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ROLIM, T. L. ESTUDO DA TOXICIDADE E ATIVIDADE ANTITUMORAL DO OLEO
ESSENCIAL DE Hyptis umbrosa SALZM. (LAMIACEAE) E DA FENCHONA, SEU
COMPONENTE MAJORITARIO. 2013. 135f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — CCS/UFPB, Jo&o Pessoa.

RESUMO

O cancer € o nome dado a um conjunto de centenas de doencas distintas que decorrem do
acumulo progressivo de mutagdes. Seu tratamento tem se beneficiado dos estudos que se
baseiam em pesquisas de fontes naturais. Varios compostos e derivados vegetais tém
mostrado atividade antitumoral, dentre eles, os 6leos essenciais. Hyptis umbrosa Salzm. é
conhecida popularmente por aleluia do serrote e alfazema-do-mato e € pouco relatada na
literatura, sendo o componente majoritario do 6leo essencial das folhas dessa espécie (O.E.H.)
0 monoterpeno fenchona (24,8%). Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade e
atividade antitumoral do O.E.H. e da fenchona em modelos in vitro e in vivo. No ensaio de
hemolise em eritrécitos de camundongos o valor de CHsp obtido foi de 494,9 ug/mL para
O.E.H. e superior a 3000 pg/mL para a fenchona, 0 que sugere moderada e baixa toxicidade
das amostras, respectivamente, para essas células ndo tumorais que sdo comumente afetadas
pela terapia antineoplésica. O.E.H. mostrou fraco efeito antitumoral in vitro em linhagens de
células tumorais humanas, enquanto que a fenchona ndo alterou a viabilidade celular em
nenhuma das concentragdes testadas. Apds administracdo aguda do O.E.H. em camundongos
foram observados efeitos depressores e excitatorios do Sistema Nervoso Central nos animais
tratados com 2000 mg/kg do 6leo. O valor estimado da DLs foi em torno de 500 mg/kg.
Apesar de ndo apresentar atividade antitumoral in vitro, O.E.H. (50, 100 ou 150 mg/kg) e
fenchona (60 mg/kg), apds nove dias de tratamento, mostraram significante atividade in vivo
em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC), considerando os parametros volume,
peso e viabilidade celular. O tratamento com O.E.H. (150 mg/kg) induziu parada do ciclo na
fase GO/G1 e aumento da fracdo sub-G1, o que sugere morte celular por apoptose. Em
conjunto com os resultados da marcagcdo com Anexina V-IP, onde houve pequeno aumento de
células marcadas com Anexina V, bem como com Anexina V-IP, pode-se inferir que,
possivelmente, as células em apoptose foram fagocitadas. A fenchona induziu parada do ciclo
na fase S e aumentou significativamente a porcentagem de células marcadas com Anexina V-
IP, sem aumentar a marcacdo apenas com Anexina V, 0 que sugere que estd ocorrendo morte
celular por necrose. Observou-se ainda, aumento na média de sobrevida dos animais
transplantados com tumor de Ehrlich e tradados com o 6leo essencial. As analises
toxicoldgicas indicam que, ap6s nove dias de tratamento com O.E.H. foi observado reducéo
no peso corporal e baixa toxicidade hematolégica e bioquimica. O tratamento com a fenchona
induziu alteracdo nos parametros AST e ALT sugestivas de fibrose. A analise histopatolédgica
indicou danos hepéaticos ap6s tratamento com O.E.H., entretanto, os danos foram
considerados moderados e reversiveis. O.E.H. induziu aumento na quantidade de eritrocitos
micronucleados, no ensaio do microndcleo, apenas na maior dose testada (300 mg/kg).
Portanto, é possivel inferir que O.E.H. e fenchona apresentam atividade antitumoral in vivo
com moderada toxicidade, o que ndo representa um fator limitante para a continuacao de seus
estudos pré-clinicos. Os dados permitem sugerir que a fenchona ndo é o Unico componente
responsavel pela atividade do 6leo, uma vez que, mostrou atividade apenas no dobro na dose
associada com sua quantidade no referido éleo.

Palavras-chave: Hyptis umbrosa. Oleo essencial. Atividade antitumoral. Toxicidade.



ROLIM, T. L. STUDY OF TOXICITY AND ANTITUMOR ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL
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COMPONENT. 2013. 135f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) —
CCS/UFPB, Jodo Pessoa.

ABSTRACT

Cancer is the name given to a collection of hundreds of different diseases that result from the
progressive accumulation of mutations. Its treatment has been benefited from studies that are
based on research of natural sources. Several compounds and plant derivatives have shown
antitumor activity, including essential oils. Hyptis umbrosa Salzm. is popularly known as
aleluia do serrote and alfazema-do-mato and is rarely reported in the literature. The fenchone
monoterpene is the major component of the essential oil from the leaves of this species
(24.8%). This study aimed to evaluate the toxicity and antitumor activity in vitro and in vivo
of O.E.H. and fenchone. In hemolysis assay of mice erythrocytes it was obtained a CH50
value of 494.9 pug/mL for O.E.H. and greater than 3000 pg/mL for fenchone, suggesting
moderate and low toxicity of the samples respectively for these non-tumor cells, which are
commonly affected by antineoplastic therapy. The O.E.H. showed weaker antitumor effect in
vitro on human tumor cell lines, while fenchone did not alter cell viability at any of the
concentrations tested. After acute administration of O.E.H. depressant and excitatory effects
were observed in central nervous system of animals treated with 2000 mg/kg of oil. Although
it hasn’t shown antitumor activity in vitro, O.E.H. (50, 100, or 150 mg / kg) and fenchone (30
or 60 mg / kg) showed significant activity in vivo of Ehrlich ascites carcinoma model (EAC)
after nine days of treatment, given the parameters of volume, weight and viability of the cells.
The treatment with O.E.H. induced cycle arrest in the GO/G1 phase and increased sub-G1,
suggesting induction of cell death by apoptosis. In conjunction with the results of staining
with Annexin V-PI, where there was a slight increase of cells stained with Annexin V as well
as with Annexin V-PlI, it can be inferred that possibly apoptotic cells were phagocytosed. The
fenchone induced cycle arrest in S phase, and significantly increased the percentage of cells
stained with Annexin V-PI, without increasing marking only with Annexin V, wich suggests
that cell death by necrosis is occurring. There was also an increase in median survival of
animals transplanted with Ehrlich tumor and treated with essential oil. The toxicological
analyzes show that the treatment with O.E.H caused a body weight decrease and lower
hematological and biochemical toxicity after nine days. The treatment with fenchone induced
changes in ALT and AST parameters suggestive of fibrosis. Histopathologic analysis
confirmed the evidence of hepatotoxicity especially for OEH, however, the damage was
moderate and reversible. The O.E.H. induced an increase in the number of micronucleated
erythrocytes, in the micronucleus essay, only the highest dose tested (300 mg / kg). Therefore,
we can infer that O.E.H. and fenchone shows an antitumor activity in vivo with moderate
toxicity, which is not a limiting factor for the continuation of the pre-clinical studies. The
findings suggested that fenchone is not the only component responsible for the oil activity as
it showed activity only at double of the dose associated with its quantity in that oil.

Keywords: Hyptis umbrosa. Essential oil. Antitumor activity. Toxicity
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais, produzidos por organismos marinhos, micro-organismos e plantas,
exibem, de maneira geral, considerdvel diversidade estrutural. Quando comparados a
compostos organicos sintéticos, os produtos naturais apresentam tipicamente mais centros
quirais, menos heteroatomos, atomos de menor massa molecular, e sistemas de anel mais
variados. Estes atributos fazem dos produtos naturais um recurso inestimavel de diversidade
quimica e, portanto, podem ser considerados como compostos farmacologicamente ativos em
potencial ou como modelos para a otimizacdo de métodos de quimica orgénica sintética na
descoberta de farmacos com diferentes atividade bioldgicas, dentre elas atividade antitumoral
(L1 PAN, 2013).

Historicamente, compostos derivados de plantas tém desempenhado um importante
papel no desenvolvimento de varios agentes antineoplasicos. O século XX apresentou um
avanco significante na pesquisa de produtos naturais no campo da oncologia, relacionados a
plantas, organismos marinhos e micro-organismos, propiciando a descoberta de diversas
substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplésica. Cerca de 60%, dos farmacos
anticancer introduzidos na terapéutica nas Ultimas décadas tem sua origem nos produtos
naturais. Dentre esses se destacam a vimblastina e a vincristina e 0s analogos vindesina e
vinorelbina; o paclitaxel e o analogo docetaxel; a podofilotoxina e os analogos, etoposideo e
teniposideo; a camptotecina e os analogos, topotecano e irinotecano. Estes medicamentos
movimentam anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes de dolares (NEWMAN;
CRAGG, 2007; COSTA-LOTUFO et al., 2010). Ainda, novos agentes promissores, naturais
ou sintéticos com estruturas baseadas em produtos naturais, estdo na fase clinica de
desenvolvimento, incluindo flavopiridol e combretastina A4 fosfato (SEDLACEK, 2001,
KAPOOR, 2013).

Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico contra o cancer, varias
limitacGes permanecem evidentes, como por exemplo, alguns tumores ainda ndo dispdem de
tratamento adequado, o aparecimento de inimeros efeitos indesejaveis e o0 desenvolvimento
de resisténcia ao tratamento. Considerando ainda os dados epidemioldgicos relacionados ao
cancer, pode-se inferir que os estudos para a busca de novos medicamentos para o tratamento
da doenca s&o imprescindiveis. Estima-se que o nimero anual de casos novos de cancer no
mundo passou de 10 milhdes em 2000 e, em 2020, ultrapassard 15 milhdes, sendo que,

aproximadamente 60%, casos novos, acontecerd em regides menos desenvolvidas (OMS,
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2002; SANTOS et al., 2012). No Brasil, as estimativas para o0 ano de 2013 apontam para
518.510 novos casos de cancer (INCA, 2011).

O Brasil tem quase um terco da flora mundial com uma biodiversidade exuberante,
estimada em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimonio
genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico
inestimavel em varias atividades, mas € no campo do desenvolvimento de novos medicamentos
onde reside sua maior potencialidade (KATO, 2001). Entretanto, existe um grande nimero de
plantas brasileiras que permanecem sem quaisquer estudos quanto a sua quimica,
propriedades terapéuticas e/ou toxicas e que representam um enorme potencial para o
desenvolvimento de  medicamentos (VARANDA, 2006; MARTINS-RAMOS;
BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Entre os produtos naturais obtidos de plantas, os 6leos essenciais e seus componentes
volateis tém sido utilizados para prevencédo e tratamento de diversas doencas. Ha relatos na
literatura de OGleos essenciais com atividades antibacteriana, antifangica, antiviral,
antidiabética, no sistema cardiovascular para o tratamento da aterosclerose, e antitumoral.
Portanto, esse tipo de derivado vegetal representa uma alternativa em potencial para a
descoberta de novas substancias bioativas (EDRIS, 2007).

Entretanto, um dos principais problemas da utilizacdo de produtos de origem vegetal é
a crenca de que eles sdo isentos de toxicidade. O uso milenar de plantas medicinais mostrou,
ao longo dos anos, que determinadas plantas apresentam substncias potencialmente
perigosas, dentre elas, alcaloides pirrolizidinicos, antraquinonas e lactonas sesquiterpénicas.
Por isso, o balanco entre a atividade bioldgica versus a toxicidade de um determinado produto
natural € um parametro fundamental para verificar sua aplicacdo farmacolédgica (VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Diante do exposto, evidencia-se a importancia e a necessidade de estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos de plantas medicinais e produtos delas obtidos, na perspectiva
de encontrar alternativas terapéuticas para o tratamento de diversas doencas, dentre elas o
cancer.

