinic acid:
recent advances in chemical modifications, effective delivery, and molecular mechanisms of a
promising anticancer therapy. Chemical biology & drug design, v. 87, n. 4, p. 517-536,
2016.

RAUF, A.; IMRAN, M.; BUTT, M. S.; NADEEM, M.; PETERS, D. G.; MUBARAK, M. S.
Resveratrol as an anti-cancer agent: A review. Critical reviews in food science and
nutrition, v. 58, n. 9, p. 1428-1447, 2018.

TAHIR, A. A.; SANI, N. F. A;; MURAD, N. A.; MAKPOL S.; NGAH, W. Z. W.; YUSOF,
Y. A. M. Combined ginger extract & Gelam honey modulate Ras/ERK and PI3K/AKT
pathway genes in colon cancer HT29 cells. Nutrition journal, v. 14, n. 1, p. 31, 2015.

TAN, S.; DE VRIES, G.E.; VAN DER ZEE, A. G. J.; DE JONG, S. Anticancer drugs aimed
at E6 and E7 activity in HPV-positive cervical cancer. Current cancer drug targets, v. 12, n.
2, p. 170-184, 2012.

TIDEFELT, U.; ELMHORN-ROSENBORG, A.; PAUL, C.; HAO, X.Y.; MANNERVIK B.,
ERIKSSON, L. C. “Expression of glutathione transferase m as a predictor for treatment results
at different stages of acute nonlymphoblastic leukemia”. Cancer Research, v.52, n.12, p.
3281-3285, 1992.

TRACHOOTHAM, D.; LU, W.; OGASAWARA, M. A;; VALLE, N. R.; HUANG, P.
Redox regulation of cell survival. Antioxidants & Redox Signaling. v.10, n.8 p.1343-1374,
2008.

TUNTIWECHAPIKUL, W.; TAKA, T.; SONGSOMBOON, C.; KAEWTUNJAI, N;
IMSUMRAN, A.; MAKONKAWKEYOON, L. Ginger extract inhibits human telomerase


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Jantan%2C+Ibrahim
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Vijayaraghavan%2C+Kavitha
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bukhari%2C+Syed+Nasir+Abbas
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18522489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogasawara%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18522489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valle%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18522489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18522489

148

reverse transcriptase and c-Myc expression in A549 lung cancer cells. Journal of Medicinal
Food, v.13, n.6, p.1347-1354, 2010.

VEMURI, S. K.; BANALA, R. R.; SUBBAIAH, G. P. V.; SRIVASTAVA, S. K.; REDDY,
A. G.; MALARVILI, T. Anti-cancer potential of a mix of natural extracts of turmeric, ginger
and garlic: A cell-based study. Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences, v. 4, n. 4,
p. 332-344, 2017.

VINCENT, J. L.; SUN, Q.; DUBOIS, M. J. “Clinical trials of inmunomodulatory therapies in
severe sepsis and septic shock”. Clinical Infectious Diseases, v.34, n.8, p. 1084-1093, 2002.

VIPIN, A. V.; RAKSHA, R. K; NAWNEET, K. K.; ANU, A. K. A.; VENKATESWARAN,
G. Protective effects of phenolics rich extract of ginger against Aflatoxin B1-induced
oxidative stress and hepatotoxicity. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 91, p.415-424,
2017.

WANG, B.; SUN, J.; MA, Y.; WU, G.; TIAN, Y.; SHI, Y.; LE, G. Resveratrol preserves
mitochondrial function, stimulates mitochondrial biogenesis, and attenuates oxidative stress in
regulatory T cells of mice fed a high-fat diet. Journal of Food Science, v. 79, n. 9, p. 1823-
31, 2014.

WANG, S.; SUN, X.; JIANG, L.; LIU, X.; CHEN, M.; YAO, X.; SUN, Q.; YANG, G. 6-
Gingerol induces autophagy to protect HUVECSs survival from apoptosis. Chemico-
biological interactions, v.256, p.249-256, 2016.

WANG, Z.; LIU, Y.; HAN, N.; CHEN, X.; YU, W.; ZHANG, W.; ZOU, F. Profiles of
oxidative stress-related microRNA and mRNA expression in auditory cells. Brain research,
v. 1346, p. 14-25, 2010.

WARIS, G.; AHSAN, H. Reactive oxygen species: role in the development of cancer and
various chronic conditions. Journal of Carcinogenesis, v. 5, n. 14, p. 1-8, 2006.

WEHNER, S.; STRAESSER, S.; VILZ, T. O.; PANTELIS, D.; SIELECKI, T.; CRUZ, V. F,;
HIRNER, A.; KALFF, J. C. Inhibition of p38 mitogen-activated protein kinase pathway as
prophylaxis of postoperative ileus in mice. Gastroenterology, v. 136, n. 2, p. 619-629, 20009.

WEN, S. H.; LING, Y. H.; LI, Y,; LI, C,; LIU, J. X;; LI Y. S.; YAO, X.; XIA, Z. Q.; LIU, K.
X. Ischemic postconditioning during reperfusion attenuates oxidative stress and intestinal
mucosal apoptosis induced by intestinal ischemia/reperfusion via aldose reductase. Surgery,
v. 153, n. 4, p. 555-564, 2013.

WONG, Y. N.; ROSSIGNOL, D.; ROSE, J. R.; KAO, R.; CARTER A.; LYNN, M. “Safety,
pharmacokinetics, and pharmacodynamics of E5564, a lipid A antagonist, during an
ascending single-dose clinical stud”. Journal of Clinical Pharmacology, v.43, n.7, p.735-
742, 2003.

WOO, C. H.; EOM, Y. W.,; YOO, M. H.; YOU, H. J.; HAN, H. J.; SONG, W. K,; YOO, Y.
J.; CHU, J. S.; KIM, J. H. Tumor necrosis factor-alpha generates reactive oxygen species via
a cytosolic phospholipase A2-linked cascade.The Journal of Biological Chemistry, v. 275,
n. 41, p. 32357-32362, 2000.


http://www.liebertpub.com/overview/journal-of-medicinal-food/38/
http://www.liebertpub.com/overview/journal-of-medicinal-food/38/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279716302940#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eom%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoo%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=You%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20WK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoo%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoo%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chun%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10934206
http://www.jbc.org/

149

WU, S.; KO, Y. S.; TENG, M. S.;; KO Y. L.; HSU, L. A,; HSUEH C.; CHOU, Y. Y.; LIEW,
C. C.; LEE Y. S. Adriamycin-induced cardiomyocyte and endothelial cell apoptosis: In vitro
and in vivo studies. Journal of Molecular and Cellular Cardiology, v. 34, n. 12, p. 1595—
1607, 2002.

WYCKOFF, T. J. O.; RAETZ, C. R. H.; JACKMAN 1J. E. “Antibacterial and anti-
inflammatory agents that target endotoxin”. Trends in Microbiology, v. 6, n. 4, p. 154-159,
1998.

XIA, B.; LIU, H.; XIE, J.; WU, R.; LI, Y. Akt enhances nerve growth factor-induced axon
growth via activating the Nrf2/ARE pathway. International Journal of Molecular
Medicine, v. 35, n. 5, p. 1426-1432, 2015.

YAMAMOTO, Y.; KONISHI, H.; ICHIKAWA, D.; ARITA, T.; SHODA, K.; KOMATSU,
S.; SHIOZAKI, A.; IKOMA, H.; FUJIWARA, H.; OKAMOTO, K.; OCHIAI, T.; INOUE, J.;
INAZAWA, J.; OTSUIJI, E.“Significance of GSTP1 for predicting the prognosis and
chemotherapeutic efficacy in esophageal squamous cell carcinoma,” Oncology Reports, v.
30, n. 4, p. 1687-1694, 2013.

YANG, Q.; LI, W.; SHE, H.; DOU, J.; DUONG, D. M.; DU, Y.; YANG, S. H.; SEYFRIED,
N. T.; FU, H.; GAO, G.; MAO, Z. Stress induces p38 MAPK-mediated phosphorylation and
inhibition of Drosha-dependent cell survival. Molecular Cell, v. 57, n. 4, p. 721-734, 2015.

YEHYA, A. H.; ASIF, M.; TAN, Y. J.; SASIDHARAN, S.; MAJID, A. M. A;; OON, C. E.
Broad spectrum targeting of tumor vasculature by medicinal plants: An updated review.
Journal of Herbal Medicine, v. 9, p. 1-13, 2017.

YILDRIN, A.;; MAVI, A.; KARA, A. A. Determination of antioxidant and antimicrobial
activities of Rumexcrispus L. extracts, Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49,
n. 8, p. 4083-4089, 2001.

YONG, H. Y.; KOH, M. S.; MOON, A. The p38 MAPK inhibitors for the treatment of
inflammatory diseases and cancer. Expert Opin Investig Drugs, v. 8, n. 12, p. 1893-1905,
2009.

YOON, S. O.; KIM, M. M.; CHUNG, A. S. In hibitory effect of selenite on invasion of
HT1080 tumor cells. The Journal of Biological Chemistry, v.276, n.23, p.20085-20092,
2001.

YOUNG, H. Y.; CHEN, G. L. Analytical and stability of ginger reparations, Journal of
Food Drug Analysis, v. 10, p. 149-153, 2002.

YU, B. P. Cellular defenses against damage from reactive oxygen species. Physiological
reviews, v. 74, n. 1, p. 139-163, 1994.

YUSOF, Y. A. M.; AHMAD, N. S.; SULAIMAN, S.; MURAD, N. A. Chemopreventive
efficacy of ginger (Zingiber officinale) in ethionine induced rat hepatocarcinogenesis.
African Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines, v. 6, n. 1, p.
87-93, 2009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chou%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12505058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liew%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12505058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liew%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12505058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12505058
https://www.journals.elsevier.com/journal-of-molecular-and-cellular-cardiology
https://www.journals.elsevier.com/molecular-cell/
https://www.journals.elsevier.com/molecular-cell/
http://www.jbc.org/
http://www.jbc.org/
http://www.jbc.org/

150

ZAIDI, N.; LUPIEN, L.; KUEMMERLE, N. B.; KINLAW, W. B.; SWINNEN, J. V,;
SMANS, K. Lipogenesis and lipolysis: the pathways exploited by the cancer cells to acquire
fatty acids, Progress in lipid research, v. 52, n. 4, p. 585-589, 2013.

ZHANG, F.; ZHANG, J. G.; QU, J.; ZHANG, Q.; PRASAD, C.; WEI, Z. J. F. Assessment of
anti-cancerous potential of 6-gingerol (Tongling White Ginger) and its synergy with drugs on
human cervical adenocarcinoma cells, Food and Chemical Toxicology, v. 109, p. 910-922,
2017.

ZHANG, J.; SHEN, B.; LIN, A. Novel strategies for inhibition of the p38 MAPK pathway.
Trends in pharmacological sciences, v.28, n.6, p. 286-295, 2007.

ZHANG, Q.; ZHU, B.; LI, Y. Resolution of Cancer-Promoting Inflammation: A New
Approach for Anticancer Therapy. Frontiers in immunology, v. 8, n.71, p. 1-11, 2017.

ZHU, J.; WANG, H.; CHEN, F.; FU, J.; XU, Y.; HOU, Y.; KOU, H. H.; ZHAI, C,;
NELSON, M. B.; ZHANG, Q. An overview of chemical inhibitors of the Nrf2-ARE
signaling pathway and their potential applications in cancer therapy. Free Radical Biology
and Medicine, v. 99, p. 544-556, 2016.

Z0U, D. B.; WEI, X.; HU, R. L.; YANG, X. P.; ZUO, L.; ZHANG, S. M.; ZHU, H. Q;
ZHOU, Q.; GUI, S. Y.; WANG, Y. Melatonin inhibits the migration of colon cancer RKO
cells bydown-regulating myosin light chain kinase expression through cross-talk with p38
MAPK. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 16, n. 14, p. 5835-5842, 2015.



0

\
N

~ -

HO \
r \
| 0

I

|
A |
,‘D

[6]-Gingerol

5, 10, 20, 40 pg.mL™
¥ Toxicidade
¥ Citotoxicidade

-1
>40 pg.mL
¥ Genotoxidade
« Mutagenicidade

CAPITULO 2

%

A. salina

L e - - -

151

5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg.mL"

<5 pg.mL”
@ Toxicidade

>10 pg.mL™
¥ Toxicidade
¥ Redugo sobrevivéncia

CL50 24h | 48h
40,57 24.08

1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25;
50; 100 pg.mL"

# Citotoxicidade
Reduco viabilidade

CL50 PBMC & SI180 | HLGO
ILI8 | 573 | 114




152

Avaliacédo tdxica, citotoxica, citogenética e antitumoral do [6]-Gingerol em estudos néo

clinicos

Toxic, cytotoxic, cytogenetic and antitumor evaluation of [6]-Gingerol in non-clinical
studies

Rosalia Maria Torres de Lima, Antonielly Campinho dos Reis, José Victor de Oliveira Santos,
José Roberto de Oliveira Ferreira, Antonio Lima Braga, José Williams Gomes de Oliveira
Filho, Ag-Anne Pereira Melo de Menezes, Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata, Marcus
Vinicius Oliveira Barros de Alencar, Teresinha de Jesus Aguiar dos Santos Andrade, Paulo
Michel Pinheiro Ferreira, Juan Carlos Ramos Gongalves, Felipe Cavalcanti Carneiro da Silva,
Jodo Marcelo de Castro e Sousa, Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante

Artigo submetido no periodico
Biomedicine & Pharmacotherapy (ANEXO B)
QUALIS B1 - Biotecnologia

Resumo

O [6]-Gingerol ((S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-decanona) é uma substancia
fendlica com propriedades farmacologicas. O estudo teve por objetivo avaliar os efeitos
toxicogenéticos do [6]-Gingerol em Artemia salina, Allium cepa e atividade antitumoral em
células do liquido ascitico de Sarcoma 180 (S-180) e linhagem humana de Leucemia
Promielocitica Aguda (HL-60). Nas analises toxicas e genotdxicas foram utilizadas as
concentragdes de 5, 10, 20 e 40 pg. mL?, sendo que, na avaliagéo citotoxica por meio do teste
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazdlio) empregou-se diluicdes
seriadas (1,56; 3,12; 6,25; 12,25; 25; 50; 100 pg.mL™*) em S-180, linhagem HL-60 e células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC). No teste MTT, a concentragdo letal (CL 50) do
[6]-Gingerol, apontou melhor eficiéncia citotoxica em HL-60 (1,14) e S-180 (5,73), sendo
necessaria uma CL 50 maior em PBMC (11,18), indicando sua possivel seletividade. A menor
concentracio testada (5 pg.mL™?) do [6]-Gingerol ndo apresentou efeitos toxicos em Allium
cepa e Artemia salina. Entretanto, em concentrages maiores (>10 pg.mL™) foram observadas
toxicidade e genotoxicidade sobretudo em 40 pg.mL? no ensaio A. cepa. Os mecanismos
citogenéticos indicativos de apoptoses, tais como toxicidade, citotoxicidade e anormalidades
nucleares (pontes, fragmentos, atrasos, cromossomos soltos e micronicleos) sugerem que o [6]-

Gingerol é uma substancia de importancia para formulacdes farmacéuticas antitumorais.

Palavras — Chave: [6]-Gingerol, toxicogenética e atividade antitumoral.
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1 INTRODUCAO

As plantas e seus compostos bioativos estdo inseridos nas praticas medicinais desde a
antiguidade (AUNG, 2017). Aproximadamente 80% da populacdo mundial dependem de
medicamentos tradicionais e mais de 60% dos medicamentos anticancerigenos clinicamente
aprovados sé@o derivados de plantas medicinais (CRAGG; NEWMAN; YANG, 2006; KHAN,
2014). Os fitoquimicos integram um conjunto heterogéneo de compostos bioativos
classificados de acordo com as variantes estruturais, dentre os quais, destacam-se os polifendis,
caracterizados por possuirem anel (s) aromatico (s) contendo um ou mais grupos de hidroxila
(RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006; HOWES; SIMMONDS, 2014).

Os polifendis estdo entre os fitoquimicos mais abundantes, destacam-se por possuirem
diversas propriedades bioldgicas, tais como atividade antioxidante (QUIDEAU et al., 2011;
ADEBIYI et al., 2017), anti-inflamatoria (DONGARE et al., 2016; LI et al., 2017) e antitumoral
(IMPHENG et al., 2015; RASTOGI et al., 2015), demonstrando acdo na prevencdo da
carcinogénese (RAHMAN; AKHTAR, 2017) e indugdo apoptdtica em diversas linhagens
tumorais devido a seus efeitos pro-oxidantes (PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHELMOVA, 2011; FISHER et al., 2015; M’HAMED et al., 2016). Atuam como
antioxidantes por meio do sequestro de radicais livres proporcionando efeito protetor e
preventivo aos danos celulares (YORDI et al., 2012), entretanto, tais compostos em altas
concentracdes ou na presenca de ions metalicos podem se comportar como pré-oxidantes
levando a degradacdo do DNA (HALLIWELL, 2008).

O rizoma do gengibre (Zingiber officinale, Familia Zingiberaceae) comumente utilizado
como tempero, apresenta abundancia em compostos bioativos, incluindo os polifenois
aromaticos [4]-, [6]-, [8]-, [10]- e [12]-gingerol. Os gingerdis sdo uma série de compostos
fendlicos que diferem no comprimento de suas cadeias laterais alquila ndo ramificadas, sendo
0 [6]-G ((S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-decanona), a forma mais identificada no
rizoma fresco (SHAO et al., 2010; LIM, 2016; BERNARD; MCCONNERY; HOSKIN, 2017
SAMAD et al., 2017), destaca-se por possuir a maior parte das investigacdes acerca das
atividades antitumorais dos gingerois (SEMWAL et al., 2015; AKIMOTO et al., 2015), aléem
de demonstrar potencial anti-inflamatério (LI et al., 2013; FAN; YANG; BI, 2015; EL-
NAGGAR et al., 2017) e antioxidante (LEE et al., 2011; L1 et al., 2017; DANWILAI et al.,
2017).

As controvérsias relacionadas aos polifendis como possiveis antioxidantes e pro-

oxidantes (HALLIWELL, 2008) podem servir de estratégias terapéuticas na modulagdo do
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estresse oxidativo no cancer e inflamagdo, incluindo terapia antioxidante e “terapia de
oxidacao”. Efeitos citotoxicos (incluindo superprodugdo de espécies reativas de oxigénio
EROs) quando alcancam seletividade adequada, podem ser usados na destruicdo de células
cancerigenas (FANG; SEKI; MAEDA, 2009). Os compostos polifendis e flavonoides de
plantas medicinais sdo indicados por atingir caminhos especificos contra o crescimento de
células cancerigenas (EL BAIRI et al., 2016; BOUYAHYA et al., 2016).

A avaliacdo da toxicidade genética é de importancia para identificar e caracterizar o
papel de mutagenos e carcindgenos na salide humana, na mensuragdo de danos primarios, de
mutacdes em genes, danos em cromossomos para avaliacdo de riscos de instabilidade genética
e de efeitos carcinogénicos (ZEIGER et al., 2015), uma vez que, para ser altamente eficaz, as
intervencgdes dentro das redes bioldgicas devem ser multiplas, mas extremamente seletivas, para
poupar os 6rgdos normais de efeitos colaterais prejudiciais (AZMI, 2012), especialmente em
compostos com propriedades terapéuticas.