Vislumbrando o potencial farmacolégico da familia Lamiaceae e reconhecendo a
importancia do género Hyptis, no presente trabalho optou-se por enveredar os estudos com a
espécie Hyptis umbrosa, mais especificamente com o 6leo essencial das partes aéreas desta
planta, cujos dados farmacoldgicos e toxicoldgicos ainda sdo pouco conhecidos, o que podera
conduzir a descoberta de nova fonte de substancias naturais com potencial atividade

antitumoral e baixa toxicidade.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cancer: etiologia, epidemiologia e tratamento

O céncer é 0 nome dado a um conjunto de doencas distintas que decorrem do acimulo
progressivo de mutacdes celulares, ou seja, alteracbes no codigo genético. Através desse
processo mutagénico as células cancerosas adquirem um conjunto comum de propriedades
incluindo uma potencial capacidade de proliferacdo, autossuficiéncia ilimitada em sinais de
crescimento e resisténcia a apoptose (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Sendo assim, as
mutacBes fazem com que células que antes executavam um programa bem definido, associado
as suas funcdes em seu tecido de origem, crescam de maneira descontrolada (ANDREIA;
ROGER; ROBERTO, 2006).

Todas essas propriedades geralmente sdo ocasionadas por um acumulo de mutagdes
nos oncogenes, Nos genes supressores de tumor e nos genes reparadores de DNA, o que
caracteriza o cancer como doenca genética. A desregulacdo desses mecanismos que controlam
o ciclo celular permite o acumulo de mutacdes e a transformacéo neoplasica de uma célula
(FOSTER, 2008; COSTA-LUTUFO, 2010).

Os tumores evoluem para obter apoio em torno de células estromais, atrair novos
vasos sanguineos para levar nutrientes e oxigénio, e evitar a deteccdo imunoldgica
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Ocorre entdo o
processo de progressdo, no qual algumas células tumorais perdem a capacidade de adesdo,
invadem a membrana basal do tecido de origem pela producdo de enzimas proteoliticas,
passam pela a parede dos vasos sanguineos ou linfaticos, caem na circulacdo e formam éreas
de proliferacdo em outros tecidos, as denominadas metastases (PARMIGIANI; CAMARGO,
2004; LOPEZ, 2012). A capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de formar as metastases é
responsavel, em Gltima analise, pela morte de dois a cada trés pacientes com o diagndstico de
cancer (OTAKE; CHAMMAS; ZATZ, 2006).

Como o termo cancer refere-se a um conjunto de doencas distintas, estas foram
classificadas de acordo com o seu local de origem no organismo. Quando o cancer tem inicio
em tecidos epiteliais como pele ou mucosas ele é denominado carcinoma. Se comeca em
tecidos conjuntivos como 0sso, muasculo ou cartilagem é chamado de sarcoma. Linfoma é o

nome genérico usado para designar todo tipo de cancer do sistema linfatico, e leucemia refere-
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se ao cancer nas celulas jovens sanguineas que se acumulam na medula éssea (ALMEIDA et
al., 2005; BRANDAO et al., 2010).

O surgimento do cancer esta relacionado a uma multicausalidade de fatores
conhecidos como carcinogénicos, isto €, agentes iniciadores capazes de modificar a estrutura
do DNA de uma célula (OTTO, 2002). Esses fatores podem ser divididos em intrinsecos que
sd0, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinados, como a constituicdo genética
herdada, e fatores extrinsecos relacionados ao meio ambiente e aos habitos ou costumes
préprios de um ambiente social e cultural, que atuam de modo a alterar a estrutura genética
das células (NASCIMENTO; FONSECA; RODRIGUES, 2012). Dentre estes fatores podem
ser citados a radiacdo solar, exposicdo a agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, estilo e
habitos de vida e alimentares principalmente em relacdo a alimentos ricos em gorduras,
nitritos, alcatrdo e aflatoxina, sendo o surgimento do cancer dependente da intensidade e
duracdo da exposicdo das celulas aos agentes cancerigenos. Ambos os fatores, intrinsecos e
extrinsecos, estdo, na maioria das vezes, inter-relacionados (CARNEIRO; PINTO;
PAUMGARTTEN, 1997; SILVA, 2006).

Os fatores de risco extrinsecos, por serem mais vulneraveis e evitaveis, consistem em
alvos de prevencao primaria, que se refere a toda e qualquer acdo voltada para reducdo da
exposicdo da populacdo a fatores de risco da doenga (TEIXEIRA, 2001). Existe também a
prevencdo secundaria que abrange a¢des as quais permitem o diagnostico precoce da doenca e
0 seu tratamento imediato, o que aumenta a possibilidade de cura (GILL; TATTERSALL,
1999; NASCIMENTO; FONSECA; RODRIGUES, 2012).

O céancer é considerado um problema de satde publica nos paises em desenvolvimento
igualando o comportamento observado nos paises industrializados, com tendéncia de aumento
da incidéncia em todos os paises para todos os tipos de cancer. Dados demostram que, em
termos mundiais, a incidéncia do cancer pode aumentar em 50% para o ano de 2020, com 15
milhdes de casos novos (GUANCHE et al., 2007; CAVALINI; CRUZ; SILVA, 2012).

Estimativas do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA/RJ/Brasil) mostram que, no Brasil, para o ano de 2013, prenunciam-se quase 520 mil
novos casos da doenga, com maior concentracdo nas regides Sul e Sudeste do pais. Os tipos
mais incidentes, com excecdo ao de pele tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e
de pulméo para 0 sexo masculino e os canceres de mama e colo do Utero no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada para a América Latina (INCA, 2011).

O tratamento para o cancer pode ser realizado através da hormonioterapia,

imunoterapia, radioterapia, quimioterapia e procedimento cirargico, bem como da
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combinacdo de alguns desses procedimentos (DA SILVA et al., 2012). A quimioterapia
baseia-se na busca por destruicdo das células neoplasicas, que tém como caracteristica o fato
de se dividirem muito mais rapido que a maioria das células normais. Contudo, podem ocorrer
efeitos secundarios importantes naquelas células normais de crescimento rapido, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunolégico, causando diarreia, nduseas, vomitos,
alopecia e maior susceptibilidade as infecgdes (ALMEIDA et al., 2005; LONGLEY;
JOHNSTON, 2005; BRANDAO et al., 2010).

Por se tratar de uma doenca com elevado indice de mortalidade, que atinge anualmente
milhdes de pessoas ao redor do mundo, varios esforgos estdo sendo feitos na busca de novos
agentes antineoplasicos. Novas estratégias vém sendo estudadas na pespectiva de solucionar
problemas da quimioterapia antineoplasica, como a baixa concentracdo de antineoplasicos em
tumores, toxicidade sisttmica (EDMONSON et al., 2002; EXTERMANN et al., 2002; MA et
al., 2002; TSALIC et al., 2003), auséncia de seletividade para células tumorais, e 0
aparecimento de células tumorais resistentes aos quimioterapicos (PUSZTAI et al., 1998;
BLAGOSKLONNY, 1999; KRISHNA; MAYER, 1997; FRACASSO et al., 2000). Baseadas
em avancgos significativos no conhecimento da biologia do cancer, as pesquisas buscam
moléculas que atuem com mecanismos especificos para cada tipo da enfermidade, como
inibicdo da polimerizacdo da tubulina, atuacdo no DNA, bloqueadores enzimaticos ou de
microtdbulos celulares (ALTMANN; GERTSCH, 2007; BRANDAO et al., 2010).

Os antineopléasicos sdo farmacos quase tdo heterogéneos (quando consideradas suas
caracteristicas quimicas e mecanismos farmacoldgicos) quanto os tumores envolvidos, como
mostrado na tabela 1 (ALMEIDA et al., 2005). Eles podem ser classificados em farmacos
ciclo-celular especificos (CCS), quando exercem sua acao sobre as células que se encontram
no ciclo celular, ou farmacos ciclo-celular ndo especificos (CCNS), os quais tem a capacidade
de exterminar as células tumorais independentemente de estarem atravessando o ciclo ou de
estarem em repouso no compartimento GO (Tabela 1). Estes Gltimos ainda podem ser
subclassificados em relacdo ao mecanismo de acdo no DNA, considerando que eles podem
agir de diferentes maneiras, como por exemplo: i) interagindo diretamente com o0 DNA, como
os agentes alquilantes, dentre estes, mostardas nitrogenadas, nitrossuréias e complexos tipo
cisplatina; ii) formando radicais livres que interagem com o DNA fragmentando suas heélices,
como a bleomicina; iii) interagindo com a fenda menor do DNA, como os farmacos berenil,
pentamidina e analogos; iv) alterando as propriedades de pareamento das bases, como 0s
agentes intercalantes proflavina, acridina, amsacrina; e v) inibindo a DNA-girase, como a
doxorrubicina (ALMEIDA et al., 2005).
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Tabela 1 - Relages entre ciclo celular e principais classes de agentes antineoplasicos

Agentes ciclo-celular especificos
(CCS, “Cell Cycle-Specific”)

Agentes ciclo-celular ndo especifico
(CCNS, “Cell Cycle-NonSpecific”)

1.1. Agentes Antimetabolitos
1.1.a. Analogo do &cido folico
1.1.b. Antagonistas das pirimidinas
1.1.c. Anélogos das purinas e inibidores
correlatos
1.2. Agentes Hormonais
1.2.a. Adrenocorticosteroides
1.2.b. Progestinas
1.2.c. Estrogénios

1.2.d. Androgénios

1.2.e. Antiestrogénio

1.2.f. Antiandrogénio

1.2.9. Anélogo do hormdnio liberador

de gonadotropina

1.2.h. Inibidor da aromatase

1.2.i. Inibidor do horménio peptidico
1.3. Produtos Naturais

1.3.b. Enzimas

2.1. Produtos Naturais
2.1.a. Antibioticos naturais
2.1.a.1. Antraciclinas
2.1.a.2. Mitomicina

2.1.a.3. Dactinomicina
2.1.a.4. Plicamicina
2.1.a.5. Bleomicina
2.1.b. Alcaloides pirrolizidinicos
2.2. Complexos de Coordenacdo
Platina
2.2.a. Cisplatina (cis-DDP)
2.2.b. Carboplatina (CBDCA)

2.3. Agentes Alquilantes Diversos

2.3.a. Mostardas nitrogenadas
2.3.b. Nitrossuréias

2.3.c. Triazenos

de

Fonte: Almeida et al., 2005, adaptado.

Outra classe de farmacos importantes sdo os inibidores da angiogénese. Esse processo
envolve a formagdo de novos vasos sanguineos, a partir daqueles existentes, com o objetivo

de fornecer o suprimento de oxigénio e nutrientes necessarios para a proliferacdo ativa das

26

células tumorais. Portanto, a angiogénese representa um aspecto critico da progressdo tumoral

e metastase. O primeiro farmaco anti-angiogénico aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) foi o bevacizumab, um anticorpo monoclonal humanizado direcionado

contra o Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF), utilizado atualmente para

tratamento de tumores metastaticos de pulm&o, mama, rins e coloretal (GIULIANO; PAGES,

2013).
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Um importante problema frequentemente encontrado na terapia do céncer é o
aparecimento de uma sub-populagdo de células que sdo resistentes ao tratamento. Tumores
solidos contém células em hipdxia que sdo resistentes a morte por radiacdo ionizante e pela
maioria dos agentes antineoplasicos. Por isso, foram desenvolvidos os agentes biorredutiveis,
compostos como a mitomicina C, misonidazol e tirapazamina, que necessitam de ativagao
metabdlica para gerar metabolitos citotdxicos, processo este facilitado pela condi¢do de
hipdxia presente nos tumores solidos (OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Na terapéutica do cancer de mama surgiram os moduladores seletivos de receptores de
estrogeno (SERM’S). Estes farmacos competem pelo sitio de ligagdo no receptor do estradiol
enddgeno localizado no tumor, reprimindo desta forma os sinais de crescimento por ele
promovido. Somando-se a vantagem de menores indices de toxicidade, estes farmacos
apresentam seguranca em pacientes na pré e pos-menopausa devido a suas caracteristicas
singulares ao ambiente de acdo. O tamoxifeno é o farmaco da classe dos SERM’S mais
utilizado, possuindo efeito antagbnico ao estrogénio em tecido mamario (0 que reduz a
proliferacdo do tumor) e efeito de agonista parcial na periferia (reprimindo assim a
desmineralizacdo 6ssea comum no pos-menopausa) (LEAL; CUBERO; DEL GIGLIO, 2010).

Os anticorpos representam uma promissora classe de novos farmacos em
desenvolvimento contra o cancer, eles podem ser usados para exercer diferentes atividades
biol6gicas ou como veiculos, quando conjugados a diferentes substancias como radiois6topos,
farmacos, toxinas ou peptideos. A capacidade do anticorpo carregando um agente terapéutico
se ligar especificamente ao antigeno de uma determinada célula ou tecido tumoral tem sido
uma grande ferramenta da industria farmacéutica para aumentar a acdo do farmaco e
minimizar seus efeitos colaterais (MCCARRON et al., 2005).

Os anticorpos por si s6 normalmente ndo conseguem destruir uma célula, mas, ao se
ligarem a ela, podem ativar diferentes mecanismos imunoldgicos capazes de bloquear o
crescimento ou mesmo promoverem a sua morte. Os anticorpos ao se ligarem aos seus alvos
especificos podem ser também usados como moduladores agonistas ou antagonistas de vias
de sinalizacao celular estabilizando, diminuindo ou mesmo inibindo a proliferacdo celular ou
induzindo a sua morte (MCCARRON et al., 2005; ANDRADY et al., 2011).

Uma estratégia para alcancar tumores solidos e diminuir ainda mais a
imunogenicidade foi a construcdo de fragmentos cada vez menores de anticorpos, com
diminuicdo do peso molecular, mas que mantivessem a capacidade de se fixar a antigenos e
pudessem ser conjugados & outras moléculas (ECCLES 2001; AGUILLON et al., 2003;
HUST et al., 2012).
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O primeiro anticorpo monoclonal (mAb - monoclonal antibody) aprovado pelo FDA
para o tratamento de um tumor foi o Rituximab, um mAb quimérico anti-CD20 IgG1,
especifico para o antigeno de superficie CD20, presente em neoplasias linfoides de células B
como a leucemia linfoide cronica e linfomas ndo-Hodgkin (NHL) de células B, resistentes a
quimioterapia convencional (ORTIN 2005; ECCLES 2001; KLIMM et al., 2005; ANDRADY
et al., 2011, KAUMAYA; FOY, 2012). Este foi seguido por outros mAbs como o
trastuzumab, contra HER2 (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano), utilizado
para tratar pacientes com cancer de mama expressando o antigeno HER2/neu, cetuximab
especifico contra o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (STROME et al.,
2007), e panitumumab, que se liga ao EGFR e é (til para o tratamento de pacientes com
cancer colorretal que superexpressam EGFR, (RUTHANN et al., 2007; AURISICCHIO et al.,
2012).

Eventos epigenéticos incluindo as modificagbes de histonas sdo cruciais para
estabelecer a programacdo correta da expressdo dos genes. Erros nestes processos podem
levar a uma expressdo aberrante de genes e a uma perda de check-points anticancer
(ROTHHAMMER; BOSSERHOFF, 2007; MULLER; PRADO, 2008). Estas modificacbes
podem resultar em transcrigdo ou silenciamento génico através da acdo de enzimas capazes de
acetilar, desacetilar ou transferir grupamentos metil. Entretanto, por se tratarem de alteracfes
epigenéticas, ou seja, que ndo estdo na sequéncia de DNA, podem ser revertidas. A
intervencdo nas alteracdes epigenéticas tem se apresentado como um campo promissor na
busca de agentes terapéuticos (MINAMI et al., 2013; WELLS et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que muitos agentes, alguns ja utilizados na terapéutica
(como o acido valpréico), atuam sobre o complexo enziméatico que estd envolvido nas
modificacdes das histonas, revertendo a alteracdo epigenética, permitindo assim a reativacdo
de genes supressores de tumor e/ou outros genes que sdo cruciais para o funcionamento
normal das células (GU et al., 2012). Os Inibidores das Histonas Desacetilases (iHDAC) tém
emergido como uma nova classe de agentes anticancer (MINAMI et al., 2013; WELLS et al.,
2013). Estes farmacos tém demonstrado atividades contra diversos tipos de cancer e notaveis
efeitos na proliferacdo da célula tumoral, na morte celular programada, na diferenciacdo e
angiogénese tumoral in vitro e in vivo. Alguns tém demonstrado potencial terapéutico, em
testes clinicos em fases iniciais, para malignidades hematoldgicas como linfoma cutaneo de
células T, sindromes mielodisplasicas e linfoma difuso de células B. Exemplos de iHDAC

incluem &cidos graxos de cadeia curta (butirato e acido valprdico), compostos derivados do
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acido hidroxamico (tricostatin A e oxanflatin), tetrapeptideos ciclicos (apicidin e depudecin) e
um derivado sintético da benzamida (MS-275) (MENDITI; KANG, 2007).

Apesar do grande progresso na terapia do cancer, como demonstrado pela ampla
diversidade farmacologica surgida nos ultimos anos, muitos tumores ainda sdo de dificil
remissao (RIVA et al., 2012). Considerando ainda que o nimero de pessoas acometidas com a
doenca aumenta progressivamente no mundo inteiro, a descoberta de farmacos
antineoplasicos de facil administracdo, alta eficacia e com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais € uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da area (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

2.2 Modelos experimentais no estudo de farmacos com potencial anticancer

Diante da gravidade do cancer e do apelo social que representa, varias pesquisas vém
sendo realizadas nos Gltimos anos, no intuito de compreender o desenvolvimento da doenca,
na busca por tratamentos mais eficazes e menos toxicos (ARAUJO; McELWAIN, 2004).

Para isso, existem diversos modelos experimentais pré-clinicos validados. Os mais
utilizados sdo as culturas de células e tecidos (pesquisa in vitro), e os animais de laboratério
(pesquisa in vivo) (FERREIRA; FERREIRA, 2003).

Para a pesquisa de novos farmacos anticancer, o aprimoramento da metodologia de
cultura de células permitiu o cultivo e manutencédo de diversas linhagens celulares oriundas de
diferentes tumores humanos, possibilitando o desenvolvimento de metodologia para triagem
in vitro (HARVEY; CREE, 2010).

A capacidade de estudar as células em nivel molecular relaciona-se com a forma como
as células podem crescer e serem manipuladas em laboratério. Desse modo, a cultura de
células in vitro permite estudar crescimento, diferenciacdo e morte celular e efetuar
manipulacfes genéticas necessarias ao perfeito conhecimento da estrutura e fun¢fes dos genes
(FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005).

A metodologia de ensaio de atividade antiproliferativa in vitro permite a avaliacdo de
extratos e principios ativos em diversas células neoplasicas e ndo neoplasicas, possibilitando a
descoberta de novas drogas com maior especificidade. Conta ainda com maior rapidez e
eficiéncia do método, que avalia um numero grande de drogas em um curto intervalo de
tempo (RUBISTEIN et al., 1990; SKEHAN et al., 1990).

Um dos procedimentos utilizados para avaliar a citotoxicidade e viabilidade € o ensaio

de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio), um corante
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amarelo, que é reduzido por enzimas mitocondriais e citoplasmaticas a um composto azul
denominado formazan, insolivel em solu¢do aquosa. A redugdo do sal tetrazolio MTT,
principalmente pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SLATER; SAWYER,;
STRAULLI, 1963), é muito utilizada em ensaios de avaliacdo de sobrevivéncia e proliferacéo
celular, uma vez que somente as células viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan
(azul), o qual, uma vez solubilizado, pode ser quantificado espectrofotometricamente. Sendo
assim, a quantidade de formazan produzido é proporcional ao nimero de células viaveis
presentes (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986).

Outro método de avaliacdo da atividade citotoxica amplamente utilizado é a avaliagdo
da proliferacdo de células cancerigenas humanas utilizando a sulforrodamina B (SRB). Esse
teste avalia o contetdo proteico de células (aderentes ou em suspensdo), e baseia-se no
pressuposto da sintese proteica ser uma medida da proliferacdo celular. SRB € um corante
com dois grupos sulfonicos que Ihe conferem a capacidade de se unir eletrostaticamente aos
aminoacidos basicos das proteinas; como essa se liga aos residuos dos aminoacidos a
quantidade de corante acumulado é proporcional ao numero de células presentes (VICHALI,
KIRTIKARA, 2006).

Apesar do ensaio de reducdo do MTT ser bastante utilizado mundialmente, o Intituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) tem estimulado a utilizagdo de outros ensaios
para a avaliacdo da atividade antitumoral in vitro, como a SRB. Isso ocorre porque a avaliacao
da atividade citotoxica utilizando a SRB possui um ponto final mais estavel, isto é, esse
corante ndo requer um tempo determinado de incubacdo para a sua posterior analise
espectrofotométrica como ocorre no caso do MTT, que € mais instavel. O ensaio com SRB
possui ainda um desenvolvimento mais facil e um melhor controle de qualidade (MONKS et
al., 1991). Trabalhos mostram ainda, que algumas substancias sdo capazes interagir de alguma
forma com o MTT e assim inibir a reducdo do MTT sem afetar a viabilidade celular, ou ainda,
induzir a reducdo do MTT na auséncia de células vivas. Por isso, é recomendada a utilizagdo
de outros ensaios de citotoxicidade para avaliar o efeito de substincias quimicas na
viabilidade de culturas celulares (AHMAD et al., 2006; TREVISI et al., 2006).

Entretanto, a atividade citotoxica seletiva sobre células cancerosas observada em
modelos in vitro pode ndo se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Modelos de
cancer em animais sao sistemas que mimetizam a natureza do tumor encontrado em humanaos.
Assim, a escolha de um modelo para a avaliacdo da atividade in vivo é fundamental durante a

investigacdo de uma nova terapia antineoplasica. As duas metodologias mais empregadas no
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estabelecimento do cancer em animais de laboratério envolve indugdo quimica ou transplante
de células tumorais (KERBEL, 2003).

Sendo assim, um grande avanco no estudo dos tumores tem sido a utilizacdo de
métodos experimentais, onde sdo usados tumores transplantaveis ou transmissiveis. Esses sao
tumores de animais, mantidos em laboratério, pelo transplante de células tumorais a
hospedeiros susceptiveis, como por exemplo, o tumor de Ehrlich (DAGLI, 1989; ASSIS,
2007). Este tumor é um bom modelo para estudos envolvendo citologia, por crescer na forma
ascitica, o que permite a obtencéo de células tumorais isoladas (HOSSNE, 2002).