Neste contexto, € importante a aplicacdo de testes toxicogenéticos ndo clinicos
essenciais para a seguranca na identificacdo das atividades antitumorais de candidatos a terapia
do cancer, como estratégia para a prevencdo de instabilidade genética. Assim, o estudo teve por
objetivo avaliar os efeitos toxicogenéticos do [6]-G em modelos néo clinicos, como Artemia
salina e Allium cepa, bem como seus efeitos antitumorais em células do liquido ascitico de
camundongos com S-180, linhagem tumoral HL-60, e em células mononucleadas de sangue
periférico (PBMC).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e produtos quimicos

A substéncia isolada [6]-Gingerol (C17H2604) (PubChem CID: 442793) grau de pureza
> 98% (HPLC), foi adquirida por meio da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O
dicromato de potassio (K2Cr.O7) e sulfato de cobre (CuSO-5H20), obtidos da Dindmica
Quimica Contemporanea LTDA (S&o Paulo, Brasil), foi utilizado como padrdo para os testes
de A. salina e A. cepa. Para o teste de MTT foi empregado o meio de cultura RPMI 1640,
penicilina e estreptomicina da GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A doxorrubicina
(Dox) foi obtida da Eurofarma Laboratorios S.A. (Séo Paulo, Brasil). O [6]-G foi solubilizado
em quatro diferentes concentragdes (5, 10, 20 e 40 pug.mL™?), utilizando como solventes agua
destilada e dimetilsulféxido (DMSO) obtido da Merck Millipore (Séo Paulo, Brasil).
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2.2 Anédlise cromatogréfica do padrao sigma [6]-G

O composto padrdo [6]-G foi analisado por técnicas acopladas como HPLC-DAD, LC-
MS. Para o analise preparou-se uma solu¢io de 10 ug.mL? em metanol 95% do padrdo. A
analise por HPLC-DAD foi realizada em cromatografo de alta eficiéncia (CLAE),
SHIMADZU®, modelo LC-20 A. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis com arranjo de
diodos (DAD), modelo SPD- M20, coluna C18 Phenomenex Luna, 5 um (250 x 4,60 mm) em
gradiente MeOH:H.0 (5-100% MeOH).

Os espectros de LC-HRESIMS foram obtidos utilizando um sistema Thermo
Instruments MS (LTQ XL / LTQ Orbitrap Discovery) acoplado a um sistema de HPLC Thermo
Instruments (detector Accela PDA, amostrador automéatico Accla PDA e bomba Accela). Foram
utilizadas as seguintes condicdes: tenséo capilar 45 V, temperatura capilar 250 °C, taxa de fluxo
de gés auxiliar 10-20 unidades arbitrarias, taxa de fluxo do gas da bainha 40-50 unidades
arbitrarias, voltagem de pulverizacdo 4,5 kV, faixa de massa 100-2000 amu (resolu¢do maxima
30000). O sistema de HPLC foi executado usando uma coluna C18 analitica SunFire (5 pum,
100 A, 4,6 x 150 mm), com um gradiente de 0,1% de &cido férmico em H,O: 4cido formico

0,1% em MeOH 0 - 100% em 30 min, com uma taxa de fluxo 1 mL.min™.

2.3 Preparacdo da amostra teste

A substancia isolada [6]-G foi solubilizada em DMSO a 10% e diluida em agua destilada
até atingir as concentragdes finais de 5, 10, 20 e 40 pug.mL™, sendo posteriormente utilizadas
nos testes de A. salina e A. cepa. Para o teste de MTT, foi empregada diluicdo seriada a partir

da concentragdo inicial de 5 mg.mL* do [6]-G, solubilizado em DMSO estéril.

2.4 Teste de letalidade em A. salina

Na avaliacdo da toxicidade utilizou-se o ensaio de letalidade em nauplios de A. salina
(MEYER et al., 1982), em que os cistos foram incubados em &gua salina artificial (39,35 mM
NaCl; 18,66 mM MgCl, 6 H0; 28.16 mM Na>SOs; 8.84 mM CaCl>2 H0 e 9,38 mM de KCI
em 1000 mL de agua) a 25— 30 °C. O bicarbonato de sédio (Na2COs3) foi utilizado como tampao
até atingir o pH 9,0 da solucdo de salmoura. Apds 48 h de incubacéo, 10 nauplios vivos e ativos
foram transferidos para tubos de ensaio, contendo o [6]-G nas concentragdes de 5, 10, 20, 40,
60, 80 e 100 pg.mL™. O volume final de cada amostra foi ajustado para 5 mL com solugdo
salina artificial e 4gua ausente de cloro (1:1, v.v!). As amostras foram mantidas sob a mesma

condicdo de incubacdo por 24 — 48 h adicionais. Nauplios vivos foram contados
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macroscopicamente para determinar o nimero de mortes por concentracio. Agua salina e
K2Cr,07 (5 pg.mL?) foram utilizados como controles negativo (CN) e positivo (CP),
respectivamente. Os tratamentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como

porcentagem da sobrevivéncia.

2.5 Bioensaio em Allium cepa

A atividade toxica e citotoxica da substéncia [6]-G, foi rastreada utilizando raizes e
células da regido meristematica em bulbos saudaveis de cebola branca comum (A. cepa) com
tamanho padronizado (2,0 - 3,0 cm de didmetro) adquiridos no mercado local de Teresina-Pl.
Para 0 experimento, os catéafilos externos soltos e raizes antigas foram removidas com o auxilio
de bisturi, de modo a expor o apice da raiz de A. cepa, evitando que a area radicular fosse
danificada. Os bulbos foram lavados em agua ausente de cloro, cada grupo experimental (cinco
bulbos) foi submetido & exposicdo em [6]-G (5, 10, 20, 40 pg.mL™), controle negativo (agua
sem cloro) e controle positivo (2,40 - 10° mM sulfato de cobre), onde foi calculado a média do
namero e comprimento de raizes (efeito toxico), indice mitotico e freqliéncias de anormalidades
nas celulas do meristema de raiz (efeito genotoxico e mutagénico) apos 24 — 48 h de exposicao.
Em seguida, as raizes foram seccionadas, fixadas em solucdo Carnoy (etanol:acido acético
glacial, 3:1, v.v!) durante 24 h a 4 °C e estocadas em etanol 70 %. Posteriormente, as raizes
foram hidrolisadas com acido cloridrico 1 N (HCI), expostas a solucdo de Schiff e encaminhadas
para coloracdo com Carmim acético 2 % seguida de montagem da lamina utilizando a técnica
de Squash (BORBOA; DE LA TORRE, 1996), e posterior observacdo e captura
fotomicroscopica com ampliacdo (40 x), para analisar a genotoxicidade, mutagenicidade e
efeitos induzidos durante o tratamento nos grupos experimentais e controles. Um total de 1000
células/bulbo foram analisadas, totalizando 5000 células por grupo de tratamento. Observaram-
se 0s seguintes parametros para atividade tdéxica e citotdxica: (a) média do numero e
crescimento de raiz (CR); (b) indice mitético (IM) (FISKESJO, 1997), (c) indice das fases (IF)
(BAKARE et al., 2000), (d) freqiiéncia de mutagenicidade (FM) e (e) freqliéncia de aberractes
cromossdmicas (AC) em mitose. A porcentagem de IM, IF, FM e AC foi calculada pelas Egs.
(1), (@), Q). (4):

IM=Nm/Nt x 100
IF=Nf/Nt x 100
FM=Nmi/Nt x 100
AC=Nac/Nm x 100
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onde, IM (%) é o percentual de indice mit6tico; Nm é o niamero de células em mitose; Nt é o
namero total de células; IF (%) é o indice de porcentagem de fase; e Nf é o nimero de células
em mitose na fase; FM (%) é a frequéncia de mutagenicidade, Nmi € o nimero de micronucleos;
AC (%) € o indice de aberracBes cromossdmicas mitoticas; e Nac é o numero de aberragdes

cromossdmicas.

2.6 Viabilidade celular em MTT

O ensaio do MTT foi utilizado para avaliar a capacidade citotdxica do [6]-G, de acordo
com MOSMANN (1983). As culturas celulares (HL-60, S-180, PBMC) foram distribuidas em
placas de multipogos com 96 cavidades, numa densidade de 1,0 x 10° células.mL™. Os grupos
experimentais triplicados ficaram subdivididos em controle negativo (meio de cultura), controle
positivo (doxorrubicina: 2 pg.mL?; 0,3 pg.mL™* para HL-60/S-180 e PBMC, respectivamente),
e [6]-G (1,56; 3,12; 6,25; 12,25; 25; 50; 100 pug.mL™?), onde posteriormente seguiram para
incubagéo por 68 h juntamente com as células. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado as
culturas, 20 pL da solugdo de MTT (5 mg.mL™) e reincubadas durante 4 h em estufaa 37 °C e
a 5% CO». Apos 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 uL de alcool isopropilico. Para a
quantificacdo do sal reduzido pelas células viaveis, as absorbancias foram medidas em leitor de
microplacas a 550 nm. Os dados de absorvancia foram normalizados para controle

(Absorvancia do tratamento/Absorvancia do controle x 100).

2.7 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo (EP). Todas as analises
foram realizadas empregando o software GraphPad Prism 6, e por meio do teste Shaphiro-Wilk
os dados foram previamente normalizados. A comparagdo entre os grupos foi realizada pelo
teste ANOVA com pos hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os dados do ensaio A. salina e MTT foram normalizados, transformados em
logaritmo e submetidos a uma regressdo ndo linear, afim de ser encontrado a CL50 em ambos

0S ensaios.



158

3 RESULTADOS
3.1 Confirmacéo do padréao [6]-G HPLC-UV e HPLC-ES-MS

O cromatogarama do HPLC-UV e o espectro de massas HRESI-MS sdo apresentados
nas figuras 1A e 1B, respectivamente. O pico em 25.22 min mostrou UV caracteristico de
compostos de gingerol tendo absor¢cdo maxima de UV em 279 nm e um ombro em 230 nm. A
molécula protonada [M+H]" apresentou ion em m/z 295.1919, ion aducto [M+Na]®™ em
317.1734 e um ion dimero sodiado [2M+Na]* em m/z 611.3531 identificado como [6]-G.

Figura 1 - Cromatograma no modo analitico em gradiente liner em 254 nm e espectro de UV
do padréo [6]-G (A), espectro de massas do [6]-G (B).
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3.2 Efeitos toxicos do [6]-G em A. salina

A toxicidade foi avaliada em A. salina indicou auséncia significativa (p > 0,05) de
efeitos toxicos na menor concentracdo testada (5 pg.mL?) quando relacionada ao CN,

entretanto, foi evidente o decaimento do percentual de sobrevivéncia a medida que os nauplios
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eram expostos a crescentes concentragcoes de [6]-G, os percentuais de sobrevivéncia variaram
de 93,33 + 3,33 a 16,66 * 3,33 % nas primeiras 24 h, seguidos de 83,33 + 3,33 a 0,00 = 0,00 %
em 48 h de exposicdo (Figura 2).

Figura 2 - Efeitos toxicos do [6]-G em A. salina. Os valores sdo médias + erro padrdo (SEM)
(n = 3, triplicata, 10 nadplios vivos/tubo); p <0,05 quando comparadas ao *CN, PK,Cr,07 e
concentragdes °5; 910; ©20; 740; 960; "80 e 100 pg.mL™ do [6]-G no mesmo periodo de tempo.
ANOVA seguido de Tukey (multiplas comparacgdes) pds-teste de sentido Gnico. CN: controle
negativo; K>Cr,O7: dicromato de potassio (5 pg.mL™?); CL 50: concentracdo que indica 50 %
de letalidade; IC: intervalo de confianga; R? coeficiente de determinago.
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Observou-se nas concentragdes de 10, 20, 40, 60 pg.mL* diferenca significativa em
relagéo ao CN e K>Cr,0z, sugerindo efeitos toxicos, porém, menos danosos quando comparados
as concentragGes mais elevadas (80, 100 pg.mL™), estas ndo diferiram em relagdo ao K2Cr,07
e sugerem elevado efeito toxico em ambos os tempos de tratamento. Na avaliacdo da
concentracio letal (CL 50) foram mensurados valores de 40,57 e 24,08 pug.mL* do [6]-G, nos

periodos de 24 e 48 h de tratamento, respectivamente.

3.3 Efeito do [6]-G na viabilidade celular em PBMC, cultura primaria de S-180 e linhagem
HL-60

O [6]-G nas concentracBes testadas interferiram significantemente (p < 0,05) na
viabilidade de células mononucleadas de sangue periférico (PBMC), cultura priméria de S-180

e linhagem HL-60 quando relacionadas aos grupos ndo tratados (CN), sobretudo nas maiores
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concentragdes, indicando efeitos citotdxicos. Verificou-se nas células normais (PBMC), que o
[6]-G apresentou viabilidade de 76,03 = 2,33 % a 21,67 + 2,33 % entre as concentragdes de
1,5625 a 100 pg.mL™, respectivamente, enquanto a Dox (0,3 pg.mL™) apontou sobrevivéncia
de 18,68 + 2,90 %, indicando que o [6]-G apresentou efeitos menos tdxicos que a Dox em
células normais nas concentragbes de 1,5625 a 25 pg.mL?, uma vez que diferiram
estatisticamente da droga convencional, em contrapartida, as concentragdes mais altas do [6]-
G (50 e 100 pg.mL™?) ndo demonstraram diferir dos efeitos citotoxicos obtidos na Dox. Foram
observadas diferencas estatisticas nas células tumorais (S-180/HL-60) entre todas as
concentracdes testadas do [6]-G e a Dox (2,0 pg.mL™), para ambas as células, sugerindo efeito
citotoxico mais efetivo da Dox, verificou-se ainda que na cultura primaria (S 180) as
concentracdes menores (1,5625, 3,125, 6,25 pug.mL™) e maiores (50, 100 pg.mL™?) n&o diferem
estatisticamente entre si, assim como, as concentragdes menores (1,5625, 3,125 pg.mL™) e
maiores (25, 50, 100 pg.mL™?) da linhagem HL - 60 (Figura 3).

Figura 3 - Viabilidade celular avaliada pelo ensaio MTT em células PBMC, S-180 e HL-60
apos 72 h de exposicdo. Valores representam a media * erro padrao (SEM) de trés experimentos
independentes. p <0,05 quando comparadas ao 2CN, "Dox (PBMC: 0,3 ug.mL*; S-180/HL-60:
2 ug.mL™) e concentragdes ©1,5625; 93,125; ©6,25; f12,5; 925; "50 e 1100 pug.mL* do [6]-G. CN:
células ndo tratadas. CL 50: concentracdo que indica 50% de inibicdo; IC: intervalo de
confianga; R? coeficiente de determinacido. ANOVA seguido de Tukey (mltiplas
comparagdes) pos-teste de sentido Unico.
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A concentragdo letal (CL 50) aponta melhor eficiéncia do [6]-G na linhagem HL-60
(1,14) e cultura priméria S-180 (5,73), demonstrando capacidade na reducdo da viabilidade
celular tumoral, entretanto, em células normais PBMC (11,18) foi necessario CL 50 maior para
atingir 50% de inibicdo, tais informagdes indicam uma possivel seletividade do [6]-G frente a

inibicdo das células tumorais avaliadas.

3.4 Efeitos toxicos do [6]-G e controles em A. cepa

Os efeitos toxicos do [6]-G em raizes de A. cepa, avaliados por meio de parametros
macroscopicos (numero e crescimento radicular). Observou-se reducdo do tamanho de raizes
durante o tratamento com [6]-G de forma dependente da concentracdo. As raizes do CN
apresentaram comprimento medio de 18,11 £+ 0,22 e 19,17 = 0,22 mm ap0s 24 e 48 h,
respectivamente, entretanto, no tratamento com [6]-G, em todas as concentracdes testadas
houve diminuic&o significativa dependente da concentracdo quando comparada ao CN (p < 0,05),
0s menores valores das mensuragdes radiculares foram de 5,93 £ 0,15 mm em 24 h, e 4,68 +
0,17 mm em 48 h na maior concentracdo (40 pg.mL?). O sulfato de cobre reduziu
significativamente (p < 0,05) o comprimento radicular em relagcdo aos grupos tratados com [6]-
G, os quais, por outro lado, apontam retardo no crescimento das raizes pelo aumento da
concentracdo, sugerindo um efeito toxico nesse sistema teste. O tratamento dos bulbos de A.
cepa com [6]-G implicou ainda em reducdo significativa do nimero médio de raizes nas
concentragdes mais altas (20; 40 pg.mL™) no tempo de 24 h, quando relacionadas ao CN no
mesmo periodo de exposic¢do. O CP reduziu significativamente o nimero médio de raizes em
relacdo aos grupos tratados com [6]-G, em ambos os tempos (24 / 48 h), exceto na maior
concentracdo 40 pg.mL™ no periodo de 48 h ndo apresentou diferenca significativa quando
relacionada ao CP em igual periodo de tempo, indicando elevada inibi¢cdo do nimero das raizes
(Figura 4).
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Figura 4 - (A) Namero médio de raizes A. cepa L em 24 e 48 h. (B) Comprimento médio (mm)
de raizes A. cepa L. em 24 e 48 h. Os valores sdo médias + erro padrdo (SEM) (n = 5,
cebola/concentracdo); p < 0,05 significativamente diferente entre as concentracdes e controles
no mesmo periodo de tempo, quando comparado ao 2CN; °CP (CuSOa); 5pug.mL™; “10ug.mL”
1-e20pug.mL*; f40pug.mL™ com exposicdo de 24 h e 48 h. ANOVA seguido de one way, post

test Tukey (multiplas comparacdes).
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3.5 Efeitos citotdxicos do [6]-G em A. cepa

A exposicdo da regido meristematica de A. cepa ao [6]-G aumentou o namero de células
na fase da intérfase, levando a uma reducéo no indice de fase durante a divisdo celular (préfase,
metéfase, anafase e telofase), e assim, limitando a frequéncia do indice mitético (IM) em todos
os grupos testados (5, 10, 20, 40 pg.mL™), verificou-se diminuic&o significativa do IM de forma
dependente da concentragcdo quando comparada ao CN (p < 0,05), sobretudo nas maiores
concentracdes (20 e 40 pg.mL™?). No entanto, o CP apresentou mais efeitos citotoxicos do que

0 [6]-G, ao evidenciar reducdo significativa em ambos os tempos de tratamento (Tabela 1).
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Tabela 1 - Perfil do indice (%) de fases (IF) e mitético (IM) de células meristematicas de raizes
de Allium cepa (n=5) expostas ao [6]-G ap0s o periodo de 24 - 48h.

Tratamentos iF (%) IM (%)
24h Interfase Préfase Metafase  Anéfase Telo6fase
CN 44,20+0,6 44,32+0,47 5,18+0,32 3,48+0,22 2,82+0,16  55,80+1,36
CP (CuSO4)  83,58+0,69° 9,30 +0,96? 3,32 #0,318 2,30+0,15* 1,50+0,10* 16,42+0,69?
[6]-G
5 ug.mL? 49 44+1,07% 40,02+1,27% 4,52+0,31 3,5040,30 2,40+0,12  50,44+0,69%
10 pg.mL? 52,34+1,33%c 38,60+0,65% 3,92+0,27 2,9440,34 1,94+0,11 47,40+0,98%
20 ug.mL? 56,92+1,22%cd 35 4241 04%c 3 48+0,35 2,3240,27 1,86+0,23  43,08+1,22%cd
40 ug.mL*  60,32+3,89%° 32 66+3,87P% 3,26+0,31° 2,14+0,20 1,62+0,16 39,68+3,9%«
48h
CN 40,34+0,76 47,36+0,46 5,34+0,42 3,78+0,21 3,18+0,21 59,66+1,70
CP (CuSO,) 87,68+0,70% 6,26 +0,65° 2,90 £0,24® 1,88+0,14* 1,36+0,10*° 12,40+1,47?
[6]-G
5 ug.mL*? 50,98+1,12%® 39,76+1,35%® 4,02+0,16 3,0840,13 2,16+0,11  49,02+1,12%®
10 pg.mL? 53,94+0,90%¢ 37,64+0,76® 3,78+0,19 2,7440,28 1,90+0,14  46,26+0,82%®
20 ug.mL? 58,04+0,84%cd 34 76+0,77%% 3 32+0,47 2,1440,23  1,74+0,11  41,96+0,84%cd
40 pg.mL? 61,86+4,27%cd 3D 06+4,24%cd 2 7240,37° 1,86+0,19 1,50+0,15 38,1444 27

Os valores sdo médias + erro padrdo (SEM) calculados a partir da porcentagem do indice de fases IF=Nf/Nt x 100
e mitético IM=Nm/Nt x 100 considerando (n= 5000células/concentracdo); p <0,05 significativamente diferente
(na mesma mesma fase de divisao celular) , quando comparado ao 2CN (Agua desclorada); °CP (Sulfato de Cobre);
5ug.mL?; 910ug.mLY; €20ug.mL Y f40ug.mL ! no periodo de 24/48h de tratamento. ANOVA seguido de one
way, post test Tukey (maltiplas comparacGes).