O tumor de Ehrlich é um carcinoma de rapido crescimento com comportamento agressivo
(NASCIMENTO et al., 2006). Foi primeiramente descrito por Paul Ehrlich em 1906. E um
adenocarcinoma de mama de camundongos transplantavel, constituido de células de origem
epitelial (EHRLICH, 1906). Originalmente de crescimento sélido foi convertido na forma
ascitica por Loewenthal e Jahn em 1932, e desde entdo é estudado na forma solida, quando as
células sdo inoculadas no tecido subcutédneo, ou na forma ascitica, quando inoculado na
cavidade peritoneal, desenvolvendo uma carcinomatose peritoneal, com grande acumulo de
fluido no abdémen (ascite) (KLEIN; KLEIN, 1956; EHRLICH, 1906; VIEIRA et al., 2010).

O liquido ascitico ou fluido ascitico consiste num liquido presente em quantidade
anormalmente aumentada na cavidade abdominal. Fisiologicamente, existe uma quantidade
minima de fluido na cavidade peritoneal. Este fluido tem a funcdo de lubrificar a cavidade
abdominal, permitindo um movimento de deslize das alcas intestinais entre si a medida que se
faz necessario em virtude da progressdo dos alimentos durante a digestdo e producdo do bolo
fecal. Normalmente é um liquido claro, estéril e viscoso produzido sob a forma de
ultrafiltrado do plasma, sob influéncia da permeabilidade vascular e das forcas hidrostaticas
(KARCHER; PHERSON, 2011). Apds a inoculacdo intraperitoneal das células do tumor de
Ehrlich, o volume da ascite e 0 nimero de células aumentam progressiva e rapidamente
(VINCENT; NICHOLLS, 1967; VIEIRA et al., 2010).

O tumor de Ehrlich ascitico cresce produzindo, nos primeiros dias, um liquido fluidico
com baixa populacdo celular, que progride até o sétimo ou nono dias. Apds esse periodo
ocorre diminuicdo do numero de células e o liquido torna-se hemorragico e fibrinoso,
coagulando-se de forma relativamente rapida. Normalmente, dependendo do numero de
células inoculadas, o animal pode sobreviver cerca de 20 a 25 dias ap6s a inoculagdo
intraperitoneal, 0 que depende da linhagem dos camundongos (DAGLI, 1989; BALA et al.,
2010; HALDAR et al; 2010).
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A implantacdo do tumor ascitico de Ehrlich induz uma reacdo inflamatéria local, com
aumento da permeabilidade vascular que resulta na formacdo do edema, migracdo celular e
formacéo progressiva do liquido ascitico. A formacdo do fluido ascitico é essencial para o
crescimento do tumor, afinal seus constituintes servem de fonte nutricional para as celulas
tumorais (FECCHIO et al., 1990; NASCIMENTO et al., 2006).

Sabe-se que, grande numero de principios ativos obtidos de plantas tem demonstrado
acao anticancer em diversos modelos experimentais por alteracfes nas vias de transducgéo de
sinais que modulam a expressdo génica, a progressao do ciclo celular, a proliferacdo, o
metabolismo e a morte celular (HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). O mecanismo anticancer
mais procurado atualmente é o de indugdo seletiva da apoptose, levando apenas células
malignas a morte (SUBHASHINI; MAHIPAL; REDDANNA, 2005; STRASSER; CORY;
ADAMS, 2011). Isso porque, demonstrou-se que a apoptose é um mecanismo inato de defesa
antineoplasica e que varios agentes quimioterapicos agem pela inducdo desse tipo de morte
celular levando a uma intensa investigagdo dos mecanismos moleculares da apoptose e sua
aplicacdo no tratamento do cancer (NICHOLSON, 2000; GRIVICICH; REGNER; ROCHA,
2007).

Apoptose € um processo de morte celular programada em resposta a muitos estimulos
fisiologicos e patoldgicos (ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). E reconhecida
como um mecanismo importante na homeostase celular durante o desenvolvimento, sendo um
processo que elimina células supérfluas, danificadas ou células mutantes (REED, 2002). No
entanto, a apoptose tem sido implicada em muitas doencas, incluindo doencas vasculares
isquémicas e o cancer (GILL et al., 2002; MAHMOOD; SHUKLA, 2010).

De um modo geral, a apoptose € um fenbmeno rapido: ocorre uma retracdo da célula
que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas
celulares mantém a sua morfologia, com excecdo, em alguns casos, das mitocondrias, que
podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensacdo e se
concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular
forma prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear (ARAVINDARAM; YANG, 2010). Os prolongamentos da membrana
celular aumentam de numero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o
conteudo celular. Essas por¢des celulares envoltas pela membrana celular séo denominadas
corpos apoptoticos, que sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar
um processo inflamatoério (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; STRASSER; CORY; ADAMS,
2011). Outra caracteristica marcante da morte por apoptose €& a fragmentacao
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internucleossémica do DNA, a qual possui um padrdo caracteristico. Uma endonuclease é
ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis, mas sempre maltiplos de 200
pares de base (SARASTE; PULKKI, 2000).

Outro tipo de morte celular é a necrose, na qual as células sofrem um insulto que
resulta no aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura celular.
Durante a necrose, o contetdo celular € liberado, causando dano as células vizinhas e reacéo
inflamatdria no local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). A presenca de necrose muito
provavelmente esta relacionada a falta de oxigénio e de outros fatores nutricionais, sobretudo
na regido central de tumores sélidos. As células tumorais tem a capacidade de produzir fatores
de crescimento que estimulam a angiogénese, e quando a taxa de crescimento € muito alta e a
producdo desses fatores ndo é proporcional a necessidade, as células tumorais sofrem hipoxia
e morrem por necrose (MONTENEGRO; FRANCO; 1999; ASSIS, 2007; R1ZZO, 2011).

O processo apoptético pode ser induzido por duas vias, a extrinseca, iniciada por
receptores localizados na membrana externa das células e pela via intrinseca, associada a
mitocbndria, as quais convergem para a via comum das caspazes executoras que Sao
sintetizadas como precursores chamados de pro-caspases e, quando clivados, assumem sua
forma ativa. As caspazes iniciadoras sdo responsaveis por detectar e traduzir sinais
apoptéticos, clivando e ativando as caspazes efetoras, que, por sua vez, clivam alvos e
proteinas que incluem enzimas de reparo do DNA, proteinas do citoesqueleto e moléculas
envolvidas na progressao do ciclo celular, o que, por fim, culmina em altera¢cfes associadas a
apoptose (CURTI; COTTER, 2003; YOULE; STRASSER, 2008).

A via extrinseca da apoptose ou via receptores de morte como CD95 (Fas ou Apo-1)
ou TNF-R1 (receptor do fator de necrose tumoral), sdo estimulados por ligantes de morte
especificos. Tais receptores, quando estimulados, associam-se as caspases iniciadoras (como a
pré-caspase -8 ou -10) através de proteinas adaptadoras, como a FADD (Fas-Associated
Death Domain), TRADD (TNF Receptor- Associated Death Domain) e RIP (Receptor-
Interacting Protein), levando a trimerizacdo do receptor. O complexo resultante ativa a
caspase iniciadora que, subsequentemente, ativa a cascata de caspases efetoras (ISRAELS;
ISRAELS, 1999; FISCHER; SCHULZE-OSTHOFF, 2005; LIU, et al., 2006; FRAZILIO,
2011; MILOT; FOTOUHI-ARDAKANI; FILEP, 2012).

A via intrinseca (mitocondrial), regulada pela familia de
proteinas Bcl-2 (The B-cell lymphoma protein-2 family), é ativada por sinais internos (danos

no DNA, oncogenes ativados ou privacdo de fatores de crescimento) os quais s@o detectados
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pela mitocéndria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria e
consequente liberacdo do citocromo ¢ e proteinas ativadoras da apoptose para o citosol
(GUPTA, 2003; FRAZILIO, 2011). Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo
proteico indutor de apoptose, denominado apoptossomo. Este complexo é formado por
mondmeros de Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor) com moléculas de caspase 9 e
citocromo ¢ que ativam a caspase 3, responsaveis pela execucao da morte celular por apoptose
(RUPNARAIN et al., 2004; MILOT; FOTOUHI-ARDAKANI; FILEP, 2012).

Outra caracteristica dos canceres humanos € a perda da regulacdo normal do ciclo
celular considerando que erros nesse processo contribuem diretamente para a formagdo um
fendtipo maligno (NEBERT, 2002; BARTEK; LUKAS, 2001).

Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolucdo de uma célula normal
para uma célula potencialmente maligna (HAHN; WEINBERG, 2002), mas a maior parte
deles interfere na divisdo celular e, assim, o conhecimento do ciclo celular e dos seus
mecanismos é importante para que haja a compreensdo da etiologia do cancer (SALMONM,
1998; ALMEIDA et al., 2005). Aliado a isso, observa-se que muitos farmacos, dentre eles
produtos naturais como os alcaloides da vinca e taxois, antineoplasicos amplamente utilizados
na pratica clinica, exercem seus efeitos por interagir de alguma forma com o ciclo celular
(ALMEIDA et al., 2005).

A proliferacdo celular € um processo coordenado onde a progressao pelas fases do
ciclo celular é regulada, de modo preciso, por uma rede bioguimica complexa, que sinaliza o
andamento e as passagens entre G1, S, G2 e M. Esse controle é vital para a manutencdo do
ritmo de proliferacdo, para garantir a correta replicacdo do material genético, segregacdo dos
cromossomos, e coordenacdo dos processos de diferenciacdo, senescéncia e morte
(MALUMBRES; BARBACID, 2009). O mau funcionamento nessas vias leva ao
aparecimento e perpetuacdo de mutacGes e aberracBes cromossdmicas que favorecem o
aparecimento de diversas enfermidades, dentre elas o cancer (PAULOVICH et al., 1997;
OGINO et al., 2005).

A célula que ndo estd replicando apresenta-se na fase GO. Nesta fase, 0 DNA
apresenta-se super-enovelado, com atividade nuclear baixa. Este estagio pode ser modificado
para a fase G1, onde ha a preparacdo da célula para a multiplicacdo, com a producdo de
constituintes celulares que serdo essenciais para a nova célula que serd gerada, além da
preparacdo para a sintese de DNA, que ocorrerd na fase S (FOSTER, 2008). Essa mudanca de
estagio responde a fatores extracelulares que, por uma cascata de sinalizagdo, fornecem o

estimulo para que a célula saia de G1 e se prepare para entrar em S. Nesta fase, ocorre a
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duplicacdo dos cromossomos, resultando em uma fita recém sintetizada, exatamente
complementar a matriz (ALMEIDA et al., 2005).

Nas fases G1 e S existem diversos mecanismos reguladores que afetam a
multiplicacdo celular. Os fatores de crescimento, como o0s produtos de oncogenes, ativam a
multiplicacdo celular, enquanto que os controles de retroalimentacdao (“feedback™) sdo
inibidores da multiplicacdo celular. Esses controles sdo, por exemplo, genes supressores
tumorais, que detém a replicacéo celular quando ha dano no DNA, para que ele seja reparado
(SALMONM, 1998).

Ao fim de G1 ap6s um momento definido como check point, o sistema que regula a
progressdo do ciclo torna-se independente da sinalizacdo extracelular, passando a ser
controlado por mecanismos intracelulares que envolvem a sequencial ativacdo de uma familia
de proteinas chamadas de quinases dependentes de ciclina (CDKs) (PARDEE, 1974;
HIRSCHI et al., 2010). A atividade destas enzimas é dependente da associacdo com uma
subunidade reguladora positiva pertencente a familia de ciclinas, formando um complexo
catalitico ciclina-CDK ativo (SHERR, 2000). Apenas cinco CDKs parecem ser ativas durante
o ciclo celular: CDK4, CDK6 e CDK2 (durante G1), CDK2 (na fase S), CDK1, também
conhecida como CDC2 (em G2 e M). As CDKSs restantes parecem n&o ter um papel crucial na
progressdo do ciclo celular normal (LAPENNA; GIORDANO, 2009; MALUMBRES;
BARBACID, 2009). Os complexos ativos de ciclina e CDK, por sua vez, atuam sobre uma
macromolécula central do sistema de controle do ciclo celular, a proteina Rb
(Retinoblastoma). A proteina Rb é uma proteina inibitdria que se encontra hipofosforilada em
seu estado normal. Por influéncia de complexos enzimaticos ativados pela sinalizacdo
mitogénica, pode ser fosforilada, permitindo a liberacédo do fator de transcricdo E2F, que por
sua vez induz a expressao de genes que controlam a entrada na fase S (HIRSCHI et al., 2010).
A Rb fosforilada (pRb) e suas proteinas relacionadas, p107 e p130, regulam a proliferacdo
celular e foram descritas por estarem mutadas em muitos tipos de cancer (EKHOLM et al.,
2001).

Apbs a fase S, inicia-se a fase G2, momento em que € sintetizado o RNA e muitas
proteinas necessérias para as duas celulas que serdo geradas, bem como a preparacdo para a
proxima etapa, a mitose (M). Na mitose ocorre a condensacdo dos cromossomos, formacgéo
dos fusos mitoticos e alinhamento dos microtubulos e, finalmente, a citocinese: separacéo das
células fihas recém formadas, finalizando o ciclo de replicacéo celular (a célula retorna a fase

GO0). A célula tumoral ou transformada néo finaliza o ciclo de replicacéo celular (ndo retorna a
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fase GO0), assim passa da fase M para nova fase G1 (ALMEIDA et al., 2005; HARPER,;
BROOKS, 2004; EGGERT; MITCHISON; FIELD, 2006).

Todas essas vias e alvos moleculares, relacionados a apoptose e ciclo celular, tém sido
objetos de pesquisas no sentido de elucidar mecanismos de acdo de novos farmacos

antineoplasicos, dentre eles, aqueles de origem natural (COSTA-LUTUFO, 2010).

2.3 Produtos naturais e o tratamento do cancer

O tratamento do cancer tem se beneficiado dos estudos que se baseiam em pesquisas
de fontes naturais (ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Das drogas utilizadas no
tratamento do cancer, cerca de 60% sao provenientes de produtos naturais ou diretamente
derivados destes (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009; RIZZO0, 2011).

Muitos vegetais, frutas e verduras possuem componentes como carotenoides,
vitaminas antioxidantes, compostos fendlicos, terpenoides, esteroides, indols e fibras
insoltveis que podem agir de forma a bloquear, suprimir ou inibir a carcinogénese (HAIL et
al., 2008, GIBELLINI et al., 2011). Estudos em cultura de células, modelos animais e alguns
ensaios clinicos em humanos tém mostrado que essas substancias naturais oferecem
importantes beneficios para a salde humana, como reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, atividade antioxidante e anticancerigena (ZAFRA-GOMEZ et al., 2010).

Dentre os quimioterapicos de origem vegetal utilizados para o tratamento do cancer se
destacam a vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®) e o0s anadlogos vindesina
(Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); e ainda o paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel
(Taxotere®); a podofilotoxina e os analogos, etoposideo (Etopophos®) e teniposideo
(Vumon®); e a camptotecina e 0s anadlogos topotecano (Hycamtin®) e irinotecano
(Camptosar®) (HARVEY, 2008).

No final dos anos 50, estudos levaram a descoberta da propriedade antimitética dos
alcaloides vimblastina e vincristina, extraidos de Catharrantus roseus, sendo entdo aprovadas
pelo FDA como agentes anticancerigenos, desde entdo, varios andlogos semissintéticos tém
sido pesquisados (ISHIKAWA et al., 2009). A vincristina e a vimblastina agem
desestabilizando os microtibulos (SCHIFF; FANT; HORWITZ, 1979; MANN, 2002).
Ligam-se as B-unidades de tubulina em sitios especificos para tais alcaloides e a ligagédo €
rpida e reversivel, induzindo mudancgas conformacionais na tubulina e dificultando a
associacdo com outras moléculas iguais. A ligacdo também pode ser feita diretamente aos

microtUbulos pela extremidade terminal positiva, sendo que aproximadamente duas moléculas
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de vimblastina em cada unidade j& sdo capazes de desestabilizar 50% dos microtdbulos, sem
necessariamente causar a despolimerizacdo (JORDAN; WILSON, 2004).

Outra descoberta importante na area de cancer foi os agentes clinicamente ativos,
etoposideo e teniposideo, que sdo derivados semissintéticos do produto natural
epipodofilotoxina, um isémero de podofilotoxina, que foi isolado como agente antitumoral a
partir das raizes de vérias espécies do género Podophyllum, tais como P. peltatum e P. emodii.
Extensas pesquisas levaram ao desenvolvimento do etoposideo e teniposideo como agentes
clinicamente eficazes que sdo utilizados no tratamento de linfomas e canceres bronquiais e
testiculares e que induzem o blogueio pré-mitético no final da fase S ou no inicio da fase G2
do ciclo celular, devido a ligacdo destes com a topoisomerase Il, inibindo que essa enzima
complete sua funcdo e repare as duas fitas de DNA que foram previamente quebradas
(CANEL et al., 2000; CRAGG; NEWMAN, 2009).

Ocorreu no ano de 2007 a aprovagdo dos medicamentos Ixempra® (ixabepilona),
derivado da epotilona com agdo em microtdbulos, Yondelis® (trabectedina), primeiro
medicamento anticancer verdadeiramente de origem marinha, alquilante de DNA, e Torisel®
(temsirolimus), inibidor de proteina quinase mTOR (BAILLY, 2009).

Estudos mostraram que a salvicina, uma naftoquinona de estrutura diterpenoide
(ZHANG et al., 1999), constituinte da planta chinesa Salvia prionitis, apresentou significante
atividade anticancerigena in vitro e in vivo contra tumores humanos solidos (MENG;
ZHANG; DING, 2001). A salvicina tem a mesma poténcia do etoposideo, agindo contra trés
tipos de leucemia, além de ser citotdxica frente células malignas multi-resistentes. Esta
atividade foi associada a inducdo de apoptose, por acdo na topoisomerase Il (MENG,;
ZHANG,; DING, 2001).

A camptotecina, um alcaloide extraido e isolado de uma arvore ornamental chinesa,
Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), deu origem aos medicamentos semissintéticos
irinotecano (Camptosar®) e topotecano (Hycamptin®). Esta classe de agentes atua através da
inibicdo da topoisomerase I, uma enzima importante envolvida na via de replicacdo do DNA
durante a progressdo do ciclo celular (CRAGG; NEWMAN, 2004).

Ha relatos da descoberta do paclitaxel (Taxol®), isolado da casca do teixo (Taxus
baccata L. e Taxus brevifolia Nutt.) em 1971. O paclitaxel e seus derivados agem pelo
mecanismo de estabilizarem microtibulos e inibirem a despolimerizacdo dos mesmos,
causando a morte celular. Estes compostos se ligam fracamente as tubulinas livres, mas com
alta afinidade as que ja fazem parte do microtiibulo, nas B-unidades da superficie interna

(JORDAN; WILSON, 2004). Ao contrario do exemplo dos alcaloides da vinca, 0s taxanos
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interagem preferencialmente com a tubulina polimerizada, ao invés de interagirem com 0s
heterodimeros de tubulina, e acabam por estabilizar os microtibulos, impedindo a
despolimerizacdo. A liga¢do ocorre na subunidade P, sendo esse processo especifico e
reversivel (EFFERTH et al., 2007).

Dentre as vérias classes de compostos que tem como alvo proteinas reguladoras do
ciclo celular, os flavonoides tém se mostrado promissores por apresentarem este tipo de
efeito, como ocorre no caso da apigenina, que é capaz de modular a expressdo de p53 e p21
desencadeando diferentes mecanismos de morte celular (CHIANG et al., 2006), entretanto, na
maioria dos casos, 0 mecanismo observado € morte celular por apoptose dependente de
caspases (SHUKLA; GUPTA, 2010).

O produto natural fascaplisina (um flavonoide) é inibidor seletivo in vitro de varias
quinases dependentes de ciclinas, porém o alvo principal desses compostos é a CDK4/CycD1
(SONI et al., 2000).

Compostos da classe dos oxindois interrompem o ciclo celular via inibicdo da
atividade de CDK2. Além disso, esses compostos previnem a alopecia que normalmente
acontece durante a quimioterapia (DAVIS et al., 2001; BRAMSON et al., 2001).

Vérios produtos naturais, especialmente de origem vegetal e marinha, continuam
sendo estudados, considerando que essas amostras continuam sendo fonte em potencial de

substancias farmacologicamnete ativas contra o cancer.

2.4 Oleos essenciais com potencial atividade antitumoral

Entre os produtos naturais largamente investigados nas Gltimas décadas, destacam-se
0s Oleos essenciais. Estes podem ser obtidos pelos métodos de enfloracdo, arraste por vapor
d'agua, extracdo com solventes organicos, prensagem e extracdo por CO, supercritico
(SIMOES et al., 2004) de diferentes partes da planta (ISMAN; MIRESMAILLI; MACHIAL,
2011). S&o provenientes do metabolismo secundério e sdo constituidos predominantemente
por terpenos, mas muitos podem ser constituidos também por fenilpropenos (CSEKE et al.,
2006).

Fisicamente, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com aspecto
incolor ou claro. O o6leo obtido de uma planta serve como caracteristica para aquela espécie.
Mesmo que Oleos diferentes apresentem compostos iguais qualitativamente, diferencas
guantitativas fardo com que aquele 6leo tenha propriedades quimicas e biolégicas diferentes
dos demais (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007).
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Desde a antiguidade esse tipo de derivado vegetal tem sido utilizado no tratamento de
diversas afecgOes e na preparacéo de perfumes, como aditivos alimentares e para o controle de
pragas agricolas (ISMAN; MIRESMAILLI; MACHIAL, 2011). Parte das propriedades
farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo creditadas a ele. Oleos essenciais de
varias espécies vegetais tém mostrado atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiviral e antioxidante (RUFINO; PEREZ-JIMENEZ; ARRANZ, 2010).

Diversos Gleos essenciais e seus componentes aromaticos individuais ja mostraram
atividade supressora tumoral quando testados em um significante nimero de linhagens tumorais
humanas, incluindo glioma, céncer de colon, céncer gastrico, tumor hepatico, tumores
pulmonares, cancer de mama, leucemia e outros (DEANGELIS, 2001; EDRIS, 2007).

O oleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), e o composto
citral, seu principal constituinte, tém demonstrado importante propriedade antitumoral.
(RABBANI; DEVI; SHIVANANDA, 2004; DUDAI et al.,, 2005; NEGRELLE; GOMES,
2007).