3.6 Mutagenicidade do [6]-G em A. cepa pela frequéncia de aberracGes cromossdmicas

(AC) em mitose

A frequéncia de AC (Tabela 2) em células meristematicas de A. cepa tratadas com [6]-
G nas menores concentracOes testatas revelou dados ndo significativos (p > 0,05) quando
relacionadas ao CN. As AC (fragmentos cromossdmicos, cromossomos soltos e atrasos
anafasicos) aumentaram significativamente na concentragdo de 40 pg. mL™, em ambos
periodos de tratamento, quando comparadas ao CN, sugerindo que a exposi¢do acima de 40
pug.mL? do [6]-G em células de A. cepa induz efeitos genotoxicos. A frequéncia de
mutagenicidade ndo foi evidenciada em 5, 10 e 20 pg. mL™, entretanto, a concentragio mais

alta (40 pg.mL™?) indicou efeito mutagénico.
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Tabela 2 - Aberragdes cromossomicas (AC) em mitose e frequéncia de mutagenicidade (FM)
em células meristematicas em raizes de Allium cepa expostas a [6]-G, no periodo de 24-48 h.

Tratamentos AC (%) FM (%)
24h Pontes Fragmentos Cromossomos Atrasos
anafésicas cromossémicos soltos anafésicos
CN 0,00+0,00 0,07+0,04 0,03+0,03 0,07£0,04 0,00£0,00
CP (CuSO0a4) 2,68+0,172 2,69+0,272 5,85+0,152 5,71+£0,132 0,38+0,022
[6]-G
5 ug.mL? 0,00+0,00° 0,08+0,04° 0,04+0,04° 0,15+0,07° 0,00+0,00°
10 pg.mL? 0,00+0,00° 0,08+0,05° 0,08+0,05° 0,33+0,05° 0,00+0,00°
20 ug.mL? 0,04+0,04° 0,360,05° 0,27+0,08° 0,460,072 0,00+0,00°
40 yg.mL? 0,20+0,05" 0,510,123 0,40+0,06%¢ 1,46+0,06% 0,10£0,042
48h
CN 0,00+0,00 0,66+0,40 0,03+0,03 0,10£0,04 0,00£0,00
CP (CuSO04) 4,04+0,192 3,94+0,452 8,32+0,562 8,13+0,422 0,82+0,042
[6]-G
5 ug.mL*? 0,00+0,00° 0,20+0,06° 0,12+0,05° 0,24+0,04° 0,00+0,00°
10 pg.mL? 0,00+0,00° 0,34+0,11° 0,17+0,04° 0,47+0,04° 0,00+0,00°
20 ug.mL*? 0,04+0,04° 0,57+0,06° 0,28+0,08° 0,57+0,05° 0,00+0,00°
40 pg.mL? 0,31+0,03" 1,47+0,05 2bcde 0,84+0,03® 1,68+0,09%cde 0,29+0,032

Os valores sdo médias * erro padrdo (SEM) calculados a partir da frequéncia de aberragcGes cromossémicas em
mitose AC=Nac/Nm x 100 e mutagenicidade FM=Nmi/Nt x 100 considerando (n= 5000células/concentragio); p
<0,05 significativamente diferente (entre concentracfes testadas/mesma coluna) , quando comparado ao *CN
(Agua desclorada); °CP (Sulfato de Cobre); ®5ug.mL™; 910ug.mL™; 20pug.mL*; f40pug.mL ™ no periodo de 24/48h
de tratamento. ANOVA seguido de one way, post test Tukey (multiplas comparacGes).

O perfil fotomicrografico expde o0 esboco das células meristematicas de A. cepa tratadas
com [6]-G, foram encontradas células no estagio de intérfase (A) e fases normais de divisao
celular por mitose como profase, metafase, anafase e teléfase (B - E), alem de apresentar
diferentes aberracdes cromossémicas (F - 1), dentre as quais se destacam ponte cromossémica
em anéafase, cromossomos soltos, fragmentos e atrasos cromossdmicos, além da presenca de
micronucleos (J), tais anormalidades séo resultantes do tratamento com [6]-G, onde a exposicao
em concentragdes crescentes, 5 - 40 pg.mL™* (J - M) evidenciou maior niimero de aberragdes
cromossdmicas e células em intérfase nas concentragdes mais elevadas, fatores atrelados a

inibicdo do crescimento radicular, reducdo do indice mitdtico e aumento da genotoxicidade

(Figura 5).
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Figura 5 - Perfil fotomicrogréfico de células meristeméticas de A. cepa. Fases da divisdo
celular: Intérfase (A), profase (B), metafase (C), anafase (D), tel6fase (E). Anormalidades
cromossGmicas: ponte cromossdmica em anafase (F), fragmentos cromossémicos (G), atrasos
cromossdmicos (H), cromossomos soltos (I) e micronucleo (J). Tratamento [6]-G: 5 pg.mL"
Y(K); 10 pg.mL (L); 20 pg.mL™ (M); 40 ug.mL* (N). Aumento de 40X.

4 DISCUSSAO

No ensaio A. salina, a menor concentragéo testada do [6]-G (5 pg.mL™) ndo exibiu efeito
toxico frente aos nauplios, entretanto, os efeitos da toxicidade foram observados nas
concentragdes acima de 10 ug.mL™? (Figura 2), uma vez que houve reducdo significativa da
sobrevivéncia dos nduplios quando expostos a crescentes concentragdes do [6]-G. Cabe
enfatizar, que os compostos bioativos sdo frequentemente toxicos em altas concentracoes,
especialmente em relacdo ao material genético (TEDESCO et al., 2015). Estudos de letalidade
em A. salina podem ser utilizados como bioensaio preliminar, rapido e simples para testar

extratos de plantas e compostos organicos que, na maioria dos casos, correlacionam-se
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razoavelmente bem com as propriedades citotoxicas e antitumorais (MCLAUGHLIN;
ROGERS; ANDERSON, 1998; NUNES et al., 2006; OZCELIK; KARTAL; ORHAN, 2011).

A toxicidade observada no estudo pode ser associada a mecanismos oxidativos, estudos
apontam que o potencial terapéutico do [6]-G pode ser atribuido a sua estrutura quimica
(GHASEMZADEH; JAAFAR; RAHMAT, 2015), pois ha medida em que 0s gingerois e seus
derivados neutralizam radicais livres, tornam-se metabolicamente instaveis e facilmente
oxidados em radicais fenoxi, quinonas metiladas ou quinonas (GAN et al., 2013 ; MASON;
THOMPSON, 2014 ). As quinonas sdo frequentemente formadas a partir de precursores
fendlicos (BOLTON et al., 2000) e participam de ciclos redox enzimaticos e/ou nao-
enzimaticos (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016), podendo gerar EROs, causar danos
celulares e induzir a apoptose, caracteristicas de importéncia para agentes antitumorais
(BOLTON et al., 2000; VALDERRAMA et al., 2008).

Os efeitos citotoxicos de inUmeros compostos naturais, assim como o limiar de
sobrevivéncia celular em linhagens tumorais e normais podem ser avaliados pelo método MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio), o qual € baseado na capacidade
da enzima desidrogenase, presente nas células metabolicamente ativas, clivar os anéis tetrazolio
do MTT e formar cristais formazan de cor violeta, insolaveis em solu¢bes aquosas (BUCH et
al., 2012). Consequentemente, o numero de células metabolicamente ativas é proporcional a
quantidade de cristais de formazan produzidos (MOSMANN, 1983). O [6]-G tem potencial
antitumoral, foi observada citotoxicidade do composto pelo método MTT, apontando
interferéncia significativa na viabilidade de células normais (PBMC) e tumorais (S-180/HL-60)
(Figura 3) quando relacionadas aos grupos ndo tratados.

Esses resultados corroboram com outras pesquisas. Estudos in vitro relatam que o
emprego de diferentes concentracdes de [6]-G no tratamento de células tumorais apontaram
respostas promissoras na inducdo apoptotica e reducdo da viabilidade em linhagens de
carcinoma cervical HeLa (25 - 175 pg/mL), célon LoVo (5 - 15 pg/mL), pancreas PANC 1 (5
- 20 uM), glioblastoma U87 (10 - 100 uM) e leucemia K562, U937 (10 - 200 uM)
(CHAKRABORTY et al., 2012; LIN; LIN; TSAY, 2012; KIM; KIM, 2013; LEE et al., 2014;
RASTOGI et al., 2014; RADHAKRISHNAN et al., 2014).

E importante relatar, que no estudo, o [6]-G apresentou menos impacto na reducéo da
viabilidade de células normais (PBMC), de forma contréria ao observado paraa DOX que é um
potente antibidtico de antraciclina e amplamente utilizado para o tratamento de tumores,
entretanto, esta relacionada na indugéo de toxicidade em tecidos saudaveis (SIMUNEK et al.,

2009), como observado no estudo, devido as consideraveis implicagfes citotdxicas nos grupos
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tratados com a droga convencional doxorrubicina (Dox) nas concentracdes de 0,3 e 2,0 ug.mL"
! para PBMC e S-180/HL-60, respectivamente. O S-180 é uma neoplasia pouco diferenciada,
sendo uma das células tumorais mais utilizadas para investigac6es relacionadas com atividade
anticancerigena in vivo, in vitro e ex-vivo (LIMA et al, 2014; XIE et al, 2014; FERREIRA et
al, 2015). Modelos com sarcoma sdo fundamentais para o entendimento da biologia molecular
do céncer, uma vez que os sarcomas sdo distinguidos por aberracdes moleculares como
mutac0es, delecdo intergenes, amplificacOes de genes e translocagdes (QUESADA; AMATON,
2012).

Os efeitos tdxicos do [6]-G também foram avaliados em raizes de A. cepa, teste indicado
para avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de varios compostos
quimicos e naturais (RANK et al., 2002). Sua toxicidade foi observada pelo pardmetro
macroscopico (nimero e crescimento radicular) de forma dependente da concentracdo, em
ambos os periodos de tempo (24/48 h) (Figura 4). O atraso no crescimento das raizes, bem
como a inibi¢éo do crescimento radicular e o aparecimento de raizes murchas representam uma
resposta a acdo de agentes citotoxicos (ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES,
2017). A inibicdo do crescimento das raizes geralmente se relaciona com a atividade
meristematica apical (WEBSTER; MACLEOD, 1996), inibicdo da sintese protéica (SETH et
al., 2007) e alongamento celular durante a diferenciacdo (FUSCONI et al., 2006). O efeito
fitotoxico observado na germinacdo e alongamento da radicula aponta relevante sensibilidade
e se complementam no que se refere aos efeitos bioldgicos em organismos vegetais (YOUNG
et al. 2012; ADEYEMO; FARINMADE, 2013).

A analise do ciclo celular permite determinar a atividade citotoxica de compostos pela
frequéncia da divisdo celular (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009). O [6]-G também
induziu citotoxicidade em A. cepa pela observacdo microscépica do aumento do nimero de
células na fase da intérfase, levando a uma reducdo no indice de fase durante a divisao celular
(profase, metafase, anafase e telofase), (Tabela 1) e assim, limitando a frequéncia do indice
mitdtico (IM). Em todos os grupos testados (5, 10, 20, 40 pg.mL™?), verificou-se diminuic&o
significativa do IM de forma dependente da concentracdo quando comparada ao CN, sobretudo
nas maiores concentracdes (20 e 40 pg.mL™). A citotoxicidade do [6]-G foi observada em
linhagens tumorais de c6lon humano (LoVo), observaram reducéo significativa da viabilidade
celular de forma dependente da dose (LIN; LIN; TSAY, 2012).

A reducdo do IM pode ser devido ao aprisionamento de uma ou mais fases mitoticas ou
abrandamento da taxa de progressao celular (YUET-PING et al., 2012), os dados indicam que

grupos tratados com [6]-G apresentaram um acumulo de células em divisdo na préfase, que
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pode ser uma indicacdo de bloqueio no processo final da profase. Uma reducdo de 50% no IM
quando comparado com NC é um valor limitante, este é o chamado valor limite citotdxico
(SHARMA, 1983), a reducdo <50% induz a um efeito subletal e <22% causa um efeito letal
(MESI; KOPLIKU, 2013). A exposicédo ao [6]-G demonstrou efeito subletal nas concentracdes
entre 10 a 40 pug.mL? no periodo de 24 h, esta mesma resposta foi obtida em 48 h, sendo que
todas as concentragdes de [6]-G testadas implicaram subletalidade. A reducgéo da atividade
mitética pode ser devido a inibicdo da sintese do DNA ou ao blogueio na fase G2 do ciclo
celular, evitando que a célula entre na mitose (SUDHAKAR; NINGE; VENU, 2001). Também
pode ser devido a sintese de nucleoproteinas prejudicada e ao nivel reduzido de ATP para
fornecer energia para o alongamento do fuso, a dindmica dos microtibulos e 0 movimento
cromossomico (MAJEWSKA et al., 2003).

Além do efeito mitodepressivo, o0 tratamento apresentou uma serie de anormalidades
cromossdmicas durante o estagio da mitose, sendo registrado aumento gradual das
anormalidades cromossémicas (AC) associadas ao aumento das concentragdes (Tabela 2), o
principal efeito genotoxico do [6]-G foi encontrado no estadio de anafase-telofase, sendo que
as anormalidades mais comuns encontradas foram atrasos anafasicos > fragmentos
cromossdmicos > cromossomos soltos > pontes anafésicas, tais AC aumentaram
significativamente na concentragdo de 40 pug.mL™, em ambos periodos de tratamento, quando
comparadas ao CN, sugerindo inducédo de genotoxicidade nas células meristematicas expostas
a concentrag@es acima de 40 pug.mL™ do [6]-G.

As aberracdes cromossdmicas podem ocorrer por alteracdes na estrutura cromossdmica
ou no nimero de cromossomos, de forma natural ou como consequéncia da exposicao a agentes
fisicos ou quimicos (HOUK, 1992). As pontes e quebras cromossémicas observadas pela
exposic¢do do [6]-G, podem ser, de acordo com MARCANO et al. (2004) resultante da aderéncia
cromossOmica, esta aderéncia determina pontes cromossdmicas, uma vez que tendem a
permanecer unidos e, se separados, causam quebras cromossomicas. A ocorréncia de lesdo
nuclear pode ser devido a acdo inibidora de fitoquimicos na biossintese do DNA (AKANEME;
AMAEFULE, 2012). O atraso cromossdmico também observado em grupos tratados com [6]-
G decorre de atividade anormal do fuso, falhas na organizacdo e podem levar a formacdo de
cromossomos retardatarios (LERA; BURKARD, 2012; NEELAMKAVIL; THOPPIL, 2014).

O [6]-G também apresentou mutagenicidade pelo aumento da frequéncia de
microntcleos evidenciada em 40 pg.mL™. O efeito mutagénico pode ser observado por danos
ao DNA quando a molécula esta exposta a agentes mutagénicos, resultando em uma

fragmentagdo cromossdmica acéntrica (origem clastogénica) ou perda de cromossomos inteiros
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(aneugénica) que quando ndo reparados, o dano podera ser fixo e expresso em microndcleo
(MN) ap6s um ciclo de divisdo celular (FENECH et al., 1999; FENECH, 2000; RIBEIRO,
2003; SOUZA et al., 2013). Em pesquisa realizada por CHAKRABORTY et al. (2012),
alteracbes morfologicas foram detectadas em células HelLa (carcinoma cervical humano)
expostas ao [6]-G, incluindo morfologia nuclear alterada, condensacdo da cromatina e
fragmentacdo de células Hela, que tornaram-se mais evidentes com o aumentou da
concentracédo de [6]-G durante o tratamento.

Além dos eventos citogenéticos induzidos pelo [6]-G, também existem relatos de uma
série de alvos moleculares em varios estudos experimentais (in vitro/in vivo), incluindo a
reducdo de danos oxidativos em estruturas celulares (MDA, EROs, ONOO", NO2/NO3),
inducdo de enzimas antioxidantes (SOD, GSH, GSHP, CAT, GPx), inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias e mediadores (TNFa, IL-1p, IL6, IL8, SAAL, NO, iNOS, COX1/2), inducédo de
atividade pro-apoptética em células tumorais (aumento e reativacdo de p53, ativacdo de
caspases -3, 7, 8, 9, liberacdo de citocromo ¢, aumento da razio Bax:Bcl2, Bid, Noxa, p27<'P!,
p21°P1 miR27b, EROs, DR5, clivagem PARP 1), regulacdo do ciclo celular (interrupgéo do
ciclo GO/G1, S-G2/M), reducéo de ciclinas (A, B1, CDK1, Cdc25B e Cdc25C), supressao do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e diminuicdo da expressdao de
metaloproteinases de matriz (MMPs) (KARNA et al., 2012; LI et al., 2013; JIANG et al., 2013;
RASTOGI et al,, 2015; DONGARE et al., 2016; LI et al, 2017; VIPIN et al.,, 2017;
DANWILAI et al., 2017).

O gingerol, assim como seus derivados, demonstram atividade antitumoral frente a
diversas linhagens cancerigenas, em pesquisa realizada por LUNA-DULCEY et al. (2018), o
analogo semi-sintético SSi6, gerado apds modificacdo quimica da molécula de [6]-G, elevou
os efeitos citotoxicos seletivos em células MDA-MB-231 (cancer de mama), ao contrario da
molécula original de [6]-G, o SSi6 permitiu a autofagia seguida por apoptose independente de
caspase, a inducdo de EROs por SSi6 desempenha um papel fundamental na promocao de
autofagia e apoptose, modificacGes estruturais de compostos naturais podem ser uma estratégia
interessante para o desenvolvimento de drogas antitumorais.

Ao explorar a contribuicdo da polarizacdo de macrofagos e efeitos anticancerigenos
associados a [6]-G em modelo in vivo de carcinoma pulmonar induzido por uretano, verificou-
se que o tratamento com [6]-G suprimiu seletivamente os macréfagos M2, e elevou a
porcentagem de macr6fagos M1, além de uma reducdo no nimero e tamanho de linfonodos no
pulmdo. O [6]-G demonstrou reconfigurar macréfagos M2 em M1 devido & reducdo da

arginase-1, evitando a polarizacdo para o fendtipo M2, as células M1 exibiram niveis reduzidos
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de arginase-1 e EROs, além de niveis elevados de L-arginina e 6xido nitrico (NO) (YAO et al.,
2018).

LEE et al., 2011, ao avaliarem o efeito do [6]-G em linhagem humana de neuroblasto
(SHSYS5Y) exposta ao peptideo B-amiloide (AP 2s.35), um marcador neuropatologico para
doenga de Alzheimer, evidenciaram que o pré-tratamento com [6]-G (10 puM) reduziu
significativamente a citotoxicidade induzida por AP 2s-35, reducao dos niveis de malondialdeido
(MDA) e EROs, apontando supressdo dos danos induzidos pelo excesso de AP 25.35. Em
pesquisa realizada por HOSSEINI; SHAFIEE-NICK; MOUSAVI (2014), o extrato de gengibre
apresentou efeitos protetores contra a toxicidade induzida pela Dox em cardiomidcitos (H9c2),
sendo possivel verificar reducdo do nivel de peroxidacéo lipidica, EROs e supressao apoptotica
em H9c2 induzida pela Dox.

Os metabolitos secundérios das plantas, principalmente na forma de compostos
fendlicos e nitrogenados tém demonstrado exibir atividades antioxidantes e antitumorais
(MADHURI; PANDEY, 2009). Existem relatos de que o [6]-G pode gerar EROs em linhagens
tumorais linhagens de leucemia mieloide crénica (K562) e aguda (U937), levando a interrup¢éo
do ciclo celular G2/M, além da diminui¢do da expressdo das proteinas (ciclina B1, Cdkl,
Cdc25B e Cdc25C), pois altera o status oxidante celular, induzindo a geracdo de EROs
mitocondrial (RASTOGI et al., 2014).

Em circunstancias normais, o excesso de EROs pode ser eliminado pelos sistemas de
defesa antioxidante celular (HERRERO et al., 2008), entretanto, o H>O>, quando em excesso,
pode modificar bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou mutacdo do DNA, alteracdes de
outras biomoléculas (BARREIROS; DAVID, 2006; BLOKHINA et al., 2003), além de
atravessar facilmente as membranas celulares (HALLIWELL, 2006). As enzimas SodA e CttA
sdo essenciais para a neutralizacdo de EROs e manutencdo das células isentas de danos
mediados pelo estresse oxidativo (ISLAM et al., 2016). As SodsA catalizam o anido superoxido
02" em H203, o qual pode ser convertido em dgua (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015), sendo
a catalase uma enzima importante na protecdo celular, envolvida na catalise da reacdo de
decomposi¢do do H20, (HALLIWELL, 2006).

Os estudos ndo clinicos usados, nas condi¢des experimentais desenvolvidas permitiram
observar efeitos antitumorais para o [6]-G nos sistemas testes e concentracdes utilizadas,
possivelmente, associados a mecanismos citogenéticos indicativos de apoptoses, que podem ser

relacionados ao estresse oxidativo.
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5 CONCLUSAO

O [6]-G induziu toxicidade e citotoxicidade em A. salina e A.cepa em concentragdes >10
ug.mL?. A sua citotoxicidade também foi apontada em células do liquido ascitico e linhagem
HL-60 (leucemia promielocitica aguda), bem como em células mononucleadas de sangue
periférico (células normais), apresentando seletividade para células tumorais. A genotoxicidade
do composto foi observada em A. cepa, especialmente em 40 pg.mL™, pela formagio de
micronucleos, pontes, cromossomos soltos e em atrasos. Os dados indicam que 0s mecanismos
citogenéticos podem estar relacionados com a acdo antitumoral do [6]-G, como resultante de

provaveis efeitos oxidativos.
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QUALIS A2 - Biotecnologia

Resumo

O [6]-Gingerol ((S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-decanona) é uma substancia
fendlica que apresenta diversas propriedades farmacologicas, tais como acdo antioxidante,
antiemética, anti-inflamatéria e anticancerigena. O presente estudo avaliou os efeitos
antitumorais do [6]-Gingerol em células primarias de Sarcoma 180, assim como linfocitos de
sangue periférico de camundongos, com aplicacdo de biomarcadores citogenéticos indicativos
de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose. As células do liquido ascitico foram
tratadas com [6]-Gingerol nas concentragdes de 5; 10 e 20 pg.mL™* e submetidas aos ensaios
de citotoxicidade com azul de Tripan e cometa, bem como ao teste de micronicleo com
bloqueio de citocinese. A doxorrubicina (2 ug.mL™) e o peréxido de hidrogénio (10 mM) foram
utilizados como controles positivo. O [6]-Gingerol, nas concentrages de 10 e 20 pg.mL™,
apresentou citotoxicidade em células de Sarcoma 180 pela reducéo de viabilidade celular e dos
indices de divisdo celular, incluindo a apoptose e necrose. A genotoxicidade nas concentracfes
utilizadas foi pontuada pelo aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA nos grupos
testados. O [6]-Gingerol, emtodas as concentrac6es, ndo induziu mecanismos aneugénicos e/ou
clastogénicos (micronucleos) significativos em células de Sarcoma 180, entretanto, induziu
outras anormalidades nucleares, como pontes nucleoplasmaticas, brotos nucleares e apoptoses.
Os efeitos genotoxicos observados no cotratamento com H2O; (ensaio desafio) empregando
células neoplasicas e normais indicaram que o [6]-Gingerol pode induzir estresse oxidativo. Os
dados sugerem que o [6]-Gingerol é um candidato a formulac6es farmacéuticas antitumorais
devido sua citotoxicidade e por mecanismos citogenéticos associados com instabilidade
genética ocasionada por alteraces nucleares e especialmente por apoptose.

Palavras-chave: [6]-Gingerol, genotoxicidade, apoptose, Sarcoma 180.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Satude (2014), preconiza que cerca de 75 milhdes de pessoas
serdo acometidas com algum tipo de cancer até 2030, com previsdo de 17 milhGes de mortes
em todo o mundo. A ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer no Brasil é estimada para
cada ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2017). Muitos avancos terapéuticos foram alcangados
envolvendo os tipos mais comuns de cancer (mama, préstata, colon, pulmdo), no entanto,
tumores raros e heterogéneos de origem mesenquimal, tais como os sarcomas, progridem em
relacdo a compreensdo dos mecanismos do cancer (POST, 2012; TAYLOR et al., 2011,
POTTER; JONES; BARROTT, 2018).

Os sarcomas sdo relativamente mais comuns em criangas e adultos jovens, e classificam-
se em duas subcategorias principais (sarcomas de tecido mole e ¢sseo), que sdo amplamente
distribuidos no organismo (FRITZ, 2000; POST, 2012) e apresentam mais de 70 subtipos
(DEMETRI et al, 2010; BRIDGE, 2014), decorrentes de cartilagem, musculo, vasos
sanguineos, nervos e gordura (VODANOVICH; CHOONG, 2018). Na oncologia médica, cada
paciente acometido por sarcoma € um outlier (DEMETRI et al., 2010), e constituem <1% de
todas as neoplasias existentes em centros de tratamento, o que geralmente resulta em atraso no
diagnostico (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015). Modelos com sarcoma sdo fundamentais para
o0 entendimento da biologia molecular do cancer (QUESADA; AMATON, 2012; MARINO-
ENRIQUEZ, 2015), sendo o Sarcoma 180 (S-180) o mais utilizado em estudos experimentais
por apresentar alta taxa de disseminacdo e indice de proliferacdo, permitindo o estudo
comparativo no uso de substancias naturais e/ou sintéticas potencialmente tdxicas (WAL et al.,
2003; HUSAIN; VERMA, 2011; MARINO-ENRIQUEZ; BOVEE, 2016).

Com base nos trés diferentes estagios da carcinogénese (iniciagdo, promocgdo e
progressao), 0s agentes quimiopreventivos devem apresentar a capacidade de inibir, retardar ou
mesmo reverter 0 processo tumoral (MORAES; NETO; MENCK, 2012;
AMAWI; ASHBY; TIWARI, 2017). O desenvolvimento de terapias antitumorais tais como
cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotoxica e métodos de tratamento seletivo aumentaram
consideravelmente a sobrevivéncia ao cancer (KEMP, 2015; ALIMBETOV et al., 2018).
Embora a quimioterapia convencional ofereca muitos avangos terapéuticos, ainda apresenta
limitacGes graves, considerando o desenvolvimento de resisténcia, eficacia limitada contra uma
série de tumores sélidos, efeitos adversos, intolerancia e ndo seletividade (MINKO et al., 2013;
MUGGIA; KUDLOWITZ, 2014).
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A administragdo de fitoquimicos quimiopreventivos em pequenas doses tende,
sobretudo, a afetar células cancerigenas e células tronco-cancerigenas (CSCs), aumentando
ainda mais o estresse celular, levando a danos irreversiveis (TANVEER; FATHI; GUY, 2011;
PRATHEESHKUMAR et al., 2012; PATIL et al., 2015), especialmente por geracao terapéutica
de espécies reativas de oxigénio (EROs) que ocasionam apoptose em células cancerigenas
(RASTOGI, 2014). Por outro lado, as alteracdes induzidas por fitoquimicos em células normais
podem ser toleradas sem afetar sua resposta fisiologica (TANVEER; FATHI; GUY, 2011),
indicando assim, a importancia de estudos com outras substancias candidatas a agentes
antitumorais.

Produtos naturais geralmente apresentam a¢cdes multidirecionadas com efeitos colaterais
minimos, tornando-os candidatos ideais para a terapéutica do cancer (PATRIDGE et al., 2016;
SHANMUGAM et al., 2017). Estudos experimentais abordados por DE LIMA et al. (2018)
apontaram que o fitoquimico [6]-Gingerol ([6]-G), presente no rizoma do gengibre, apresentou
efeitos anti-proliferativos em testes in vitro empregando linhagem tumoral cervical (HeLa,
CaSki, SiHa) (RASTOGI et al., 2015); leucémica (K562, LAMA84, JURLMKZ1, U937, HL-60,
NB4) (RASTOGI et al., 2014); hepatica (HepG2) (IMPHENG et al., 2015) e glioblastoma
(U87) (LEE et al., 2014), tais linhagens cancerigenas demonstraram sensibilidade ao aumento
de EROs durante o tratamento com [6]-G, acarretando supressao do crescimento e inducao
apoptotica.

O emprego de biomarcadores citogenéticos para avaliar a atividade mutagénica/
genotoxica de compostos naturais e sintéticos possibilita a analise de instabilidade genética
(ROTHFUSS et al., 2011; VANDAMME, 2015), em tecidos/células normais e tumorais, sendo
amplamente utilizado o teste de micronucleo (MN) para detectar alteracdes citogenéticas como
clastogenicidade, aneugenicidade e outras anormalidades nucleares indicativas de morte
celular (KANG et al.,, 2013; UNO et al.,, 2015). O ensaio de cometa também contribui,
inicialmente na avaliacdo de genotoxicidade por rupturas na cadeia de DNA (CORCUERA et
al., 2015), bem como, danos oxidativos (DAVISON, 2016). Dessa forma, o estudo teve como
objetivo avaliar, em modelo ndo clinico as possiveis acbes antitumorais do [6]-G, por
mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose
em cultura primaria de S-180, com aplicacdo de ensaios de viabilidade celular e de

biomarcadores citogenéticos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e produtos quimicos

A substancia isolada [6]-Gingerol (Ci7H2604) (PubChem CID: 442793), segundo 0
fornecedor, apresentou grau de pureza > 98% (HPLC) ( 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 Laboratorios
S.A. (Sé@o Paulo, Brasil); enquanto que o peréxido de hidrogénio (H.0:) foi adquirido da
Dindmica Quimica Contemporénea LTDA (S&o Paulo, Brasil). A Dox foi utilizada em uma
Unica concentracdo (2 pg.mL™, solubilizada em agua destilada). O H,O, foi preparado a uma
concentracdo final de 10 mM (diluido em &gua destilada).

2.2 Analise cromatografica do padréo sigma [6]-G

A substéncia padrdo [6]-G foi analisada por técnicas acopladas como HPLC-DAD, LC-
MS. Para 0 analise preparou-se uma solugio de 10 pg.mL™* em metanol 95% do padrdo. A
analise por HPLC-DAD foi realizada em cromatografo de alta eficiéncia (CLAE),
SHIMADZU®, modelo LC-20 A. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis com arranjo de
diodos (DAD), modelo SPD- M20, coluna C18 Phenomenex Luna, 5 pm (250 x 4,60 mm) em
gradiente MeOH:H,0 (5-100% MeOH).

Os espectros de LC-HRESIMS foram obtidos utilizando um sistema Thermo
Instruments MS (LTQ XL / LTQ Orbitrap Discovery) acoplado a um sistema de HPLC Thermo
Instruments (detector Accela PDA, amostrador automatico Accla PDA e bomba Accela). Foram
utilizadas as seguintes condic@es: tensdo capilar 45 V, temperatura capilar 250 °C, taxa de fluxo
de gas auxiliar 10-20 unidades arbitréarias, taxa de fluxo do gas da bainha 40-50 unidades
arbitrarias, voltagem de pulverizacédo 4,5 kV, faixa de massa 100-2000 amu (resolu¢do maxima
30000). O sistema de HPLC foi executado usando uma coluna C18 analitica SunFire (5 pm,
100 A, 4,6 x 150 mm), com um gradiente de 0,1% de acido férmico em H20: acido férmico

0,1% em MeOH 0 - 100% em 30 min, com uma taxa de fluxo 1 mL.min™.
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2.3 Preparacgdo da amostra teste

O [6]-Gingerol foi solubilizado em DMSO a 10% e posteriormente diluido em agua
destilada até obter-se as concentragdes de 5, 10, 20 pg mL?, escolhidas previamente em testes
de viabilidade celular em células ndo neoplasicas com CL50 de 11,18 pg.mL e em células de
Sarcoma 180 com IC de 5,73 pg.mL?, sendo posteriormente utilizadas nos ensaios CMBN,
cometa e cotratamento com H20,. Cabe enfatizar que tais concentra¢cBes também foram
relatadas em estudos de atividade antitumoral (CHAKRABORTY et al., 2012; LIN; LIN;
TSAY, 2012).

2.4 Cultura priméria de Sarcoma 180

As células do liquido ascitico de camundongos com S-180 foram obtidas da cavidade
peritoneal (UFPI, #167/16). Apos 10 dias da inoculacéo, o liquido ascitico, contendo células
tumorais, foi removido por pungédo na cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as células
de S-180 foram contadas em camara de Neubauer (0,5 x 10° células/mL) e incubadas em meio
de cultura RPMI1640 (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),

mantidas em estufa a 37°C, por 72h, concomitantemente com as substancias teste e controles.

2.5 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primaria de S-180

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de exclusdo por azul de
Tripan, de acordo com STROBER (2015). Apds 72 horas de tratamento com as substancias
teste e controles, 90 pL da suspensio de células (0,5 x 10° células/mL) foram retirados das
culturas e acrescidos de 10 pL do azul de Tripan. As células ndo viaveis foram contadas com o
auxilio da camara de Neubauer em microscopia de contraste de fase com o aumento de 400 X,
por sua coloracdo azulada, sendo consideradas como células mortas. Em contraste, as células
viaveis ndo apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades de expulsarem o azul de

Tripan.
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2.6 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado de acordo com FENECH (2007), com adaptac¢des. 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 pL de suspensdo celular de S-180 (0,5 x 10° células/mL). Em cada frasco de cultura foram
acrescidas as solucdes teste e controles. As células foram incubadas por 44 ha 37°+ 1 °C. Apds
este periodo, foram adicionados as culturas 6 pg.mL™ de Citocalasina B (Sigma, St. Louis,
MO), retornando os frascos a incubacdo por mais 28 h. Ao final de 72 h, 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 centrifugacdo apds
a adicdo 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 suspenséo celular foram gotejadas sobre laminas,
as quais foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos. As ldaminas, previamente
codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de microscopio oOptico (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 +2(M2)
+3(M3) +4(M4)) IN, onde M1-M4, representa o namero 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 equacdo: IDNC = (Ap + Nec +
M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4))/N*,onde Ap representa o namero de células em apoptose; Nec,
0 numero de células em necrose; M1-M4, o nimero de células viaveis com 1-4 nucleos; e N*,

0 numero total de células viaveis e nao viaveis, de acordo com FENECH (2000).

2.7 Ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por SPEIT;
ROTHFUSS (2012). Aliquotas de 10 pL de suspensdo celular de S-180 (0,5 x 10° células/mL)
foram homogeneizadas com agarose de baixo ponto de fusdo 0,75% (90 L) e colocadas sobre
laminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em seguida, as laminas foram mergulhadas
em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adicdo de 1%
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Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. Ap0s esse periodo, as
ldminas foram incubadas em tampé&o 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 laminas foram neutralizadas com tampao
Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solucgdo de prata. As laminas foram analisadas quanto ao
perfil fotomicrogréfico das células (aumento de 400X em microscopio Optico) 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 = X (niimero 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.

2.8 Estudo de mecanismo para genotoxicidade pelo cotratamento com H2O: (ensaio

desafio)

Avaliou-se no experimento o envolvimento do estresse oxidativo como mecanismo para
a inducao de genotoxicidade de acordo com LUZ et al. (2013). Para tanto, aliquotas de 10 puL
de suspenséo celular de S-180 / sangue periférico (0,5 x 10° células/mL) foram misturadas com
uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusdo 0,75% (90 pL) e colocadas sobre laminas
pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em seguida, as laminas foram expostas ao [6]-G (5,
10, 20 pg.mL™), isoladamente e em cotratamento com H,0O2 (10 mM), por 5 minutos. Depois,
as laminas foram mergulhadas em solucdo 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.
Apos este procedimento, procedeu-se a continuacdo do ensaio cometa, conforme o topico

anterior.

2.9 Analise estatistica

A fim de determinar as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a média
+ desvio padrdo foram comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma e 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 0s

estudos foram realizados em triplicata, a partir de avaliaces bioldgicas independentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Anélise cromatografica do padrao sigma [6]-G

O cromatograma do HPLC-UV e o espectro de massas HRESI-MS s&o apresentados
nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. O pico em 25.22 minutos mostrou UV do gingerol tendo
absorcdo maxima de UV em 279 nm e um ombro em 230 nm. A molécula protonada [M+H]*
apresentou fon em m/z 295.1919, ion aducto [M+Na]* em 317.1734 e um ion dimero sodiado
[2M+Na]* em m/z 611.3531 identificado como [6]-G.

Figura 1 - Cromatograma no modo analitico em gradiente liner em 254 nm e espectro de UV
do padréo [6]-G (A), espectro de massas do [6]-G (B).
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3.2 Avaliacao da citotoxicidade do [6]-G pelo ensaio de exclusdo de azul de Tripan

O [6]-G, nas concentragBes de 5, 10; 20 pg.mL?, assim como a Dox (2 pg.mL?)
interferiram de forma significativa na viabilidade celular da cultura primaria de S-180, o [6]-G
apresentou 1Cso de 4,24 pg mL?, IC: 3,29-5,48 e R?=0,856 (Figura 2), indicando efeitos
citotoxicos pela reducdo das células viaveis, em comparacdo ao CN. Ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as maiores concentragdes (10; 20 pg.mL™) que apresentaram
reducdo significativa da viabilidade em relacdo a menor concentracio (5 pg.mL™?). Verificou-
se ainda, que a concentracdo de 20 pg.mL™ foi tdo citotdxica quanto a Dox, sendo possivel

observar elevacao significativa da citotoxicidade com o aumento da concentragéo do [6]-G.

Figura 2 - Citotoxicidade do [6]-G pela determinacdo da CLsg e viabilidade celular pelo ensaio
de excluséo por azul de Tripan em S-180 apos 72 h de exposicdo. Valores representam a media
+ erro padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. Dox: 2 ug.mL"
1 [6]-G (5; 10 e 20 pg.mL™). ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey. ? p<0,05
comparado ao grupo CN, ° p<0,05 comparado ao grupo Dox e ¢ p<0,05 comparado ao grupo 5
pg.mL™.

100 -
+ -

e 79.75+5.86 CL50: 4,24 pg.mL™*"

= 80 l R?: 0,856

D

(&)

D

=} 60 —

< 46.25+2.78ab

= e

= 40 - 28.00+3.48abc

K= —

> 17.50+1.70ac

= 207 10.25+1.70a

= I

(0] T T T

CN D ox 5 10 20

3.3 Efeitos genotdxicos do [6]-G em cultura priméria de S-180 através do ensaio cometa

Na avaliacdo da genotoxicidade, o tratamento com [6]-G, induziu o aumento do indice
de danos em células tumorais (S-180) de forma dependente da concentracdo. Mesmo diferindo
estatisticamente do CN, apresentou efeito genotdxico menor quando comparado a Dox (Figura

3A). Em relacdo a frequéncia de danos, também verificou-se genotoxicidade pelo aumento
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significativo em todas as concentragdes do [6]-G em relagdo ao CN, enquanto que apenas a
maior concentragdo induziu efeito similar a Dox. Foi observado ainda diferenca significativa
entre a menor (5 pg.mL™) e maior concentragdo (20 pg.mL™?) dos grupos tratados com [6]-G

para frequéncia de danos (Figura 3B).

Figura 3 - Genotoxicidade do [6]-G em cultura priméaria de S-180 ap6s 72 h de exposicdo. A:
indice de Danos. B: Frequéncia de Danos. Valores representam a média + erro padréo de quatro
experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. Dox: 2 pg.mL™. [6]-G (5; 10 e 20
pg.mL™?). ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey. @ p<0,05 comparado ao grupo
CN, P p<0,05 comparado ao grupo Dox, ¢ p<0,05 comparado ao grupo 5pg.mL*e ¢ p<0,05
comparado ao grupo 10 pg.mL™,
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O perfil fotomicrografico (microscopia dptica 400X) expde o esbogo das células
primarias de S-180 tratadas com [6]-G, sendo possivel evidenciar diferencas entre 0s grupos
em relacdo aos tipos (classes) de danos ao DNA (Figura 4). As células tumorais de S-180
expostas ao [6]-G apontaram danos crescentes de acordo com a elevacgéo da concentragdo, dessa
forma verificou-se nos distintos tratamentos, niveis de dano 1 e 2 (5 pg.mL™?); 2 e 3 (10 pg.mL"
1: 3 e 4 (20 ug.mL™), sendo que o [6]-G apresentou similaridade de danos com o grupo tratado

com Dox, especialmente na maior concentragéo (20 pg.mL™), pela frequéncia dos danos 3 e 4.
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Figura 4 - Perfil fotomicrogréafico de genotoxicidade do [6]-G em cultura priméria de S-180
no ensaio cometa. A: células sem tratamento. B: dox (2 pg.mL™?) C: [6]-G 5 ug.mL?. D: [6]-G
10 ug.mL2. E: [6]-G 20 pug.mL™. F: Dano 0 (D0). G: Dano 1 (D1). H: Dano 2 (D2). I: Dano 3
(D3). J: Dano 4 (D4). Apoptose (AP). Coloracdo com nitrato de prata. Aumento de 400X.