O B-cariofileno e o a-humuleno presentes no dleo essencial de Cordia verbenacea
(MICHIELIN, 2009) possuem diversas atividades farmacoldgicas, como por exemplo,
inibicdo da formacdo de edema, anti-inflamatoéria (SHIMIZU et al., 1990; VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002) e anticarcinogénica (ALCANTARA et al., 2010). O espatulenol, obtido dleo
do caule de Licaria martiniana, apresenta, por sua vez, moderada atividade citotoxica contra
células do tipo kB (ALCANTARA et al., 2010). Relatos da literatura mostram ainda 0s
efeitos de Syzygium aromaticum, conhecido popularmente como cravo da india, no combate
ao cancer (CHAIEB et al., 2007). O 6leo essencial de S. aromaticum possui atividade
antimutagénica potencial, anticarcinogénica e acdo citotoxica e apoptética em linhagens de
celulas tumorais humanas (PC-3 e Hep G2). Seu componente majoritario, o eugenol, também
apresentou significante atividade antitumoral (PAL et al., 2010).

O oleo essencial de Croton micans e de Croton matourensis sdo ricos em limoneno,
espatulenol, a-cadinol e [p-elemeno, compostos de acdo anticAncer reconhecida
(COMPAGNONE et al.,, 2010). O limoneno apresenta potente atividade antitumoral,
resultando na regressdo de tumores em diferentes sitios organicos (MILLS et al., 1995;
KAWAMORI et al., 1996; AGGARWAL; SHISHODIA, 2006). O limoneno foi o primeiro
monoterpeno a ser testado como agente anticancerigeno e demonstrou atividade na prevencdo
do desenvolvimento de tumores e na regressao de carcinoma mamario em ratos (CHANDER
etal., 1994).
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Diferentes mecanismos de acdo tém sido propostos relacionados a atividade
antitumoral de dleos essenciais, j& estando evidenciada a participacdo de vias apoptéticas nos
efeitos toxicos contra células tumorais produzidos por alguns 6leos como, por exemplo, 0
6leo obtido de Schinus molle em células K562 (célula leucémica) (DIAZ et al., 2008) e aquele
obtido de Cymbopogon flexuosus em células HL60 (leucemia humana) (SHARMA et al.,
2009).

Uma alternativa promissora que vem sendo pesquisada para o tratamento de tumores
solidos € a utilizacdo do alcool perilico (AP). AP € um monoterpeno isolado dos 0leos
essenciais de menta, cereja e sementes de aipo, dentre outras plantas (BELANGER, 1998;
FISCHER et al., 2005). Estudos em animais mostram que o AP é um agente quimioterapico
eficaz na regressdo de tumores de mama (HAAG; LINDSTROM; GOULD, 1992; FISCHER
et al., 2005), pancreas (STARK et al., 1995; FISCHER et al., 2005), figado (MILLS et al.,
1995; FISCHER et al., 2005) e prostata (JEFFERS et al., 1995; FISCHER et al., 2005) e
agente quimiopreventivo nos tumores de colon (REDDY et al., 1997; FISCHER et al., 2005)
melanomas (HE et al., 1997; FISCHER et al., 2005) e neuroblastomas (SHI; GOULD, 1995;
FISCHER et al., 2005). AP atua na inducdo de apoptose de células tumorais sem afetar as
células normais e pode reverter as células tumorais para um estagio diferenciado
(BELANGER, 1998; FISCHER et al., 2005).A inibicdo da transducdo de sinal através da
membrana pelo AP resulta da ndo ancoragem da proteina Ras através da inibicdo de sua
isoprenilacdo (FISCHER et al., 2005).

Estudos recentes, realizados pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que 6leos
essenciais obtidos de diferentes espécies podem apresentar efeito in vitro e in vivo contra
células tumorais. O 6leo essencial de Xylopia langsdorffiana demonstrou alta atividade
antiproliferativa in vitro em células tumorais humanas K-562 (leucemia) e moderada em
células da linhagem NCI/ADR-RES (ovario resistente a multiplos farmacos) e ainda atividade
antitumoral in vivo em células tumorais murinas da linhagem sarcoma 180 (MOURA, 2012).
Outra espécie do género, Xylopia frutescens, também apresentou potente atividade
antitumoral in vivo em células tumorais malignas da linhagem S180 (LUNGUINHO, 2012).

Ainda, foi demonstrado que o 6leo essencial obtido de Lippia microphylla apresentou
atividade antitumoral in vitro em células da linhagem de sarcoma 180 e K562, e significante
atividade antitumoral in vivo na linhagem sarcoma 180 (XAVIER, 2011). Mais recentemente
0 Oleo de Croton polyandrus apresentou atividade antitumoral in vivo frente células da
linhagem de carcinoma ascitico de Ehrlich, induzindo parada do ciclo celular na fase GO/G1 e

aumento da fracdo Sub-G1, o que sugere inducdo de morte celular por apoptose; e ainda



41
ROLIM, T. L.

induziu aumento na média de sobrevida dos animais transplantados com tumor ascitico de
Ehrlich (PESSOA, 2013).
Portanto, 6leos essenciais obtidos de plantas sdo considerados fontes em potencial de

substancias biologicamente ativas contra o cancer.

2.5 Toxicologia de produtos naturais

Substancias quimicas ndo sdo consideradas totalmente seguras nem totalmente
danosas. Seus efeitos estdo relacionados com as suas concentragdes no meio e seu tempo de
permanéncia ou tempo de exposic¢ao sobre 0 organismo. Neste sentido os testes de toxicidade
sdo aplicados para avaliar os efeitos adversos de compostos quimicos e plantas medicinais em
um organismo de forma padronizada, em condicOes replicaveis que permitam comparacdes
com outros compostos testados (SILVEIRA, 2007).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou
comerciantes. Comparadas com as dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais,
a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é
verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de satde publica. Os efeitos
adversos dos fitoterapicos, possiveis adulteracfes e toxicidade, bem como a agdo sinérgica
(interacdo com outras drogas) ocorrem comumente (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

Mesmo com o uso disseminado de plantas medicinais, as pesquisas que avaliam a
toxicidade desses produtos sdo escassas (TUROLA; NASCIMENTO, 2006). Para melhor
entendimento do uso de plantas, € necessaria a avaliacdo da relacdo risco/beneficio do seu
uso, por meio de estudos farmacodinamicos e toxicologicos. Portanto, o uso da medicina
popular baseado no conhecimento tradicional ndo sdo suficientes para validar as plantas
medicinais como alternativas terapéuticas eficazes e seguras (FARIAS et al., 2007).

As plantas medicinais podem causar reacGes adversas devido aos seus proprios
constituintes, devido a interagdes com os medicamentos ou alimentos e ainda devido as
caracteristicas do paciente: idade, género, estado de saude, estado nutricional e caracteristicas
genéticas (BALBINO; DIAS, 2010), sendo assim, faz-se necessario um rigoroso controle de
qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extragdo de seus constituintes, até a elaboracdo
dos derivados vegetais e do medicamento final (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).
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Como exemplos de efeitos toxicos de plantas podem ser citados aqueles produzidos
pelas espécies do género Senecio (BUCKEL, 1998), a jurubeba (Solanum paniculatum L.),
ipeca (Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.) e arnica (Arnica montana L.), que podem
causar irritacdo gastrintestinal; o mastruco (Chenopodium ambrosioides L.) e a trombeteira
(Datura suaveolens Humb. & Bopl ex Willd.), que podem lesionar o sistema nervoso central;
0 cambard (Lantana camara L.), conhecido por sua hepatotoxicidade; a cascara-sagrada
(Rhamnus purshiana DC), que causa disturbios gastrintestinais (como diarreia grave)
(SIMOES et al., 1986; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005) e a arruda (Ruta
graveolens) que pode provocar aborto, fortes hemorragias, irritagio da mucosa bucal e
inflamagdes epidérmicas (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Componentes toxicos
ou antinutricionais, como o &cido oxalico, nitrato e acido erucico estdo presentes em muitas
plantas de consumo comercial (GUIL; RODRIGUEZ-GARCIA; TORIJA, 1997). Diversas
substancias isoladas de vegetais considerados medicinais possuem atividades citotdxica ou
genotdxica e mostram relacdo com a incidéncia de tumores (AMES, 1983; VEIGA JUNIOR,;
PINTO; MACIEL, 2005).

Outro caso importante € o do confrei (Symphytum officinale L.). Esta planta é utilizada
na medicina tradicional como cicatrizante devido a presenca da alantoina, mas também possui
alcaloides pirrolizidinicos, os quais sdo comprovadamente hepatotdxicos e carcinogénicos.
Apos diversos casos de morte ocasionados por cirrose resultante de doenca hepética veno-
oclusiva, desencadeadas por estes alcaloides, o uso do confrei foi condenado pela OMS
(BUCKEL, 1998; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Deve-se ressaltar ainda que os Oleos essenciais ndo sdo isentos de propriedades
toxicas, alguns também devem ser evitados, como exemplo, os 6leos essenciais provenientes
de bétula (Betula alba), cedro (Cedrela brasiliensis), erva-doce (Pimpinella anisum), jasmim
(Jasminum officinalis), manjericdo (Origanum basilicum), manjerona (Majorana hortensis),
tomilho (Thymus vulgaris), rosa (Rosa sp.) e lavanda (Lavanda angustifolia). Neste ultimo
caso, deve-se evitar o consumo, especialmente nos primeiros meses de gravidez (DAVIS,
1996; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Pacientes epilépticos tratados com
fenotiazinicos devem evitar o consumo de 6leo de primula (Oenothera biennis), que pode
provocar um quadro de epilepsia do I6bulo temporal (PISCITELLI et al., 2002).

Diante do exposto, € evidente a importancia da avaliacdo do potencial téxico das
plantas medicinais por meio de estudos cientificos necessarios para que a populagdo tenha

acesso a uma terapia complementar segura e de qualidade, a qual ndo é tdo econémica quanto
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se pensa, Vvisto que exige um razoavel investimento para o desenvolvimento das pesquisas
(PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos sofreu modificacdes nos
ultimos anos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elaborou normas para a
regulamentacéo destes medicamentos, desde a Portaria n. 6 de 1995, que estabeleceu prazos
para que as industrias farmacéuticas apresentassem dados de eficdcia e seguranca dos
medicamentos fitoterapicos, passando pela RDC n. 17 de 2000, e a RDC n. 14 de 2010,
atualmente em vigor, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006; BRASIL, 2010).

Os ensaios de toxicologia pré-clinica deverdo utilizar como pardmetros minimos o
GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE
FITOTERAPICOS, que é normatizado pela Resolugdo Especifica (RE) n. 90, de 16 de marco
de 2004 (BRASIL, 2004). De acordo com esse guia, devem ser realizados ensaios para
avaliacdo de toxicidade aguda (avalia a toxicidade apds exposicdo a uma dose Unica ou dose
fracionada administrada no periodo de 24 horas), ensaios para avaliacdo de toxicidade de
doses repetidas (avalia a toxicidade apds exposicdo a doses repetidas, 28 dias - subcronico -
ou 13 semanas - cronico) e estudos sobre genotoxicidade, que devem ser efetuados quando
houver indicacdo de uso continuo ou prolongado do medicamento em humanos (BRASIL,
2004).