3.4 Avaliacao de um dos possiveis mecanismos genotoxicos do [6]-G em cultura primaria

de S-180 e sangue periférico de camundongos

Na analise do indice de Danos (ID), verificou-se que as concentracdes testadas do [6]-
G induziram genotoxicidade em células de S-180 e células ndo tumorais de camundongos
saudaveis (Figura 5). Os danos genotoxicos ocasionados pelo [6]-G em S-180 nas duas maiores
concentracdes (10 e 20 pg.mL™1) foram similares ao observado no grupo H20, estas também
diferiram quando comparadas ao CN. Entretanto, o cotratamento com H2O2 em células de S-
180, o [6]-G ampliou significativamente os danos induzidos pelo H202, em células de SP, esse

efeito foi observado na maior concentragdo.
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Figura 5 - Genotoxicidade do [6]-G em cultura priméaria de S-180 e sangue periférico (SP) de
camundongos sem alteracfes neoplasicas em cotratamento com peroxido de hidrogénio, por
mecanismos associados ao estresse oxidativo. A: Indice de Danos. B: Frequéncia de Danos.
Valores representam a média + erro padrdo de trés experimentos independentes. S-180. SP:
sangue periférico. CN: células ndo tratadas. H202: Perdxido de hidrogénio (H202) (10 mM).
[6]-G (5; 10 e 20 pg.mL?). ANOVA, Two-way, seguido de pos-teste de Tukey. ? p<0,05
comparado ao grupo CN, ° p<0,05 comparado ao grupo H20; e # p<0,05 comparado ao grupo
S-180 na mesma concentragio, ~ p<0,05 comparado ao [6]-G sem H.O, na mesma
concentragéo.

A B
CNT cNd
# —i#
a0 /- - I
202 Va# H202 1 Ha
5 gmL'l- ab 5 Lt I, - - b
pny- .m 1
Hab ug —ab#
1 /N - 1 [N
5 pg.mL "+ H202 1 Jab#* 5ug.mL " + H202 1 Law
E
®
-+ | g ., |, - :
10 yg.mL Yab (5 10 yg.mL "4 ab
B
4 /N, - - b * 3 /N - 2
10 yg.mL ~ + H202 Sab g+ 10 yg.mL " + H202 1 i
20 yg.mL™ ‘ * :
ug- ~Hab 20 pg.mL —ab
1 T - > ¢ B N ¢
20 pg.mL "+ H202 Hap s 20 yg.mL "+ H202 1 ax
a "
T T T 1 T T T T 1
Q 0 Q 0 Q
A0 o o0 30 N o Q i Q @Q
indice de danos ao DNA Frequéncia de danosao DNA (%)
B0 [Jsp B0 [se

Em células normais (SP), o [6]-G induziu toxicidade em todas as concentragdes testadas
no ID, sendo que, em cotratamento, a menor concentracdo apresentou efeitos de modulacéo dos
danos oxidativos do H20,, e ampliou os danos do H.O2 nas duas maiores (10 e 20 pug.mL™).
Diferencas entre SP e S-180 referente aos danos genotdxicos foram observadas no CN para
H20>, assim como, no cotratamento em todas as concentra¢fes. Na avaliacdo da frequéncia de
danos (FD), o [6]-G demonstrou acdo genotodxica similar ao H20 para o S-180 apenas na maior
concentracdo, entretanto, no cotratamento, todas as concentracdes ndo diferiram dos dados
obtidos para 0 H>O», em células de SP também ocorreu inducdo genotdxica observada pela
diferenca estatistica com o CN, entretanto, de forma ndo similar ao H2O2. Em contrapartida, 0s
grupos cotratados ndo diferiram dos dados obtidos para H20.. Diferengas de resposta para danos
oxidativos em células de S-180 e células ndo neoplasicas foram observadas no CN e [6]-G

apenas na menor concentragéo.
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3.5 Efeitos antitumorais do [6]-G em cultura priméria de S-180 avaliado pelo teste de

micronucleos com bloqueio de citocinese

Na avaliacdo dos efeitos antitumorais do [6]-G (Tabela 1), os dados apontam que a
substancia ndo induziu efeitos mutagénicos pela formacdo de micronicleos em células de S-
180 quando comparado ao CN, porém, verificou-se aumento significativo na formacéo de
pontes nucleoplasmicas e efeito similar a Dox na maior concentragdes (20 pg.mL™), assim
como, elevacdo significativa no nimero de brotos nucleares, nas concentracdes de 10 e 20
ug.mL?, as quais, ndo diferiram dos resultados obtidos para Dox. O [6]-G induziu
citotoxicidade em células tumorais de S-180 pela reducgdo do indice de diviséo celular (IDN),
sobretudo na concentragdo maior (20 pug.mL™) e pelo indice de divisdo nuclear considerando
apoptose e necrose (IDNC). As concentracdes de 10 e 20 pg.mL™ quando comparadas a Dox,

ndo divergiram estatisticamente.

Tabela 1 - Mecanismos citogenéticos do [6]-G avaliados em células de S-180 apds 72h de
exposicdo indicativos de efeitos antitumorais, por meio do teste de micronucleos 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 1.58+£0.2 1.62+0.04
Dox
36.50 + 0.35° 35.5+3.53° 17.0+1.41° 1.14+0.03* 1.12 +0.02%
2 ug.mL?
[6]-Gingerol
5 ug.mL? 2.00 + 0.41° 4.00 + 2.80° 5.50 + 0.70° 1.49+£0.07° 1.19+ 0.032P
10 pg.mL* 450 +0.70° 18.50 + 0.70%¢ 15.50 + 2.12% 1.41 +0.02% 1.16 + 0.005*
20 pg.mL? 4.50 +0.70° 31.50 * 2.123cd 17.00 + 2.82% 1.18 = 0.06* 1.12 +0.03%

Valores representam a média + erro padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células néo tratadas.
Dox: *. [6]-G (5; 10 e 20 pg.mL™?). ANOVA, One-way, seguido de pos-teste de Tukey. # p<0,05 comparado ao
grupo CN, ° p<0,05 comparado ao grupo DOX, ¢ p<0,05 comparado ao grupo 5 pug.mL-, ¢ p<0,05 comparado ao
grupo 10 pg.mLL. IDN = (M1 +2(M2) +3(M3) +4(M4)) /N, onde M1-M4, representa o nimero de células viaveis
com 1-4 ndcleos e N*, o nimero total de células viaveis. IDNC = (Ap + Nec + M1 + 2(M2) + 3(M3) +
4(M4))/N*,onde Ap, representa o nimero de células em apoptose; Nec, o nimero de células em necrose; M1-
M4, o nimero de células vidveis com 1-4 nlcleos; e N*, o nimero total de células viaveis e ndo viaveis

A Figura 6 apresenta o perfil fotomicrografico (microscopia Optica 1000X) das
alteracdes citogenéticas observadas em células de S-180 tratadas com [6]-G. A analise
fotomicrogréfica reafirma os resultados obtidos para danos citogenéticos e acao citotoxica do

[6]-G frente a células primarias de S-180, sendo possivel evidenciar aumento dos indices de
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brotos nucleares e pontes nucleoplasmicas, além do potencial citotoxico, evidenciado pela
presenca de celulas apoptoticas. Esses dados apontam que o [6]-G induz alteracBes nucleares
além de atividade antitumoral por inducdo de citotoxicidade, especialmente por apoptose. Cabe
ressaltar que as alteragdes induzidas pelo [6]-G foram similares a Dox, sobretudo na maior
concentragéo.

Figura 6 - Perfil fotomicrografico (microscopia Optica -aumento de 1000X) de células S-180
tratada com [6-G] (5, 10 e 20 pg.mL™) no teste CBMN indicativos de efeitos antitumorais. Seta
preta em A: brotos nucleares. Seta branca em A: ponte nucleoplasmica. Seta em B: ponte
nucleoplasmica. Seta preta em C: necrose. Seta branca em C apoptose. Setaem D: microntcleo.
Seta em E: apoptose. Seta em F: apoptose. Coloracdo com Giemsa 5%.
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O aumento da concentracéo do [6]-G induziu proporcionalmente na elevagdo do nimero

de apoptoses em células tumorais (S-180), verificou-se ainda, que as concentragdes maiores
(10; 20 pg.mL™Y) ndo diferiram entre si, além de demonstrarem efeitos citotdxicos similares a
Dox em S-180, no entanto, os dados referentes a necrose indicaram auséncia significativa de
lesBes necrdticas quando comparado com o CN (Figura 7).
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Figura 7 - Efeitos antitumorais do [6]-G por apoptose e necrose em cultura priméaria de S-180
apos 72h de exposicdo. Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. S-180. CN: células néo tratadas. Dox: 2 ug.mL?. [6]-G (5; 10 e 20 pg.mL™).
ANOVA, One-way, seguido de pds-teste de Tukey. ? p<0,05 comparado ao grupo CN, ® p<0,05
comparado ao grupo Dox na mesma semana de tratamento.
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4 DISCUSSAO

O [6]-G é uma substancia candidata a agente antitumoral por mecanismos associados a
citotoxicidade, como observado no ensaio de exclusao por azul de Tripan com cultura primaria
de S-180 (Figura 2), onde verificou-se reducéo significativa da viabilidade celular (IC50 de
4,24 pg.mL™Y), especialmente na concentracdo maior (20 pg.mL?), de forma similar ao
antineoplasico doxorrubicina (Dox). Esses dados corroboram com outros estudos sobre o0s
efeitos antitumorais do [6]-G (LIN; LIN; TSAY, 2012; IMPHENG et al., 2015; BERNARD;
MCCONNERY; HOSKIN, 2017) e com levantamento bibliogréafico realizado por DE LIMA et
al. (2018), no qual, em revisdo sistematica acerca de estudos experimentais com o [6]-G,
apontou reducdo da viabilidade no tratamento de células tumorais (RASTOGI et al., 2015;
ZHANG et al., 2017), assim como, inducao apoptética em linhagens de carcinoma cervical (25
- 175 pg.mL1), célon (5 - 15 pg.mL™), pancreas (5 - 20 uM), mama (2 - 10 uM), glioblastoma
(10 - 100 uM) e leucemia (10 - 200 uM) (LEE et al.; 2008; CHAKRABORTY et al., 2012;
LIN; LIN; TSAY, 2012; KIM; KIM, 2013; LEE et al., 2014; RASTOGI et al., 2014;
RADHAKRISHNAN et al., 2014).
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Dentre os mecanismos propostos para a morte celular mediada pela Dox, destaca-se 0
aumento do estresse oxidativo, tal acdo deve-se em funcéo do grupo quinona da Dox, que pode
ser oxidada a um radical semiquinona através da adi¢do de um elétron (MINOTTI et al., 2004;
SCHIMMEL et al., 2004), os radicais semiquinona reagem rapidamente com o oxigénio para
gerar superéxido e peréxido de hidrogénio, causando danos ao DNA e morte celular, a Dox
também age como um quelante de ferro, onde o complexo Dox-ferro catalisa a conversdo do
per6xido de hidrogénio em radicais hidroxila altamente reativos (WALLACE, 2003;
OLIVEIRA et al., 2004).

O estudo da citotoxicidade se destaca como um método de rastreio com alto rendimento,
estratégico na avaliacdo de linhagens tumorais e normais expostas a agentes anticancerigenos,
possibilitando o estudo de numerosas substancias em curto periodo de tempo (SINGH et al.,
2016). A acdo citotoxica do [6]-G em células tumorais também foi evidente pelo efeito
inibitorio da viabilidade em linhagem de adenocarcinoma colorretal humano (HCT-15) com
IC50 de 29 pg (KUMARA et al., 2017), além de promover caracteristicas antitumorais e pro-
apoptoticas verificadas em linhagem cancerigena de colon humana (HCT-116) tratada com 150
e 200 uM de [6]-G, levando a reducdo da taxa de crescimento celular em 22% e 28%,
respectivamente.

O [6]-G também inibiu células viaveis em SW480 (17%), HT-29 (28%), LoVo (13%) e
Caco-2 (8%) em concentracdes de [6]-G acima de 200 uM. Estudos também apontam que o
[6]-G induz parada do ciclo celular nas linhagens de cancer de cdlon com aumento da fase Gl
e reducdo da fase S da mitose (LEE; CEKANOVA; BAEK, 2008). Atividade anticancerigena
da maioria dos produtos naturais geralmente atua via regulacdo da funcdo imunologica,
induzindo apoptose ou inibindo a proliferacdo celular (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).
Entretanto, substancias isoladas de origem alimentar, a exemplo do [6]-G, devem ser
submetidas a analise do potencial toxicogenético (LI et al., 2017), em tecidos normais e
tumorais afim de verificar possiveis alteracdes citogenéticas (UNO et al., 2015) e analisar
rupturas na cadeia de DNA (CORCUERA et al., 2015) e danos oxidativos (DAVISON, 2016).

O tratamento de células tumorais (S-180) com [6]-G conforme exposto nas Figuras 3A
e 3B apontaram inducdo de genotoxicidade pelo aumento do ID de forma dependente da
concentracio, e do FD, especialmente em 20 pg.mL*com significativa similaridade com a Dox.
Cabe enfatizar que na versdo alcalina do ensaio cometa os danos detectados podem ser
associados a quebras de fita simples e/ou duplas, sitios alcali-labeis e danos oxidativos
(QUINET et al.,, 2017). Em estudo realizado por LIN; LIN; TSAY (2012), utilizando
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linhagens tumorais de c6lon humano (LoVo), o [6]-G pode induzir além da parada do ciclo
celular na fase G2/M, elevados niveis de EROs e fosforilagdo de p53.

A geracdo de EROs induzida por [6]-G é conhecida por elevar danos ao DNA em células
cancerigenas (OYAGBEMI; SABA; AZEEZ, 2010), como observado em células de leucemia
mieloide cronica (K562) e aguda (U937) (RASTOGI et al., 2014). Danos ao DNA causados
tanto por agentes externos quanto por processos enddgenos podem sobrecarregar 0 mecanismo
de reparo funcional do DNA, podendo causar instabilidade genética com a formacdo de
mutacfes (GOODMAN; WOODGATE, 2013; ALEXANDROV; STRATTON, 2014; NOTTA
et al., 2016; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).

O [6]-G induziu danos genotoxicos em células de S-180 e em células ndo tumorais
de sangue periférico (SP) de camundongos saudaveis (Figura 5), especialmente nas duas
maiores concentracdes, de forma similar ao observado para o H20,. Esses dados apontam
possiveis similaridades na producdo de estresse oxidadivo. Em cotratamento com 0 H202. em
células de S-180 o [6]-G ampliou os danos oxidativos induzidos pelo perdxido, indicando
efeitos oxidativos e/ou pro-oxidativos, entretanto em SP esses efeitos foram observados
apenas na maior concentragao.

O H:03, apesar de ndo ser um radical livre, € uma espécie com alto potencial reativo,
uma vez que participa da reacéo de geracédo do radical hidroxil (OH"), que possui potencial acdo
deletéria e constitui no mais reativo dos radicais, pois pode alterar a estrutura celular que se
encontre proxima, o H.O» ainda difere dos radicais livres pela maior estabilidade e capacidade
de atravessar as membranas celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004)

A supressdo de EROs utilizando fitoquimicos € crucial para a quimioprevencdo do
cancer, e a0 mesmo tempo, também foram reconhecidos como agentes indutores de EROs em
uma ampla variedade de células cancerigenas (WANG; Y|, 2008), as quais apresentam niveis
elevados de EROs (particularmente H20-), e sdo adaptadas para sobreviver sob estas condices.
Alguns fitoquimicos perturbam ainda mais esse “equilibrio”, elevando a quantidade de EROs
para niveis letais, levando a ativacdo de varias vias e a apoptose em células neoplasicas. Alguns
antioxidantes fenolicos atuam como pro-oxidantes em certas circunstancias (pH elevado com
altas concentragdes de ions de metais de transicdo e O2), que favorecem o inicio de seu processo
de auto-oxidacdo (YORDI et al., 2012).

No estudo com o H>O; foi possivel evidenciar diferencas estatisticas de genotoxicidade
pelo aumento do indice de danos entre células de S-180 e SP de camundongos saudaveis no

controle negativo, no controle positivo e nos cotratamento de com o H20, enquanto que esse
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efeito foi observado na frequéncia de danos apenas no controle negativo e na menor
concentracdo do [6]-G. Em comparagdo com as células normais, as células tumorais apresentam
os niveis de EROs aumentados (WANG; Y1, 2008), tais condi¢fes ndo sdo prejudiciais as
células tumorais, uma vez que contam com um sistema antioxidante enddgeno robusto que
atenua o estresse oxidativo para proliferar (MITTLER, 2017).

Ainda por mecanismos oxidativos o [6]-G pode induzir desestabilizacdo lisossomal,
assim como a mitocondrial, causando danos a cadeia de transporte de elétrons, levando a
producdo de EROs, o que induz ainda mais danos no DNA (YANG et al., 2010). A
desestabilizacdo lisossomal e mitocondrial tem sido reconhecida como uma caracteristica do
dano celular induzido pelo estresse oxidativo (GUICCIARDI et al., 2001; MARTINS et al.,
2015; CHEN; LIU; MA, 2016; PLOTEGHER; DUCHEN, 2017). Diversos estudos apontam
que o acumulo de EROs derivadas de lisossomos e mitocdndrias € um importante fator para
mecanismos de morte celular por apoptose e autofagia (NAKANISHI; WU, 2009; ZHANG et
al., 2016; TSUBONE et al., 2017). Também existem relatos de que a exposicdo de celulas
cancerigenas a fitoquimicos induz uma resposta sustentada ao dano do DNA que pode levar a
morte celular por apoptose (RAJEMDRAN et al., 2011; AZQUETA,; COLLINS, 2016).

As alteracBes por mecanismos citogenéticos podem levar a morte celular por apoptoses
e/ou necroses, como observado em celulas submetidas ao teste CBMN (SISENANDO et al.,
2011; MILIC et al., 2015). O [6]-G ndo induziu efeitos clastogénicos e aneugénicos pela
formacdo de micronucleos em em células de S-180 (Tabela 1). Entretanto, existem relatos,
contrarios ao observado no estudo, onde o [6]-G em concentragGes de 5,8 a 11,7 pug.mL* induz
0 aumento na frequéncia de micronucleos em células de HepG2 (YANG et al., 2010), os efeitos
mutagénicos dependem do organismo teste ou concentracdo/dose utilizada (ZEIGER, 2003;
KING et al., 2007; YANG et al., 2011).

Entretanto, efeitos mutagénicos e instabilidade genética do [6]-G foram observados pelo
aumento de pontes nucleoplasmicas na maior concentragdo (20 pg.mL™), assim como, na
formac&o de brotos nucleares, com aumento significativo em 10 e 20 pug.mL?. As pontes
nucleopldsmicas podem ocorrer por meio de rearranjos (cromossomos dicéntricos,
cromossomos de anel e cromossomos envolvidos em associacdes teloméricas), onde 0s
cromossomos sdo puxados para os polos opostos durante a anafase (CORNELIO et al., 2014).
A presenca de brotos nucleares esta ligada a fragmentos cromossémicos (LINDBERG et al.,
2007), como um mecanismo para eliminar 0 excesso de cromossomos em um processo em
resposta a aneuploidia (MANSILLA; BATALLER; PORTUGAL, 2009), bem como apés a
quebra de pontes nucleoplasmicas (FENECH et al., 2011).
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Vale ressaltar que lesdes ao material genético podem levar a formacdo de rearranjos
cromossomicos (delecdes, duplicacGes, inversdes e translocacdes) (MORGANELLA et al.,
2016, NIK-ZAINAL et al., 2016). Portanto, a instabilidade gendémica desempenha um papel
critico na iniciacdo e progressdao do cancer, com a presenca de aneuploidia, tetraploidia,
cromossomos soltos ou fragmentados (POTAPOVA; ZHU; LI, 2013; FEGURSON et al.,
2015), predispondo a formacdo de micronlcleos (CRASTA et al., 2012; MACKENZIE et al.,
2017).

Os mecanismos citogenéticos observados em células tumorais de S-180 expostas ao [6]-
G pode ser relacionados com o nivel de citotoxicidade pela reducdo IDN e IDNC, especialmente
em 10 e 20 pug.mL?, de forma similar ao observado para a Dox (Figura 6), onde 0 aumento da
concentracdo do [6]-G influenciou na elevacdo do nimero de apoptoses em células tumorais
(S-180), nas concentracdes maiores, estas demonstraram efeitos citotdxicos similares a Dox em
S-180. Existem relatos de que o [6]-G induz a morte celular por autofagia e apoptose mediada
por caspase 3 e diminuigcdo da expressdo dos genes NF-kp, AKT e Bcl2 em linhagem Hel a,
por outro lado, houve aumento na expressdao de proteinas pro apoptoticas TNFa , Bax e
citocromo C (CHAKRABORTY et al., 2012). Para Wang et al. (2003), o [6]-G pode também
inibir a expressdo de Bcl-2 com posterior inducdo de apoptose em celulas de HL-60. Efeitos
apoptoticos do [6]-G também foram relacionados com liberacdo de catepsina D para o
citoplasma celular, precedendo a liberacdo do citocromo C mitocondrial com posterior inducao
de apoptose em células HepG2 apds tratamento com [6]-G (YANG et al., 2012).

Como relatado, o [6]-G apresenta efeitos antitumorais por inducdo de apoptoses (Figura
7). A morte celular programada € um procedimento chave no mecanismo de acdo dos agentes
quimioterapicos contra células tumorais (MALLICK et al., 2018; FERRARI et al., 2018;
HUNKE et al., 2018). Esse processo pode ser mediado por caspases, através da ativacdo de
receptores de morte na superficie celular, resultando na ativacdo da caspase-3 e 7. Quanto a via
mitocondrial, o Bcl-2 foi o primeiro inibidor da apoptose a ser descoberto, atuando pelo controle
dos procedimentos de permeabilizacdo de membrana mitocondrial, regulando a liberacdo do
citocromo C (ADAMS; CORY, 2018; STRASSER; VAUX, 2018).

Existem relados de associacdo entre a viabilidade celular e apoptoses com as EROs,
como descrito anteriormente. A exposicao da linhagem de glioblastoma humano (U87) ao [6]-
G demonstrou reducdo da viabilidade e aumento de apoptose em concentracdes de 10-100 uM,
tanto por meio da geracdo de EROs, quanto pelo aumento da expressao de proteinas pro-
apoptdticas (p53, Bax,) e clivagem da Bid ao passo que também foi verificado reducgéo do nivel
de proteinas anti-apoptoticas (cFLIP, Bcl-2, XIAP) (LEE et al., 2014). Em células tumorais
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SW-480 (cancer de colon) tratadas com [6]-G, observou-se clivagem significativa das pro-
caspases -8 e -9 e caspases efetoras -3 e -7 de forma dependente da concentragdo. Verificou-se
também clivagem da proteina PARP, que é um substrato de caspase-3. No tratamento das
células com 200 e 300 uM de [6]-G, a forma de 116-kDa da PARP foi fragmentada em 89-kDa,
confirmando uma apoptose mediada por caspase (RADHAKRISHNAN et al., 2014).

5 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstram a capacidade antitumoral
do [6]-G, por induzir citotoxicidade ao reduzir a viabilidade celular e limitar do IDN e IDNC
em S-180, bem como, aumento da genotoxicidade nas concentracédo de 5, 10, 20 ug.mL™. Os
efeitos genotoxicos foram associados especialmente a geracdo de EROs com similaridade aos
danos oxidativos induzidos pelo peroxido de hidrogénio. Esses danos indicativos de
instabilidade genética possivelmente ndo foram reparados, pois o [6]-G induziu alteragdes
nucleares do tipo pontes nucleoplasmicas e brotos nucleares, que culminaram em apoptose,
como observado pelo aumento significativo de apoptoses, especialmente nas duas maiores
concentracOes testadas. Os resultados apontam que o [6]-G tem efeitos antitumorais por
mecanismos citogenéticos com inducgéo de apoptose, sugerindo que a substancia tem potencial
antitumoral e pode ser usado em formulacdes para a terapia oncologica, apos a aplicacdo de

outros biomarcadores antitumorais.
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Efeitos antitumorais do [6]-Gingerol em carcinoma mamario induzido com 7,12-
dimetilbenzantraceno, em camundongos fémeas

Antitumor effects of [6]-Gingerol in mammary carcinoma induced with 7,12-
dimethylbenzanthracene, in female mice
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Resumo

Evidéncias cientificas sugerem que extratos e substancias quimicas isoladas do gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) apresentam atividades farmacologicas como antiproliferativa,
antiinvasiva, antiumoral e anti-inflamatéria. Apesar da eficacia dos antineoplésicos, estudos
apontam seletividade reduzida, efeitos colaterais e riscos de instabilidade genética em células
normais. O estudo avaliou o efeito antitumoral do [6]-Gingerol((S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-3-decanona) em murinos com carcinoma mamario, induzido por 7,12-
dimetilbenzantraceno, com aplicacdo de marcadores toxicogenéticos. Trés grupos de
camundongos fémeas (n=5), ndo gestantes, foram submetidas a inducdo do cancer de mama,
durante 11 semanas com o 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg.kg?, v.0.), e terapias com [6]-
Gingerol (10 mg.kg?, v.0.) e ciclofosfamida (25 mg.kg?, i.p.), por 3 semanas. A confirmagao
do carcinoma mamario foi realizada por analises histopatolégica e imuno-histoquimica para o
Ki-67. O grupo controle foi tratado com azeite de oliva (10 mL.kg?, v.0.). Ndo foram
observadas alteracGes hipocraticas e comportamentais durante a terapia como o [6]-Gingerol.
A substancia ndo induziu alteracbes hematoldgicas na série vermelha, no entanto, induziu
aumento de eosinofilos, como também alteracdes hepéticas, sendo observado aumento
significativo de alanina aminotransferase, contudo, verificou-se auséncia de alteracdes renais
(ureia e creatinina). Mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidade foram
observados pelo aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA, especialmente para o tecido
mamario. Em sangue periférico, os danos ao DNA foram reparados, de forma contraria ao
observado para ciclofosfamida. Efeitos antitumorais foram observados pelo aumento de
apoptoses na mama, com menos evidéncias em células ndo neoplasicas, em comparacdo a
ciclofosfamida. Os mecanismos citogenéticos estdo envolvidos nos efeitos antitumorais do [6]-
Gingerol, mas novos testes devem ser realizados para 0 seu uso na terapia do cancer.

Palavras-chave: [6]-Gingerol, cancer de mama, ensaio cometa, apoptose.
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais diagnosticada e a principal causa
de mortalidade por cancer no Brasil para o sexo feminino (INCA, 2017), representa a segunda
maior taxa de mortalidade entre mulheres americanas (SIEGEL et al., 2017), cerca de 41% das
pacientes diagnosticadas em idade acima dos 65 anos (BRAITHWAITE; DEMB,;
HENDERSON, 2016). Para o Brasil, estimam-se 59.700 casos novos de CM, para cada ano do
biénio 2018-2019, com um risco previsto de 56.33 ocorréncias a cada 100 mil mulheres (INCA,
2017). O CM € um problema de satde global que afeta mulheres e, em menor proporcéo,
homens (FERLAY et al., 2013) e apresenta impacto social que ndo pode ser negligenciado, uma
vez que aproximadamente 15 mil mortes s&o causadas no Brasil a cada ano (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Pacientes diagnosticadas com CM recebem tratamento multimodal, que envolve
modalidades padronizadas, como cirurgia, radioterapia e terapia medicamentosa, esta Gltima
consiste geralmente em terapia hormonal e quimioterapia, que depende principalmente da
morte de células cancerigenas por compostos citotéxicos (AKRAM et al., 2017; ELLIS et al.,
2017; GREENLEE et al., 2017; MASOUD; PAGES, 2017). Apesar das amplas opcoes
terapéuticas, os tratamentos do CM produzem muitos efeitos colaterais, que impactam
diretamente na qualidade de vida e no sucesso do tratamento (NOUNOU et al., 2015; ACS,
2016). Assim, faz-se necessario a busca por quimicos isolados ou combinados que reduzam os
efeitos colaterais (PERINI et al., 2018), sobretudo, de compostos citotoxicos, uma vez que,
células normais também sdo afetadas (SINGH et al., 2016).

As plantas terrestres sdo promissoras na terapéutica do cancer, devido a
muitos fitoquimicos que podem atuar seletivamente em células cancerigenas (SINGH et al.,
2016; KAUR et al., 2018) por bloguear a conversao metabdlica do pro-carcinogénico, além de
modular eventos celulares e de sinalizacdo envolvidos no crescimento, invasao e metastase de
celulas cancerigenas (SINGH et al., 2016; EFFERTH et al., 2017, OCHWANG’I et al., 2018).
Especiarias e seus constituintes bioativos, como 0s gingerois presentes no rizoma do gengibre
(Zingiber officinalle Roscoe) apresentam acao anticancerigena em tumores mamarios (LI et al.,
2017). O [6]-Gingerol ¢é a substancia majoritaria encontrado no rizoma (CHANG et al., 2015),
ao qual sdo reportadas acoes benéficas frente a eventos neoplasicos (JU et al., 2012).

Estudos pré-clinicos e clinicos concentraram-se no desenvolvimento de terapias eficazes
para pacientes com CM (SLETTA et al., 2017), o modelo de carcinogénese mamaria induzida

quimicamente por 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é importante na avaliagdo de agentes
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quimioterapicos (KEMP, 2015; ABBA et al., 2016). O DMBA ¢é um carcindgeno indireto que
requer ativagdo metabolica prévia por enzimas do citocromo P450 (CYP1Al e CYP1B1)
(ALVARADO et al., 2017), para formar o metabélito dihidrodiolepoxido (LISKA et al., 2011),
como iniciador tumoral em animais (MIYATA et al., 2001; WIINHOVEN et al., 2001) com
semelhangas as observadas no cancer humano (MIYATA, 2001).

Métodos combinados para avaliar a atividade mutagénica e genotoxica de compostos
naturais sdo de extrema importancia, uma vez que permite a analise de varios 6rgdos no mesmo
animal, além de avaliar diferentes parametros genéticos (ROTHFUSS et al., 2011). O ensaio
cometa demonstra capacidade para medir danos ao DNA (VASQUEZ, 2012), reparo
(COLLINS et al., 2009), e efeitos pro-oxidantes de varios compostos enddgenos e exdgenos
(ANDERSON; PHILLIPS, 1999) em tecidos sob condi¢@es fisiologicas normais ou tumorais.
Dessa forma, o estudo teve por objetivo avaliar os possiveis efeitos antitumorais do [6]-G, em
modelo animal para carcinoma mamario induzido quimicamente por DMBA, identificado por
andlises histopatoldgicas e imuno-histoquimica, com aplicacdo de marcadores citogeneticos e

monitoramento de alteragdes metabdlicas, comportamentais, bioquimicas, hematologicas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Produtos quimicos e preparacao das amostras

A substancia isolada [6]-Gingerol ([6]-G) (C17H2604) (PubChem CID: 442793) grau de
pureza > 98% (HPLC), foi adquirido por meio da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), assim como 0s demais produtos quimicos e reagentes necessarios para a realizacdo deste
estudo. A susbstancia isolada [6]-G foi solubilizada em DMSO a 10% e diluido em agua
destilada estéril até atingir a dose final de 10 mg.Kg™, sendo posteriormente utilizado no teste
in vivo, administrado oralmente em camundongos. A dose foi escolhida com base em estudos
prévios in vitro e ex vivo sobre efeitos toxicos e citogenéticos em linhagens tumorais e Sarcoma
180 de murinos (dados ndo mostrados). O DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno, Sigma-Aldrich)
foi dissolvido em azeite de oliva, e administrado oralmente na dose de 6 mg/kg/semana segundo
DE ALENCAR et al. (2018).
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2.2 Anédlise cromatogréfica do padrao sigma [6]-G

O composto padrdo [6]-G foi analisado por técnicas acopladas como HPLC-DAD, LC-
MS. Para o analise preparou-se uma solu¢io de 10 ug.mL? em metanol 95% do padrdo. A
analise por HPLC-DAD foi realizada em cromatografo de alta eficiéncia (CLAE),
SHIMADZU®, modelo LC-20 A. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis com arranjo de
diodos (DAD), modelo SPD- M20, coluna C18 Phenomenex Luna, 5 um (250 x 4,60 mm) em
gradiente MeOH:H.0 (5-100% MeOH).

Os espectros de LC-HRESIMS foram obtidos utilizando um sistema Thermo
Instruments MS (LTQ XL / LTQ Orbitrap Discovery) acoplado a um sistema de HPLC Thermo
Instruments (detector Accela PDA, amostrador automéatico Accla PDA e bomba Accela). Foram
utilizadas as seguintes condicdes: tenséo capilar 45 V, temperatura capilar 250 °C, taxa de fluxo
de gés auxiliar 10-20 unidades arbitrarias, taxa de fluxo do gas da bainha 40-50 unidades
arbitrarias, voltagem de pulverizacdo 4,5 kV, faixa de massa 100-2000 amu (resolu¢do maxima
30000). O sistema de HPLC foi executado usando uma coluna C18 analitica SunFire (5 pum,
100 A, 4,6 x 150 mm), com um gradiente de 0,1% de acido formico em H20: acido férmico

0,1% em MeOH 0 - 100% em 30 min, com uma taxa de fluxo 1 mL.min™.

2.3 Animais

Os animais utilizados no estudo foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias
Agrérias — 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 30 g, foram submetidas a aclimatacdo por uma
semana, sob condi¢cdes monitoradas de temperatura equivalente a 25 + 1°C, e um ciclo de 12
horas claro/escuro, com livre acesso a racdo tipo pellets (Purina®) e agua. Os animais foram
segmentados nos grupos: (1) Veiculo (azeite de oliva 10 mL.kg™, v.0.); (2) DMBA (6 mg.kg™,
v.0.); (3) [6] -G (10 mg.kg?, v.0.) e (4) ciclofosfamida (CPA) (25 mg.kg™, i.p.). O guia de teste
sobre toxicologia genética da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD n°489, 2014) foi utilizado para estabelecer a quantidade de animais, todos 0s
experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal do Piaui (#167/16, ANEXO E).
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2.4 Inducdo quimica do cancer de mama in vivo com o 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA)

Os animais foram separados em quatro grupos. O grupo 1 (n = 5), recebeu tratamento
com azeite de oliva (10 mL.kg?, v.0.) por 14 semanas; sendo 0s demais grupos expostos ao
DMBA (6 mg.kg?, v.0.), por 11 semanas. Os animais de todos os grupos foram pesados
semanalmente e a dose individual calculada baseada no peso (BARROS et al., 2013). A
formac&o do tumor foi monitorada durante 11 semanas, por apalpacgdes fisicas e mensuracao do
didmetro com o uso de um paquimetro digital. Apo6s a deteccdo do tumor mamario, 2 grupos
(n=5), tiveram a administracdo com DMBA interrompida e receberam terapia com [6]-G (10
mg.kg?, v.0.) e CPA (25 mg.kg?, i.p.), respectivamente, por 3 semanas. Ambas as linhas
mamarias foram dissecadas e submetidas a necropsia completa, apds o tratamento dos animais,
para avaliagdo macro e microscopica de neoplasias priméarias. O produto das resseccdes
mamarias e da necropsia foram encaminhados para exame macroscopico (com especial atencéo
a determinacdo das dimensdes e alteracbes a superficie de corte das pecas), fixacdo em

formalina 10% tamponada e processamento histotécnico automatico.

2.5 Avaliacao histopatologica e imuno-histoquimica para Ki-67

Os fragmentos de tecido mamario, para avaliacdo histopatoldgica, foram fixados em
formaldeido a 3,5% em tampédo fosfato (pH 7,6), adicionando solucdo de sacarose a 1% e
armazenados durante 12h a 4°C, até a sua utilizacdo. Processou-se a fixacdo durante 20h,
seguida por desidratacdo das pecas em diluicBes crescentes de etanol/agua (50, 70, 90 e 95%,
v/v). O material foi submetido a imersdo em xileno PA e lavados duas vezes em parafina, antes
da formacdo dos blocos em parafina (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976). Os blocos foram
seccionados (4 uM) em micrétomo e as sec¢des distendidas em laminas. Posteriormente, as
seccOes distendidas foram desparafinizadas em trés banhos sucessivos de xileno PA e
desidratadas em dilui¢bes decrescentes de etanol, conforme supracitado, as laminas seguiram
para coloracdo com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) onde, ap6s lavagem e
secagem, as laminas foram cobertas por laminulas com auxilio de balsamo do Canada.

A partir dos blocos confeccionados sec¢des de 3 um foram preparadas, conforme ensaio
histopatoldgica supracitado. Apos a desparafinacdo, a recuperacao antigénica foi realizada com
tampao citrato (pH 6,0), por 20 minutos a 95°C. A peroxidase enddgena foi bloqueada com 3%
de H20,, durante 10 minutos, para reduzir a ligacdo ndo especifica. Em seguida, as sec¢des

foram incubadas com anticorpo primario, Ki-67 (MIB-1, Dako), diluidos em diluente de
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anticorpo por 1h. Os locais de ligacdo ao anticorpo foram visualizados pela incuba¢do com
solugédo de diaminobenzidina-H>O> (DAB, Dako). Uma sec¢do de tecido normal (mama do
grupo tratado com azeite) foi utilizada como controle. A imunorreacdo foi analisada
semiquantitativamente nos tratamentos em triplicata, de acordo com os critérios estabelecidos
por VAN SLOOTEN et al. (1996), considerando a intensidade da coloragéo nuclear de 400
células, analisadas em microscopio (LEICA, S9APQO), de acordo com o seguinte score: 0-25%
de células marcadas (leve, +), 25-75% (moderada, ++) ou 75-100% (expressiva, +++) (DE
ALENCAR et al., 2018). Em todos os casos, a coloragio acastanhada nuclear foi adotada como
padréo para positividade da imunorreacédo (LI et al., 2015).

2.6 Monitoramento toxicoldgico durante a indugdo do carcinoma mamario e tratamento
com [6]-G

2.6.1 Analise metabolica e hipocratica

Para a investigacdo metabdlica os animais da linhagem Swiss, albinos com seis a sete
semanas de idade e pesando entre 25 a 30 g de todos os grupos (1) azeite (10 mL.kg™), (2)
DMBA (6 pg. Kg?), (3) CPA (25 mg.Kg?) e (4) [6]-G (10 mg.Kg?), foram alojados
individualmente em gaiolas metabdlicas de aco inoxidavel (32 x 25 x 36,5 cm), durante 14
semanas. Os animais receberam de forma livre racdo e H,O filtrada. Para estimar a taxa
metabolica, a quantidade de racdo ingerida, dgua consumida, miccdo e defecacdo foram
medidos 3 vezes por semana. Durante as semanas de tratamento, 0s animais experimentais
foram monitorados quanto as possiveis alteracdes da atividade geral, frénito vocal,
irritabilidade, resposta ao toque, contorcdo, reflexo de endireitamento, tdnus muscular, forca
para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, calda em straub,
hipnose, anestesia, lacrimacdo, ptose palpebral, miccao, defecacdo, piloerecdo, hipotermia,
respiracdo, cianose, hiperemia e morte, 30 minutos e 1h apds administracdo semanal das

substancias.
2.6.2 Campo aberto
Na avaliacdo do campo aberto foi utilizada uma caixa em acrilico (paredes transparentes

e piso preto, com diametro de 40 x 15 cm de altura), dividido em nove quadrados de iguais

dimens6es (ARCHER, 1973), na qual, ap6s 30 minutos e 1h de cada administracéo, cada animal
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foi colocado individualmente no aparato, sendo avaliado o nimero de cruzamentos com as
quatro patas pelas divisdes no piso 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 avaliacdo individual, foi realizada a assepsia do
equipamento com alcool 70%. O campo aberto foi realizado semanalmente.