Ainda no que se refere a realizacdo de ensaios toxicoldgicos pré-clinicos de
substancias quimicas, os critérios para a realizacdo desses testes também estdo bem
especificados nas normas da The Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) em “OECD Guidelines for testing of chemicals”, os quais sdo aceitos mundialmente
e sdo referendados pelo GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE
SEGURANCA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS,
publicado pela Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e Eficacia (GESEF) da ANVISA em
2010. Este guia é uma orientacdo para a conducdo de estudos ndo clinicos que incluem:
estudos de toxicidade de dose unica (Aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade
reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse
na avaliacdo da seguranca farmacoldgica e toxicocinética (BRASIL, 2010).

Testes que avaliam a toxicidade aguda sistémica sdo utilizados para classificar e
apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade como estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade, outros parametros sdo

investigados em estudos de toxicidade aguda sistémica para identificar o potencial toxico em
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orgdos especificos, identificar a toxicocinética e a possivel relacdo dose-resposta
(PURCHASE et al., 1998; BLAAUBOER, 2003; COECKE et al., 2005; PRIETO, et al.,
2006).

A toxicidade aguda € avaliada pela administracdo de uma Unica dose da amostra em
teste ou de doses fracionadas ao animal, em um periodo ndo superior a 24 horas (BRASIL,
2010). Em seguida serdo observados os efeitos sofridos pelo organismo decorrentes desse
curto periodo de exposicdo. Sendo assim, a finalidade é determinar a dose de uma amostra
que produz efeitos deletérios em um grupo de organismos-teste sob condi¢des controladas
(RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008). Os efeitos observados védo desde a letalidade
até qualquer outra manifestacdo do organismo que a anteceda (JARDIM, 2004; MASSARO,
2006; RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008), o que inclui a observacao de efeitos no
Sistema Nervoso Central (SNC) e Auténomo (SNA) (ALMEIDA et al., 1999).

Quando uma substancia quimica entra em um organismo, diversas respostas
fisiologicas, hematoldgicas e bioquimicas podem ocorrer, as quais podem se adaptar ou
conduzir para a toxicidade (BEGUM, 2005; BORGES, 2005; BORGES, 2007). Por isso, para
avaliacdo de efeitos toxicos varios trabalhos, envolvendo estudos pré-clinicos in vivo de
produtos naturais, utilizam a avaliagdo de pardmetros bioquimicos, hematoldgicos e
anatomopatoldgicos (BEZERRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2010). Nesses estudos farmacoldgicos/toxicoldgicos, apds exposicao as drogas, sdo analisados
parametros que avaliam possiveis alteracdes na funcdo hepatica, como as transaminases,
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); funcéo renal, como ureia
e creatinina, bem como nos pardmetros hematoldgicos, eritrograma, leucograma e
plaquetograma. Adicionalmente, exames anatomopatoldgicos (macro e microscépicos) sdo
relevantes, pois analisam estrutura e funcéo, em nivel celular (BEZERRA et al., 2009).

Por motivos éticos e financeiros, a utilizacdo de ensaios toxicologicos in vitro também
é recomendada para a realizacdo da fase preliminar de testes, com o intuito de predizer o
potencial toxico de uma substancia, utilizando-se, posteriormente, um menor nimero de
animais experimentais (FRESHNEY, 1994; MELO et al., 2003).

A estabilidade mecénica da membrana dos eritrocitos € um bom indicador de danos in
vitro em triagens de citotoxicidade, ja que as drogas podem alterar esta delicada estrutura,
fornecendo um modelo preliminar para o estudo de efeitos protetores e toxicos de substancias,
sendo um possivel indicador de dano as células (SHARMA; SHARMA, 2001). O teste de
hemolise in vitro é usado como método de triagem para toxicidade de substancias estimando o

dano, que podem induzir in vivo, nos eritrécitos do organismo (APARICIO et al., 2005). Este
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teste € empregado para a avaliag¢do toxicologica de diferentes plantas (HARBELL et al., 1997;
GANDHI; CHERIAN, 2000; LEE et al., 2001; LIMA et al., 2004).

Deve-se levar em consideracao ainda a avaliagdo de uma potencial atividade toxica
das plantas sobre o material genético. Essa avaliacdo é de fundamental importancia, pois
muitos compostos presentes nas plantas possuem atividade tdxica que podem causar danos
celulares ou genéticos. Tais danos podem afetar processos vitais como a duplicagdo e a
transcricdo génica, bem como alteracbes cromossdmicas, levando a processos neoplasicos ou
morte celular. Pelo fato de causarem lesdes no material genético, essas substancias séo
conhecidas como genotdxicas (COSTA; MENK, 2000). Os testes de genotoxicidade in vitro e
in vivo sdo fundamentais para que as industrias farmacéuticas deliberem um novo agente
terapéutico (PURVES et al., 1995; BELCAVELLO et al., 2012).

Dentre os métodos para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste de
micronlcleo em células da medula dssea ou sangue periférico de camundongos tem sido
amplamente empregado e aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica como
parte da avaliacdo de seguranca de um produto (CHOY, 2001; MATEUCA et al., 2006,
VALADARES et al., 2007).

Os micronlcleos sdo estruturas que resultam de fragmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros que se perdem na divisdo celular e, assim, ndo sdo incluidos nos
nacleos das células filhas permanecendo no citoplasma das células interfasicas (HEDDLE et
al., 1973; SUZUKI et al., 2008). Constituem-se em uma pequena massa nuclear delimitada
por membrana e separada do nucleo principal. Na tel6fase essas regides cromossémicas sao
incluidas nas células filhas onde podem fundir com o nucleo principal ou formar um ou mais
nacleos pequenos secundarios no citoplasma - os micronicleos (SARTO et al., 1987
MEIRELES, 2012).

O ensaio do micronucleo é capaz de detectar tanto clastogenicidade (quebra de
cromossomos) quanto aneugenicidade (aneuploidia ou segregacdo cromossdémica anormal),
decorrentes de disfun¢des no aparato mitético (MACGREGOR et al., 1987; BELCAVELLO
et al., 2012). Ha uma correlacdo positiva entre 0 aumento da frequéncia de micronucleos e o
aparecimento de tumores em roedores e em humanos (AZEVEDO et al., 2003).

Embora as células alvo da medula 6ssea e do sangue periférico sejam as mesmas, 0S
eritroblastos, 0 método desenvolvido para o sangue periférico oferece vantagens como o fato
das células nesse tecido serem mais uniformes e mais facilmente analisadas quando
comparadas as da medula déssea (CSGMT, 1995). Além disso, o teste do microndcleo

realizado com amostras de sangue periférico dispensa o arduo trabalho de coleta de medula
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Ossea dos animais, utiliza uma pequena quantidade de amostra de sangue para realizacdo do
ensaio, facilitando a integracdo do mesmo na rotina de estudos toxicoldgicos e/ou
farmacologicos, sem a necessidade da realizacdo de um ensaio em separado para avaliacao de
efeitos genotoxicos (ASANAMI et al., 1995; DERTINGER et al., 2006). Quando o baco
sequestra as células micronucleadas em sangue periférico, o ensaio tem que ser realizado em
medula, entretanto, em camundongos isso ndo acontece, visto que o baco desses animais ndo
tem a capacidade de sequestrar as células micronucleadas e, por isso, pode-se usar sangue
periférico (FREIRE, 2012; OECD, 1997).

Evidencia-se assim a importancia do estudo da toxicidade de drogas candidatas a
agentes farmacoldgicos, principalmente aquelas derivadas de produtos naturais, especialmente
na area da quimioterapia antineoplasica, considerando a semelhanca entre células normais e

neoplasicas.

2.6 Hyptis umbrosa: familia, género e espécie

A familia Lamiaceae é composta por ervas, arbustos e arvores, com aproximadamente,
300 géneros e 7500 espécies, possuindo uma distribuicdo cosmopolita, mas centrada,
principalmente, na regido mediterranea, onde constitui parte integrante da vegetacdo. No
Brasil ocorrem 28 géneros e cerca de 350 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008).

As espécies desta familia acumulam substancias com grande diversidade estrutural,
tais como esteroides, flavonoides, iridoides e terpenoides, incluindo os triterpenos
pentaciclicos (ESEQUIVEL et al., 1996). Ha relatos de algumas espécies da familia, como
Ruta graveolens L. e Mentha pulegium L., serem utilizadas para o tratamento de doencas do
sistema respiratorio mais recorrentes como gripe ou resfriado e bronquite (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002; POLLIO et al., 2008; PHILANDER, 2011).

A familia Lamiaceae é conhecida em todo o mundo pelo aroma que suas plantas
exalam. Elas produzem esséncias, e por isso podem ser consideradas plantas aromaticas por
exceléncia, sendo as esséncias e seus componentes 0s principais produtos do metabolismo
secundario (FONT QUER, 1990). Por isso, muitas espécies de diferentes géneros dessa
familia sdo importantes para extracdo de 0leos essenciais (Mentha, Lavandula, Marrubium,
Nepeta, Ocimum, Origanum, Rosmarinus, Salvia, Satureja, Thymus, Hyptis etc.), tanto para
uso cosmético, como condimentar, aromatico e/ou medicinal. H& ainda o uso caseiro de varias
espeécies, tanto para chas, condimentos e uso medicinal com as mais diversas propriedades
(FALCAO; MENEZES, 2003).
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O género Hyptis encontra-se inserido nessa familia, sendo composto por ervas,
arbustos ou raramente arvores pequenas, possuindo aproximadamente 580 espécies. Muitas
dessas espécies apresentam grande importancia econbmica e etnofarmacoldgica,
principalmente pelos seus 6leos essenciais, pois séo utilizadas como condimentos importantes
em culinéria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que conferem aos alimentos
(MENEZES, 1994) e utilizadas para diversos fins medicinais, ndo s6 no Brasil (BARBOSA;
RAMOS, 1992; OLIVEIRA et al., 2011).

Esse género possui espécies exclusivamente neotropicais, distribuidas desde o sul dos
Estados Unidos e Caribe até a Argentina, excluindo-se somente o extremo sul. Algumas
espécies invasoras sdo bem estabelecidas na Asia, Africa e norte da Australia. O centro da
diversidade do género se encontra nos campos cerrados do Brasil Central, mais
especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias (BORDIGNON, 1990).

Varias espécies desse género sdo aromaéticas e usadas na medicina popular para o
tratamento de disturbios digestivos, dor, problemas gastrintestinais, e infeccdes da pele
(MORAI et al., 2005). Muitas propriedades farmacologicas do género Hyptis tém sido
relatadas como atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2003; DE OLIVEIRA et al., 2004),
antitlcera (BARBOSA; RAMOS, 1992), larvicida (COSTA et al., 2005), antidepressiva
(BUENO et al., 2006), anti-inflamatoria e antinociceptiva  (BISPO; MOURAO;
FRANZOTTI, 2001; FALCAO et al., 2005) . Um estudo recente demostrou que 0 extrato
aquoso de H. mutabilis possui atividade antitumoral promissora contra sarcoma 180 (tumor
murino), e 0 mesmo ndo apresentou efeito adverso detectavel nem alteracdes histopatoldgicas
foram observadas ap6s sete dias de tratamento. Foi observado ainda que o extrato hexanico
dessa espécie mostrou moderada inibicdo do tumor sélido de Ehrlich, sendo essa, uma espécie
promissora para o tratamento do cancer (XIMENES et al., 2013).

Apesar da predominancia de 6leos essenciais como produto do metabolismo de plantas
do género Hyptis, também ha relatos de constituintes como alcaloides, apenas o (R)-5-
hidroxipirrolidina—2-ona foi isolado da H.verticillata (KHUNT; RIMPLER; HEINRICH,
1994), e alguns derivados fendlicos, como o acido p-metoxicindmico (MESSANA et al.,
1990), fenilpropanoides glicosilados, acido clorogénico, &cido protocatequinico, hidroquinona
e timohidroquinona (PEDERSEN, 2000), foram encontrados na espécie H. salzmanii.