2.6.3 Rota rod

A avaliacdo da coordenacdo motora e relaxamento muscular dos animais apés a
administracdo dos compostos foi realizada pelo teste rota rod, onde, ap6s o intervalo de 5
minutos dos animais serem testados no campo aberto, estes foram submetidos ao rota rod. Os
camundongos foram colocados com as quatro patas numa barra cilindrica giratoria, de aco
inoxidavel, com 25 mm de didmetro, a uma velocidade de rotacdo de 17 rpm, por um periodo
de 3 min. O tempo de permanéncia na barra em segundos (TP), e 0 nimero de quedas (NQ),
foram mensurados em triplicata (MACHADO et al., 2015). O rota rod também foi repetido a

cada semana.

2.6.4 Eutanasia e coleta dos 6rgéos

Ao final do tratamento, os animais foram sacrificados por sobredose de solugédo
anestésica (pentobarbital sédico + xilazina [1:1], i.p.). O coragdo, pulmao, figado, baco e rim
foram imediatamente separados em caixa de gelo. Os orgdos foram lavados com solugéo
tampao fosfato-salino (PBS, pH 7,4), pesados, encaminhados para avaliacdo genotoxica,
mutagenica e conservados em solucdo de formalina a 10%, por 24h para posterior manutencéo

em solucao de alcool 70%.

2.6.5 Analise hematoldgica e bioquimica

Na avaliacdo hematoldgica, o nimero de eritrocitos, teor de hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinados como séries vermelhas,
enquanto que o numero de leucocitos, neutrofilos, linfocitos, eosinofilos e mondcitos em séries
brancas, e plaquetas, a analise foi realizada em aparelho hematolégico automatico (Advia

120/HematologySiemens). Na analise bioquimica, o sangue proveniente da pulsdo cardiaca foi
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colhido logo ap6s eutanasia dos animais, e centrifugado a 4000 x g, durante 5 min (a 4°C). O
plasma foi submetido a uma andlise bioquimica automética, em aparelho Labmax 240, com Kits
comerciais Labtest®, para 0s parametros de ureia, creatinina, aspartato aminotranferase (AST)
e alanina aminotranferase (ALT).

2.7 Avaliacdo citogenética em modelo in vivo de carcinoma mamario induzido
guimicamente por DMBA e tratamento com [6]-G
2.7.1 Ensaio cometa em diferentes tecidos (sangue periférico caudal, figado, medula déssea e

mama direita)

Procedeu-se o0 ensaio cometa na versdo alcalina conforme descrito por SPEIT;
HARTMANN (2005). Aliquotas de 10 pL de sangue periférico caudal dos camundongos foram
coletadas durante a 12, 8% 92, 102 e 112 semanas de tratamento com DMBA e de forma continua
na 128 13% e 14 semana de terapia nos grupos [6]-G e CPA. Em seguida, foram
homogeneizados com agarose low melting point 0,75% (90 pL), o material foi espalhado sobre
laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. Além disso, aliquotas de 10 pL do macerado
dos tecidos figado, medula 6ssea e mama direita foram processados conforme supracitado. As
laminas foram mergulhadas em solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris,
pH 10 com adi¢do 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 laminas foram
neutralizadas com tampé&o Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com nitrato de prata. Os resultados
foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi calculado por
meio da féormula: ID = X (nimero 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.

2.8 Analise estatistica

A fim de determinar as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a média
+ desvio padrdo foram comparados por anélise de variancia (ANOVA), de duas vias, seguido
pelo teste de Tukey e T de Student (considerando valores de p<0,05 significantes), por meio do
programa GraphPad Prism (software intuitivo para a Ciéncia, San Diego, CA). Todos 0s

estudos foram realizados em triplicata, a partir de avaliagdes bioldgicas independentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Confirmacéo do padréo [6]-G por HPLC-UV e HPLC-ES-MS

O cromatogarama do HPLC-UV e o espectro de massas HRESI-MS séo apresentados
nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. O pico em 25.22 minutos mostrou UV do gingerol tendo
absorcdo maxima de UV em 279 nm e um ombro em 230 nm. A molécula protonada [M+H]*
apresentou fon em m/z 295.1919, ion aducto [M+Na]* em 317.1734 e um ion dimero sodiado
[2M+Na]* em m/z 611.3531 identificado como [6]-G.

Figura 1 - Cromatograma no modo analitico em gradiente liner em 254 nm e espectro de UV
do padréo [6]- G (A), espectro de massas do [6]-G (B).
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3.2 Monitoramento comportamental (atividade motora), metabdlico e peso de érgdos

N&o foram observadas alteracbes na atividade locomotora espontanea, bem como
autolimpeza e levantamentos no grupo veiculo (azeite de oliva -10 mL.Kg™), cabe enfatizar que
0 azeite de oliva foi utilizado para diluir e veicular o DMBA nos camundongos. Durante as 11
semanas para a inducdo do céancer de mama empregando o DMBA, verificou-se alteragdes
pontuais nos parametros comportamentais, especificamente no rota rod, pela reducéo do tempo
de permanéncia na barra giratéria na 5 e 11% semana, assim como aumento significativo do

namero de quedas na 112 semana, quando comparado com o grupo veiculo (azeite) (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliacdo comportamental e atividade locomotora de camundongos fémeas, durante
14 semanas de tratamento com azeite, 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e terapias quimicas
com ciclofosfamida (CPA) e [6]-G.

Parametros comportamentais e atividade locomotora

Grupos e semanas de

TN Campc_) aberto Rota rod
Cruzamento Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ
S1 83,2 + 20,6 50 +2,14 12,0+6,1 180,0 + 0,0 04+072
S2 81,0 16,8 14,4+30 24,0+74 1744+ 4.4 1,4+0,8
S3 83,6 + 33,4 11,4+51 24,0 +19,5 180,0 + 0,0 0,0£0,0
S4 57,2+9,44 140+2,9 168+2,1 1768+ 2,1 0,0+0,0
S5 55,0 + 14,8 12,6+6,1 12,8+6,2 180,0+0,0 0,0+0,0
) S6 522+214 98+4,0 13,6 +8,0 180,00 0,0+0,0
z’Aez'gl‘iL‘; S7 37,0+ 26,4 84+113 96+55 180,00 0,0+0,0
10mLkg? _S8 73,1+ 150 77+34 23,9+54 180,00 0,0+0,0
S9 80,0 +16,8 12,3+5,2 2717+75 180,0+0,0 0,0+0,0
S10 82,3+314 130+4,4 224+55 180,0+ 0,0 0,0+0,0
S11 56,5+ 12,0 89+23 23,6+75 180,0+0,0 0,0+0,0
S12 55,0+ 14,0 91+35 21,8+47 180,00 0,0+0,0
S13 55,2 + 20,1 132+5,1 185+55 180,00 0,0+0,0
S14 39,0 +27,0 11,2+5,1 14,0+ 45 180,00 0,0+0,0
S1 68,2 + 23,0 96+4,8 20,6 +59 177017 1,4+0,6
S2 82,0 + 30,0 158+6,1 27,2+46 176,0 + 2 04+0,2
S3 65,0 + 14,6 11,2+13 19,6 + 3,43 180,0+ 0,0 05+0,1
S4 76,8+ 11,3 158+7,5 19,4+ 10,6 176,6 + 1,6 06+0,1
S5 76,4+ 18,9 154 +13,9 20,4 +4,0 1742 + 3,18 08+0,3
6Dm'\gi§1 S6 62,2 % 24,3 11,4+47 26,6+ 12,1 180,0% 0,0 0,0 £0,0
S7 60,8+7,1 14.7+10,3 19,8+7,0 180,0+0,0 0,0+0,0
S8 63,0+58 10,3+4,5 23,7+73 180,0+ 0,0 0,0+0,0
S9 70,5+6,2 123+7,0 18,5+52 180,0+ 0,0 0,0+0,0
S 10 69,4 +39 134+37 193+4,3 180,00 0,0+0,0
S11 80,2 + 14,0 153+5,3 203+53 165,0 + 8,02 1,8+15°
CPA S12 54,6 + 18, 2 18,2+ 6,2 226+55 165,0 + 9,0° 43+11°
25 mgkg? 513 78,0+ 223 17,7+4,7 21,8+41 164,9 + 7,5° 1,8+0,2°
S14 68,2+ 18,3 203+97 32,0+63 177,711 1,8+0,1°
[6]-G S12 45,42 +10,24 13,71+ 1161 11,85+ 10,44 180,0 + 0,0 0+0
10mgkg' S13 47,71+ 6,36 12+553 13,57 + 6,77 180,0+0,0 0+0
S14 45 + 6,95 15,14 + 5,27 13,42+ 32 180,0 + 0,0 0+0

Os valores representam a média + desvio padrdo (n=5-7). [6]-G: [6]-Gingerol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA: ciclofosfamida. TP:
tempo de permanéncia. NQ = nimero de quedas. S: semana de tratamento. ANOVA (two way), p6s-teste de Tukey. Valores significantes de
p<0,05 comparado ao grupo azeite (a), CPA (b).
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No grupo que recebeu o tratamento com o antineoplasico convencional (CPA) ocorreu
no teste Rota rod reducéo do tempo de permanéncia na 122 e 132 semanas, além de aumento no
namero de quedas em todas as semanas de terapia com CPA. Néao foram observadas alteractes
na atividade locomotora e comportamental do [6]-G em relacdo ao grupo veiculo (azeite). Apos
a avaliagdo hipocratica (dados ndo mostrados), ndo foi observado atividade motora diminuida,
ataxia, perda do reflexo de endireitamento, alteracdes da frequéncia respiratéria, analgesia,
lacrimejamento, salivacao, perda da aderéncia, ptose palpebral e sinais de diminuicdo do ténus
muscular esquelético nos animais durante a inducdo do cancer de mama nas 11 primeiras
semanas, bem como nas 3 semanas subsequentes com o tratamento utilizando CPA e [6]-G.

Durante a avaliagdo metabolica (Tabela 2) ndo foram evidenciadas alteracdes
significativas no grupo [6]-G quanto ao peso corporal, consumo de racdo, consumo de agua,
micc¢do e defecacdo, quando comparadas ao grupo tratado com o veiculo (azeite). O DMBA e
a CPA ndo induziram alterac6es metabdlicas (dados ndo mostrados).

Tabela 2 - Perfil metabolico durante terapia com [6]-G durante as semanas 12, 13 e 14 em
camundongos Swiss fémeas e com o veiculo (azeite de oliva).

Parametros Grupos
Semana 12 Veiculo (azeite) [6]-G 10 mg.kg™*
Peso corporal (g) 27,55+ 3,30 26,49 £ 0,74
Consumo de racéo (g) 9,41 + 3,56 13,14+ 0,48
Consumo de &gua (mL) 18,92 + 7,66 24,3+0,5
Miccdo (mL) 1,85+1,49 2,5+0,2
Defecacdo (g) 2,83+0,88 3,3+1,59
Parametros Grupos
Semana 13 Veiculo (azeite) [6]-G 10 mg.kg*
Peso corporal (g) 27,10 £ 3,99 25,83+0,79
Consumo de ragéo (g) 9,09 +2,52 6,86 + 0,25
Consumo de agua (mL) 20,27 £ 7,68 23,3125
Micgdo (mL) 1,36 £0,79 0,5+0,0
Defecacéo (g) 2,77+ 1,02 4,67 £0,77
Parametros Grupos
Semana 14 Veiculo (azeite) [6]-G 10 mg.kg™*
Peso corporal (g) 26,28 £ 0,45 25,12+ 0,84
Consumo de ragéo (g) 12,43+ 1,58 5,12 £ 0,25
Consumo de &gua (mL) 23,11 +1,45 24,3+0,5
Micgdo (mL) 1,44 + 0,59 0,5+0,0
Defecacéo (g) 3,24+1,23 3,3+1,59

Os valores representam a média + desvio padrdo. [6]-G: [6]-Gingerol. (Teste T de Student).
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Em relacdo a mensuracdo do peso dos 6rgéos (figado, rins, coracao, pulmao, bago), ndo
foi observado nenhuma alteragdo significativa durante a terapia com DMBA, CPA e [6]-G em
comparacdo ao grupo veiculo (azeite) (Figura 2). Entretanto, houve um aumento significativo
no peso das mamas direita e esquerda dos animais tratados com DMBA em relagdo ao grupo
azeite. Observou-se ainda que tanto o grupo CPA quanto [6]-G reduziram de forma significante

0 peso das mamas direta e esquerda em relacdo ao grupo DMBA.

Figura 2 - Perfil do peso de 6rgdos de camundongos fémeas, apds 11 semanas de tratamento
com DMBA e terapia com CPA e [6]-G (12?8 13% e 142 semana). Valores representam a média
+ desvio padrédo (n = 5). [6]-G: [6]-Gingerol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA:
ciclofosfamida. # p<0,05 comparado ao azeite, ® p<0,05 comparado ao grupo DMBA, € p<0,05
comparado ao grupo CPA (ANOVA, duas vias, pés-teste de Tukey).
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3.3 Perfil macroscépico, histopatoldgico e imuno-histoquimico (Ki-67) em tecido mamario

de tratadas com DMBA e terapia com [6]-G

As mamas dos animais do grupo DMBA apresentaram caracteristicas de processos
inflamatorios, como aumento visual do tamanho, além disso, também foram observadas areas
mais vascularizadas. Os animais tratados com CPA e [6]-G, apresentaram reducdo no tamanho
das mamas, bem como reducdo da vascularizacdo em relacdo ao grupo com DMBA (Figura
3). A avaliacdo histopatoldgica e o perfil imuno-histoquimico da mama direita inguinal foi
realizada com todos os grupos tratados com DMBA, da mesma forma procedeu-se com aqueles

que receberam as terapias com [6]-G e CPA, e veiculo (azeite), a escolha da mama direita foi
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direcionada pelas caracteristicas macroscopicas, bem como por apresentar maior peso tecidual,
quando comparado a mama esquerda.
Figura 3 - Perfil macroscopico das mamas dos animais, apos indugdo do cancer com DMBA e

em terapia com CPA e [6]-G. CPA: ciclofosfamida. [6]-G: [6]-Gingerol. (A) Grupo veiculo
(azeite), (B) grupo com DMBA, (C) terapia com CPA, (D) terapia com [6]-G.
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3.4 Perfil hematoldgico e bioquimico apds inducao do cancer de mama e terapia com [6]-
G e ciclofosfamida

Ao final da terapia com [6]-G, ndo foram evidenciadas alteragdes hematoldgicas na série
vermelha, apenas na série branca, com um aumento significativo no nimero de eosinéficos
quando comparado ao grupo veiculo (azeite) (Tabela 3), observou-se ainda, alteracGes
bioquimicas para enzimas hepéticas ap0s tratamento com CPA pelo aumento significativo de
AST e ALT quando comparado ao grupo veiculo (azeite), da mesma forma, o [6]-G também
apresentou elevacdo do ALT de forma similar ao CPA.

Tabela 3 - Perfil hematoldgico e bioquimico apds terapia com [6]-G e CPA, em camundongos
com cancer de mama induzido pelo DMBA.

Perfil hematol6gico ~ Veiculo (10 mL.Kg?) CPA (25 mg.kg™) [6]-G (10mg.mL™)
Série vermelha
HEM (10%/L) 9,8+0,10 9,97 +0,54 8,67 +0,93
HGB (g/dL) 14,72 + 1,16 15,5 + 1,16 14,87 +1,31
HTC (%) 54,22 + 3,27 56,5 + 2,86 53,6 £ 4,75
Série Branca
Leucdcitos (10%uL) 3216 + 826,88 3398,0 + 840,7 2957,28 + 434,47
Neutrofilos (%) 9,87+1,42 8,76 £2,51 9,12+1,91
Linfacitos (%) 74,37 +5,38 77,8 £4,62 75,59 + 4,23
Eosindfilos (%) 0,2 +£0,05 0,14 + 0,05 0,65 +0,15®
Mondcitos (%) 15,42 £ 4,83 12,8 +4,21 14,16 £ 0,84
Basdfilos (%) 0,48 £0,11 0,42 £0,17 0,41 +£0,90
Outros
Plaquetas (10%/pL) 1120,1 + 134,6 1034,0 + 100,7 1059,00 + 26,49
Perfil bioquimico Veiculo (10 mL.Kg™) CPA (25 mg.kg™) [6]-G (10mg.mL™)
Renais
Ureia (mg/dL) 33,5+£9,32 36,0 £8,71 38,33+ 3,51
Creatinina (mg/dL) 0,42 + 0,05 0,46 + 0,05 0,45 + 0,05
Hepaticos
AST (U/L) 128,70 £ 6,35 156,6 + 6,65° 137,5 +5,97°
ALT (U/L) 60 + 7,87 113,3 +2,08? 106,30 + 3,05%

Valores representam a média * desvio padrdo (n = 5-7). [6]-G: [6]-Gingerol; HEM: hemécias; HGB: hemoglobina,
HTC: hematdcrito. AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. ANOVA (one way), pés-
teste de Tukey. (a) p<0,05 comparado ao veiculo (azeite). (b) p<0,05 comparado ao CPA.

O perfil histopatoldégico da mama direita inguinal 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 (Figuras 4 A, B e C).
Também se observou gue havia tecido conjuntivo misturado com a lesdo — sugerindo carcinoma
ductal invasivo —, acompanhado de intensa proliferacdo celular, congestdo vascular e
hipercromatismo nuclear. Quanto ao tecido mamario dos animais tratados com [6]-G (10 mg.kg

1), foi observado hiperplasia ductal atipica e citoplasma mais claro e heterogéneo. As
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caracteristicas apresentadas nos animais do grupo [6]-G ainda sdo sugestivas do carcinoma
mamario (Figuras4 D, E e F).

Figura 4 - Perfil histopatol6gico da mama direita de camundongos fémeas, ap6s 11 semanas
de tratamento com DMBA (A, B e C), e 3 semanas de terapia com [6]-G (D, E e F). Em 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 e E:
hiperplasia ductal atipica. F: citoplasma mais claro e heterogéneo. Coloracdo H&E (aumento
de 200X).

A avaliagdo do marcador celular Ki-67, indicou um aumento significativo na

proliferacdo celular no tecido mamario dos animais tratados com DMBA apés o
estabelecimento do cancer de mama. A terapia com CPA e [6]-G reduziram de forma
significante a marcacdo com Ki-67 em relacdo ao DMBA, vale ressaltar, que ndo houve
diferenca estatistica entre CPA e [6]-G, demonstrando efeitos similares entre o antineoplasico

convencional e o [6]-G na reducdo da marcacdo do antigeno Ki-67 (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo do percentual de células do tecido mamario marcadas com Ki-67 em
camundongos fémeas, apds inducdo do cancer de mama com DMBA e terapia com CPA e [6]-
G. Valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). [6]-G; [6]-Gingerol. DMBA = 7,12-
dimetilbenzantraceno. CPA = ciclofosfamida. ANOVA (two way), pds-teste de Tukey. p<0,05
comparado ao Azeite?, DMBA®.
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No perfil imuno-histoquimico € possivel observar que o grupo azeite demonstrou leve
marcacdo (+ [7,16 + 2,61]), enquanto que o0 DMBA demonstrou expressiva marcagdo (+++
[76,24 + 4,64]). Ambos, CPA e [6]-G obtiveram marca¢do moderada (++ [21,25 + 3,59]/[30,00

+ 2,49]), indicando possiveis redugdes de proliferacéo celular no tecido mamario (Figura 6).

Figura 6 - Perfil imuno-histoquimico de proliferacdo celular (Ki-67), analisado em mama
direita de camundongos, ap0os 14 semanas de inducdo do cancer com DMBA e terapia com [6]-
G. A: controle veiculo (azeite de oliva) — leve marcacdo (+ [7,16 + 2,61]). B: DMBA -
expressiva marcacao (+++ [76,24 + 4,64]). C: CPA — com marcacdo moderada (++ [21,25 +
3,59]) e D: [6]-G — marcacdo moderada (++ [30 £ 2,49]), Score mensurado pela contagem
individual de 400 células com nucleo acastanhado (aumento de 200 X).
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3.5 Mecanismos citogenéticos induzidos pelo DMBA, CPA e [6]-G

3.5.1 Genotoxicidade em células ndo tumorais e tumorais ap0s indugdo do cancer de mama com
DMBA e terapia com [6]-G

O DMBA induziu danos genotdxicos indicativos de instabilidade genética em células
da mama e células de tecidos ndo neoplasicos (medula 6ssea, figado e linfécitos de sangue
periférico), observou-se aumento significativo dos indices e frequéncias de danos, quando
comparado ao veiculo (azeite) (Figura 7). O grupo CPA na avaliacdo ID diferiu dos efeitos
promovidos pelo DMBA, porém, na frequéncia de danos FD, apresentou efeitos similares ao

DMBA em tecidos saudaveis (medula 6sseo, linfécitos de sangue periférico).
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Figura 7 - Estudo da genotoxicidade do [6]-G em células neoplésicas (mama) e ndo neoplasicas (medula
6ssea, figado e leucdcitos de sangue periférico) de camundongos fémeas, apds 11 semanas de inducdo
do cancer de mama com DMBA (6 mg.kg™), seguidas de 3 semanas de terapia com o grupo [6]-G (10
mg.kg™?) e ciclofosfamida (CPA, 25 mg.kg™). Valores representam a média + desvio padrao (n=>5). [6]-
G: [6]-Gingerol. DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno.  p<0,05 comparado ao grupo azeite, ® p<0,05
comparado ao DMBA e °p<0,05 comparado ao CPA (ANOVA, one way, pds-teste de Tukey).
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O [6]-G, assim como o grupo CPA, promoveu inducdo genotoxica apds 3 semanas de
terapia (122 13 e 142 semana) em células neoplasicas e ndo neoplasicas, no entanto, vale
ressaltar que o [6]-G obteve maiores danos significativos no tecido mamario em relagdo ao

antineoplasico (CPA), e valores significativamente menores para ID e FD nos tecidos nao
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neoplasicos, indicando que o [6]-G foi mais eficiente que o CPA, uma vez que causou mais

danos no tecido tumoral e menos efeitos genotdxicos em tecidos saudaveis.

3.5.2 Avaliagdo da capacidade de reparo de danos ao DNA em células nucleadas de sangue
periférico durante e apos o tratamento com DMBA e terapia com [6]-G

No estudo da capacidade de reparo em linfécitos de sangue periférico, foi possivel
observar aumento significativo do ID e FD durante o tratamento com o DMBA, onde todas as
coletas (82 9?2 10?7 112 semana) diferiram do controle (1% semana-dano basal). Entretanto,
durante a terapia do [6]-G, houve reducdo do ID e FD ap6s exposicdo ao DMBA, indicando
possivel capacidade de reparo durante a terapia com [6]-G para linfécitos de sangue periférico,
uma vez que os dados coletados diferiram quando comparados ao controle (112 semana-dano
basal) (Figura 8).

Figura 8 - Estudo de reparo de danos ao DNA, em linfécitos de sangue periférico de camundongos
fémeas, durante a inducio do cancer de mama com DMBA (6 mg.kg™) e terapia com [6]-G (10 mg.kg"
1. A - indice de danos (0 - 400) e B - frequéncia de danos (0-100). Valores representam a média + desvio

padrdo (n = 5). ANOVA, two way, pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado aos danos basais ¢ Q
comparado ao dano basal da primeira coleta.
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3.6 Avaliacao da apoptose ap6s indugdo do cancer de mama com DMBA e terapia com
[6]-G e CPA

Em relagdo aos niveis de apoptoses observados, por fragmentacdo nuclear com o teste
cometa, o [6]-G, na mama direita, induziu mais apoptoses que 0 DMBA, bem como CPA. De
forma contréria, na medula 6ssea e sangue periférico, 0 DMBA e a CPA induziram mais danos
apoptéticos que o [6]-G, e embora no tecido hepéatico o [6]-G tenha indicado danos apopto6ticos
similares ao DMBA, foi observado atividade apoptética inferior quando comparada ao
antineopléasico convencional (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo do percentual de apoptose em diferentes tecidos de camundongos fémeas,
apés 11 semanas de inducdo do cancer de mama com DMBA e terapia com [6]-G. Valores
representam a média * desvio padrdo (n = 5). [6]-G; [6]-Gingerol. DMBA = 7,12-
dimetilbenzantraceno. CPA = ciclofosfamida. ANOVA (duas vias), pos-teste de Tukey. p<0,05
comparado ao Azeite?, DMBAP e CPAC.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, o0 DMBA induziu carcinoma mamario, confirmado por analise
histopatoldgica, apresentando ainda, expressiva marcacdo imuno-histoquimica para a proteina
Ki-67. O Ki-67 é um marcador muito especifico detectando ndo apenas a proliferacao celular,
mas também o reparo celular (ALVARADO et al., 2017). A ligacdo do Ki-67 se relaciona como
evidéncia de proliferacdo celular, visto que essa proteina nuclear, esta expressa em todas as

fases do ciclo celular, tornando o Ki-67 um importante fator progndstico no cancer de mama
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(PETRELLI et al., 2015). As mamas dos animais que receberam terapia com [6]-G,
demonstraram menor marcacdo para KI-67 em comparacdo ao grupo DMBA, com efeitos
antiproliferativos similares a CPA.

O exame histopatoldgico das glandulas mamaérias dos animais testados apresentou dados
que corroboram com outros estudos, onde fémeas de roedores (ratos, camundongos) que
receberam exclusivamente DMBA, apresentaram aumento da carga tumoral com alteracdo do
processo normal de diferenciacdo celular, hiperplasia ductal atipica, heterogeneidade celular,
atipia de células ductais e contorno nuclear irregular (BISHAYEE et al., 2013; MINARI et al.,
2016; ZINGUE et al., 2016; ALESSANDRA-PERINI et al., 2018), ao passo que, a coloragéo
imuno-histoquimica de Ki67 também evidenciou acdo hiperproliferativa em tumores induzidos
por DMBA (ALVARADO et al., 2017; DENSON et al., 2018), como também observado no
presente estudo.

No monitoramento toxicoldgico, o [6]-G néo induziu alteraces comportamentais para
atividade motora durante terapia de carcinoma mamario, indicando que a administracéo do [6]-
G néo induziu nos camundongos, comportamento associado a excitacdo (FENTRESS, 1988),
ansiedade (KYZAR et al., 2011), atividade sedativa ou toxica (HANELL; MARKLUND,
2014). Em estudo realizado por KIM et al. (2018), o [6]-G demonstrou potenciais preventivos
e / ou terapéuticos no manejo do déficit de memoria e no comprometimento cognitivo em
camundongos C57BL/6 com amnésia, 0 gingerol demonstrou efeito neuroprotetor na prevencéo
da neurotoxicidade mitocondrial de células neuronais, além de regular a expressao da proteina
pridnica para proteger os neurénios (JEONG et al., 2012).

Entretanto, durante o tratamento com o DMBA (6 mg/Kg/semana) foram observadas
alteracbes comportamentais no teste Rota rod, assim como a CPA (25 mg/Kg/semana),
podendo possivelmente sugerir acdo miorrelaxante, visto que o animal ndo conseguiu manter o
equilibrio sobre a barra giratdria, tais alteragdes podem sugerir efeitos toxicos durante o periodo
de tratamento (HANELL; MARKLUND, 2014). Os dados comportamentais para 0 DMBA e
CPA foram concordantes com os trabalhos de KHAN et al. (2016).

Entretanto, os animais tratados com [6]-G ndo apresentaram mudancas metabdlicas
significativas, portanto, ndo apresentaram indicios de toxicidade sistémica, considerando que a
avaliacdo da coordenacdo motora deve ser testada em candidatos a farmacos (MACHADO et
al., 2015), uma vez que, a toxicidade pode ser avaliada mediante alteracdes motoras
(BIAGIONI et al., 2016), da mesma forma, a toxicidade sistémica de substancias quimicas
também pode ser avaliada por meio de altera¢cdes no desenvolvimento ponderal dos animais

experimentais, como redugdo do consumo de &gua e racdo e alterages na excrecao de urina e
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fezes (PINTO et al., 2007), perda de peso, piloere¢do, cromodacriorreia, estereotipias e mortes
(OECD, 2009).

Os grupos [6]-G e CPA néo apresentaram toxicidade por sua interferéncia no peso dos
6rgdos (figado, rins, pulmédo, coracdo e baco) quando comparados ao grupo veiculo (azeite).
Em relacdo ao tecido mamario, verificou-se aumento significativo do peso no grupo tratado
com o carcinégeno DMBA, em contrapartida, nos grupos que receberam a terapia do CPA e
[6]-G houve reducédo do peso das mamas, tais informacdes podem possivelmente ser associadas
a atividade antiproliferativa observadas na andlise do Ki67. O peso dos o6rgdos fornece
informagdes toxicoldgicas preliminares e podem indicar alteracBes nos sistemas dos quais
fazem parte, alterac6es no peso do figado podem sugerir uma hipertrofia hepatocelular, no bago
podem fornecer indicios de toxicidade hematopoiética e, no caso dos rins, hipertrofia tubular
ou doenca crbnica progressiva (GAD, 2006; SELLERS et al., 2007).

O [6]-G, no estudo, apresentou similaridade nos mecanismos citogenéticos ao
antineoplasico CPA. A CPA, usada como controle no estudo, é uma droga inativa in vitro, a
qual necessita ser metabolizada por enzimas do complexo P-450 no figado para tornar-se ativa,
trata-se do agente alquilante mais comumente utilizado no tratamento do CM, que reage com
as bases do DNA, produzindo ligacéo cruzada entre filamentos de DNA, impedindo replicacéo
efetiva (FISHER et al., 1997; COLVIN, 2001; BEAR et al., 2006), e atua destruindo células em
processo de divisdo desordenada, inibindo o crescimento acelerado e a disseminacao de tumores
(ALMEIDA, 2010).

O [6]-G, nas andlises hematoldgicas ndo apresentou toxicidade. Ao final da terapia ndo
foram evidenciadas alteragdes hematoldgicas na série vermelha, apenas na série branca, com
um aumento no namero de eosindfilos quando comparado ao grupo veiculo (azeite),
possivelmente como uma resposta do organismo a infeccdes ou reacbes de sensibilidade.
Entretanto, foi observado alteracdes bioquimicas para enzimas hepéticas apos tratamento de
forma similar a CPA, pelo aumento significativo de AST e ALT. Mas, cabe enfatizar que as
terapias com CPA e [6]-G) ocorreram ap0s 11 semamas de indugdo quimica do cancer de mama
com o DMBA. Em estudo realizado por ARORA et al. (2014), o DMBA induziu toxicidade em
varios oOrgdos de roedores, produziu EROs, afetou a atividade das enzimas antioxidantes
plasmaticas, bem como induziu hepatoxicidade, como evidenciado no estudo para CPA e [6]-
G.

Na avaliacdo genotdxica, o teste cometa foi aplicado na sua versdo alcalina (TICE et
al., 2000; DUSINSKA; COLLINS, 2009), o que favorece a fragmentacao nuclear por diversos

tipos de danos, tais como sitios alcali labeis, quebras de fitas, e também danos oxidativos em
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celulas eucarioticas e procarioticas (SINGH et al., 1988, FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL, 1995;
GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015), como relatado RASTOGI et al. (2014), o [6]-G
induziu danos ao DNA, como observado apds 3 semanas de terapia (122 132 e 142 semana) em
tecido mamério, figado e sangue periférico. Entretanto, durante a terapia do [6]-G, houve
reducédo do ID e FD indicando possivel capacidade de reparo durante a terapia com [6]-G para
linfocitos de sangue periférico. Estudos relatam que o [6]-G induz EROs mitocondrial em
linhagens leucémicas crénica (K562) e aguda (U937), levando a interrupcéo do ciclo em G2/M,
como também contribui para a atividade da caspase 3 em células tratadas com [6]-G com
aumento 3 (trés) vezes maior entre as linhagens de leucemia mieldide cronica (K562, LAMAS84,
JURLMK1) e aguda (U937, HL-60, NB4) quando comparadas a células mononucleadas de
sangue periférico (PBMCs) normais, sugerindo que [6]-G ndo induziu danos em células
normais (PBMCs) (RASTOGI et al., 2014).

A exposicdo das células LoVo ao [6]-G ocasionou elevacdo dos niveis de EROs
intracelular e fosforilagcdo de p53, sugerindo o que [6]-G poderia promove efeitos benéficos no
tratamento do cancer de colon em células Hela com [6]-Gingerol, aumento da taxa de parada
celular na fase GO-G1, reducédo da expressao de ciclinas (A, D1, E1), inducéo de apoptética por
aumento da proporc¢do Bax:Bcl2, libertacdo de citocromo c, clivagem de caspase 3, 8, 9 e PARP
em celulas tratadas (LIN; LIN; TSAY, 2012; ZHANG et al., 2017).

Danos ao DNA foram observados durante a inducéo do cancer, com o DMBA e durante
a terapia com CPA em celulas de tecidos ndo neoplasicos (medula 6ssea, figado e linfocitos de
sangue periférico), pelo aumento significativo dos indices e frequéncias de danos, quando
comparado ao veiculo (azeite). Estudos demonstram que 0 DMBA induziu toxicidade em varios
orgaos de roedores, estresse oxidativo e danos ao DNA (ARORA et al., 2014; ZINGUE, et al.,
2018), a maior susceptibilidade do figado a danos causados por agentes quimicos é
presumivelmente uma consequéncia do seu papel primario no metabolismo dos xenobioticos
(AL-ATHAR, 2004). A exposicdo ao DMBA, pode levar a alteracdes toxicoldgicas no figado,
incluindo estresse oxidativo e producdo de metabolitos carcinogénicos (DIGIOVANI;
JUCHAU, 1980).

Corroborando com a genotoxicidade do [6]-G observada em mamas, efeitos
apoptoticos, possivelmente, oriundos de danos ao DNA foram observados. Em estudos
realizados sobre os efeitos anti-proliferativos do [6]-G em linhagens tumorais hepatica (HepG2)
(IMPHENG et al., 2015), cervical (HeLa, CaSki, SiHa) (RASTOGI et al., 2015) e leucémica
(K562, LAMA84, JURLMK1, U937, HL-60, NB4) (RASTOGI et al., 2014) foi possivel



232

observar supressao do crescimento celular por aumento de EROs e inducgdo apoptética, além de
exercer inibicdo na migracdo e motilidade de células tumorais mamarias (LEE et al., 2008).

De forma contréria, na medula 6ssea e sangue periférico, o DMBA e a CPA induziram
danos apoptoticos, o [6]-G é uma substancia fendlica, e relatos indicam que os fendlicos ativam
multiplas vias de sinalizagdo celular (AVTANSKI; PORETSKY, 2018), induzem a morte de
células cancerigenas, por meio de mecanismos que envolvem a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), em contextos celulares especificos, como também podem como pro-
oxidantes desencadeiar vias que destroem as células cancerigenas, elevando o nivel intracelular
de estresse oxidativo (LEE et al, 2013; RUSSO et al., 2017).

Em geral, os quimioterapicos sao tdxicos/citotdxicos aos tecidos de rapida proliferacao
caracterizados por alta atividade mitética, e apresentam efeitos colaterais sobre as células de
crescimento rapido no organismo (ORIYAMA et al., 2017). De fato, o problema com a
quimioterapia padrdo € a ocorréncia das drogas convencionais nao distinguirem com precisao
células ndo neoplasicas e malignas em crescimento, ou seja, enquanto as celulas estdo se
dividindo, acabam se tornando alvos dos antineoplasicos (EFFERTH et al., 2017). No estudo o
[6]-G apresentou efeitos antitumorais por mecanismos citogenéticos de danos ao DNA e por

inducdo de apoptoses.

5 CONCLUSAO

No modelo animal induzido quimicamente pelo pro-carcindgeno DMBA, seguido de
terapia com [6]-G (10 mg.Kg™) e ciclofosfamida/CPA (25 mg.Kg™) foi possivel pontuar os
seguintes aspectos:

(1) Durante a indugdo do cancer, foi possivel observar que o (DMBA- 6 mg.kg™) e a CPA
(25 mg.kg™?) induziram alteragGes comportamentais pela reducdo do tempo de
permanéncia e aumento do nimero de quedas do Rota Rod quando comparados ao
veiculo (azeite de oliva).

(2) Na mensuracdo do peso dos 6rgdos (figado, rim, coracdo, pulmdo, baco) ndo se
observaram alterac6es entre os grupos (Veiculo, DMBA, CPA, [6]-G). Entretanto, o
DMBA induziu aumento nas mamas, por proliferacdo celular, como observado pela
marcacdo com Ki-67.

(3) Nas terapias por 3 semanas (CPA; [6]-G) se observou reducdo significativa no peso das

mamas, assim como, menor marcagdo para o antigeno Ki-67.
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(4) O[6]-GeaCPA ndo induziram alteraces hematoldgicas na série vermelha, entretanto,
observou-se no grupo [6]-G aumento dos eosindfilos (série branca), e alteracbes
bioquimicas em enzimas hepéticas para CPA (AST e ALT) e [6]-G (ALT).

(5) O DMBA, [6]-G e CPA induziram danos genotdxicos em células da mama, como
também em medula, figado e sangue periférico, entretanto, os danos no grupo [6]-G
foram significativamente menores em tecidos ndo neoplasicos, observaram-se ainda
efeitos de reparo ao DNA na terapia com [6]-G, em linfécitos de sangue periférico.

(6) O [6]-G induziu significantes niveis de apoptoses, especialmente no tecido neoplasico
mamario.

(7) Os marcadores citogenéticos sdo importantes no monitoramento de indugdo do cancer
com DMBA e em estudos e atividades antitumorais. O [6]-G apresentou importantes
respostas relacionadas a reducdo da proliferacdo e inducdo apoptotica de celulas

tumorais.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O [6]-Gingerol, em concentragdes acima de 10 pg.mL ™ induz toxicidade, citotoxicidade
e genotoxicidade em A. cepa, sendo também indutor de citotoxicidade pela reducdo da
viabilidade em cultura priméaria de S-180, linhagem HL-60 e PBMC, porém, com maior
influéncia seletiva para células tumorais. Os dados sugerem que 0s mecanismos citogenéticos
tais como toxicidade, citotoxicidade e danos ao DNA sdo compativeis com atividade
antitumoral para o [6]-Gingerol. Cabe enfatizar que efeitos antitumorais foram evidenciados
pela genotoxicidade e mutagenicidade (pontes nucleoplasmaticas, brotos nucleares) em células
do liquido ascitico de Sarcoma 180 e inducdo citotdxica ao diminuir a viabilidade celular, assim
como, reducdo do indice de divisdo celular (IDN), e indice de divisdo nuclear considerando
apoptose e necrose (IDNC) em células de Sarcoma 180. Esses efeitos podem ser associados
com a geragdo de EROs, com similaridade aos danos oxidativos induzidos pelo peroxido de
hidrogénio. Corroborando com os efeitos antitumorais observados com o modelo murino de
Sarcoma 180, o [6]-Gingerol também induziu genotoxicidade pelo aumento do indice e
frequéncia de danos ao DNA em carcinoma mamario ductal, com mais especificidade para
tecido mamario e com danos induzidos ao DNA de linfécitos reparados. Significantes niveis
de apoptoses, especialmente em células tumorais foram observados, com efeitos similares ao
observado para o antineoplasico CPA. Os estudos de revisdo sistematica apontam efeitos
antiproliferativos e anti-invasivos do [6]-Gingerol por meio da inibicdo de ciclinas (A, B1,
CDKs, Bcl2), bem como inducao apoptotica de células tumorais, a partir do aumento de EROs,
p53, p27, p21, BAX e clivagem PARP. Enquanto, o estudo em foco sugere que o [6]-G tem
efeitos antitumorais também por mecanismos apoptoticos associados a danos citogenéticos,

com potencial para terapia oncoldgica.
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Natural dietary agents have attracted considerable attention due to their role in pro-
moting health and reducing the risk of diseases induding cancer. Ginger, one of the
most ancient known spices, contains bioactive compounds with several health benefits.
[6]-Gingerol constitutes the most pharmacologically active among such compounds.
The aim of the present work was to review the literature pertaining to the use of ginger
associated with cancer, along with the underlying mechanisms of action involved in
signaling pathways. This will shed some light on the protective or therapeutic role of
ginger derivatives in oxidative and inflammatory regulations during metabolic distur-
bance and on the antiprofiferative and anticancer properties. Data collected from
experimental {in vitro or in vivo) and clinical studies discussed in this review indicate
that ginger extract and [6]-gingerol exert their action through important mediators and
pathways of coll signaling, inchading Bax/Bci2, p38/MAPK, Nrf2, p65/NF-xB, TNF-a,
ERK1/2, SAPK/INK, ROS/NF-xB/COX-2, caspases-3, -9, and p53. This suggests that
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