A espécie Hyptis umbrosa Salzm. (Figura 1), conhecida popularmente por “aleluia do
serrote” (SILVA; ANDRADE, 2004) e “alfazema-do-mato” (FERNANDES, 1998) trata-se de
uma planta com habito perene/anual e na forma subarbustiva. As partes mais utilizadas desta

espécie sdo as folhas e as flores. Sua indicacdo terapéutica especifica na medicina popular é
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no tratamento das moléstias do estbmago, nas dores de cabeca, como expectorante,
carminativa, tonica e sudorifera (MATQOS, 1999).

Essa espécie é pouco relatada na literatura tanto do ponto de vista fitoquimico como
farmacologico. Estudos fitoquimicos demonstram o isolamento do acido ursolico e seu
derivado 2a-hidroxilado (MATIDA; ZELNIK; PANIZZA, 1986), de uma quinona e um
diterpeno nomeado umbrosone, o qual demonstrou significante atividade antimicrobiana
(MONACHE et al., 1990).

Portanto, um dos pontos importantes desse trabalho esta no fato da espécie apresentar
poucos estudos do ponto de vista cientifico, tanto quimico quanto farmacoldgico, fazendo
com que essa espécie possa servir de protétipo produtor de moléculas para aplicaces

farmacoldgicas.

Figura 1 - Partes aéreas de Hyptis umbrosa Salzm. Fonte: Josean Fechine

O Oleo essencial obtido das partes aéreas de Hyptis umbrosa foi identificado pela
analise em CG-EM (Cromatografia Gasosa em Espectrometria de Massa) e CG-FID
(Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama) e foi possivel identificar 59
componentes, correspondendo a 75,5%. Os constituintes majoritarios foram a fenchona
(24,8%), cubebol (6,9%), limoneno (5,4%), a-cadieno (4,7%), PB-cariofileno (4,6%) e
espatulenol (4,5%) como mostrado na Tabela 2 (Dados ndo publicados).
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Tabela 2 - Composicdo quimica do 6leo essencial de Hyptis umbrosa

SUBSTANCIAS

(% relativa)

Fenchona
Cubebol
Limoneno
a-cadinol
B-cariofileno
Espatulenol
Dauca-5,8-dieno
a-humuleno
d-elemeno
Acetato de bornila
o-cadineno
Elemol
Biciclogermacreno
Epi-a-muurolol
a-felandreno
Epi-a-cadinol
y-cadineno
B-elemeno
Germacreno D
Canfora
a-gurjuneno
a-muuroleno
a-terpineol
y-elemeno
trans-cadina-1(6),4-dieno
10-epi-y-eudesmol
Mirceno
4-terpineol
globulol
a-muurolol
Shiobunol
Endo-fenchol
Trans-muurola-3,5-dieno
Oxido de cariofileno
y-muuroleno
Ledol
Palustrol
Linalol
Borneol
10-epi-p-acoradieno
a-guaieno
y-gurjuneno
[-selineno
a-cadineno
trans-muurola-4(14),5-dieno
Epdxido de humuleno 11
1,10-di-epi-cubebol

24,8
6,9
5,4
4,7
4,6
4,5
2,4
2,2
2,0
1,9
1,8
1,8
1,7
1,4
1,3
1,1
1,0
0,8
0,8
0,7
0,7
0,6
0,5
0,5
0,5
0,5
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
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Epdxido de aloaromadendreno
a-fencheno
y-terpineno
Terpinoleno

Butanoato de 3-metil-2-butenil 2-
metil
Geraniol
a-cubebeno
a-Ccopaeno
a-calacoreno
a-pineno
Viridiflorol
Guaiol
Totais identificados

0,2
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
75,5

50
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Avaliar a toxicidade e a atividade antitumoral do 6leo essencial das partes aéreas de
Hyptis umbrosa (O.E.H.) e da fenchona, seu componente majoritario.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar a citotoxicidade do O.E.H. e da fenchona em eritrécitos de camundongos, bem
como em linhagem de células ndo tumorais (HaCat);

= Auvaliar a toxicidade pré-clinica aguda do O.E.H. em camundongos;

= Avaliar a atividade antitumoral in vitro do O.E.H. e da fenchona em diferentes
linhagens de células tumorais humanas;

= Auvaliar a viabilidade das células tumorais retiradas da cavidade peritoneal dos animais
inoculados com tumor de Ehrlich e tratados com O.E.H. ou fenchona;

* Investigar o possivel mecanismo de acdo do O.E.H. e da fenchona na apoptose e ciclo
celular;

= Auvaliar a toxicidade in vivo do O.E.H. e da fenchona pela avaliacdo de parametros
bioquimicos, hematoldgicos, analise anatomopatoldgica de érgédos vitais, consumo de
agua e racdo, e evolucdo ponderal em camundongos transplantados;

= Avaliar o efeito do O.E.H. e da fenchona na sobrevida dos animais inoculados com
tumor de Ehrlich;

= Auvaliar a genotoxicidade do O.E.H. pelo Teste do Micronucleo em sangue periférico

de camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Ensaios
Toxicoldgicos (LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George localizados no Centro de
Biotecnologia (CBiotec), onde funciona o Programa de Pos-graduacdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB/CCS/UFPB). Os ensaios de citotoxicidade com
Sulforrodamina B foram realizados no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Bioldgicas e Agriculas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em

colaboracdo com o Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

4.2 Material

4.2.1 Material botanico

O material vegetal, partes aéreas de Hyptis umbrosa, foi coletado no municipio de
Maturéia, Estado da Paraiba, em agosto de 2009, e identificado pela boténica Profa Dra.
Maria de Fatima Agra do PPgPNSB/CCS/UFPB. Uma exsicata dessa espécie encontra-se
catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza — UFPB, sob o registro de coleta AGRA 6964.

4.2.2 Oleo essencial de Hyptis umbrosa

Para a obtencdo do 6leo essencial de Hyptis umbrosa (O.E.H.) o material vegetal, logo
apos a coleta, foi triturado e submetido a extracdo pelo processo de hidrodestilacdo em aparelho
de Clevenger utilizando seis litros de agua destilada em baldo de vidro (capacidade 12,0 L),
aquecida em manta aquecedora, mantendo-se a temperatura de ebulicdo por quatro horas. O
material resultante foi seco com sulfato de sédio anidro, armazenado em frasco &mbar, e mantido
em temperatura inferior a 4 °C

O.E.H. foi gentilmente fornecido pelos colaboradores da fitoquimica, Professores
Doutores Marcelo Sobral da Silva e Josean Fechine Tavares (PPgPNSB/CCS/UFPB).
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4.2.3 Animais

Camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando entre 28 e 32g, com faixa etaria
aproximada de oito semanas, obtidos do biotério Prof. Thomas George (ANVISA/UFPB). Os
animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob condigfes controladas de
temperatura (21 £ 1 °C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a comida (pellets
de racdo da marca Purina®) e 4gua potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno,
colocadas nas grades metalicas das gaiolas em sua parte superior. Antes da realizacdo de
qualquer protocolo experimental, os animais foram mantidos no ambiente de trabalho por pelo
menos 30 minutos de antecedéncia a execucdo do experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais do CBiotec/UFPB (CEUA), sob a certiddo N°
0510/11.

4.2.4 Linhagens de células tumorais

Para os ensaios in vitro com a Sulforrodamina B (SRB), foram utilizadas diferentes
linhagens de células tumorais humanas, como listado na Tabela 3. As linhagens foram cedidas
pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos e mantidas no
CPQBA/UNICAMP.

Para os ensaios de atividade antitumoral in vivo foi usada a linhagem de Carcinoma
Ascitico de Ehrlich (CAE), gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho
(CPQBA/UNICAMP). As células sdo mantidas na cavidade peritoneal de camundongos

Swiss (Mus musculus) no Biotério Prof. Thomas George, sendo realizado repique semanal.
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Tabela 3 - Densidade de inoculacéo das linhagens celulares nos ensaios de atividade antitumoral in vitro com a

Sulforrodamina B.

Linhagem

U251

UACC-62
MCF-7
*NCI-ADR/RES
786-0O
NCI-H460

PC-3

OVCAR-3

HT-29

K562

HaCaT
CHO

Orgéo/Doenca

SNC; glioma

Pele; melanoma
Mama; adecarcinoma
Ovario; adenocarinoma
Rim; adenocarcinoma
Pulm@o; carcinoma tipo
ndo pequenas células
Prostata;
adenocarcinoma
Ovario;
adenocarcinoma

Colon; adenocarcinoma

Medula 0sseaq;
Leucemia mieldide
crénica

Pele

(queratindcito)/Normal
Ovério de Hamster

Chinés

Origem Embrionéria

Ectoderme
Ectoderme
Ectoderme
Ectoderme
Mesoderme

Endoderme

Mesoderme

Mesoderme

Endoderme

Mesénguima

Ectoderme

Ectoderme

* esta linhagem apresenta resisténcia a maltiplos farmacos

Densidade de
Inoculacédo
(10 cel/mL)

4,0
4,0
6,0
5,0
5,0
4,0

4,5
7,0
5,0

6,0

5,0
5,0
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4.3 Métodos

Foram utilizados métodos in vitro e in vivo para a avaliacdo da toxicicdade e atividade

antitumoral do O.E.H. e da fenchona, segundo o fluxograma a seguir.

Fluxograma 1 - Representacdo esquematica dos métodos utilizados para a avaliagcdo da toxicidade e atividade
antitumoral in vitro e in vivo.

Ensaios farmacologicos/toxicologicos

| |
In vitro In vivo

Citotoxicidade em 1 Toxicidade pré-clinica aguda

eritrocito . )

— Atividade antitumoral

Citotoxicidade em L - -
linhagens de células Mecanismo de acdo

tumorais e ndo tumorais

Apoptose

Ciclo celular

- Analise toxicoldgica em
camundongos transplantados

Avaliacdo ponderal e
consumo de agua e racdo

Parametros bioguimicos
e hematoldgicos

— indice de 6rgdos

Anélises
anatomopatoldgicas

— Sobrevida

| Genotoxicidade
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4.3.1 Ensaios in vitro

4.3.1.1 Avaliacéo da citotoxicidade em eritrocitos de camundongos

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos foram realizados segundo
Kang et al. (2009), com algumas modificacdes. Os eritrocitos foram obtidos de sangue fresco
de camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sodica -
Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulacdo. Para obter a suspensdo de eritrocitos, 1 mL
de sangue total foi diluido em 10 mL de solucéo tampdo fosfato (PBS) e entdo centrifugado a
3.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e esse processo repetido mais
duas vezes. Os eritrocitos foram ressuspenssos em PBS, obtendo-se entdo a suspensdo de
eritrocitos a 0,5% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de hemolise. O.E.H. ou fenchona foram
solubilizados em DMSO (5%) e preparados em PBS, no dobro das concentracfes desejadas.
A cada 100 pL dessas solugdes foi adicionado 100 pL da suspensdo de eritrocitos, em
quadruplicata. Os controles positivo e negativo foram realizados, pela incubacdo de eritrocitos
em uma solucéo de 0,1% de Triton X-100 (Sigma- Aldrich®) em PBS (2 mL) e DMSO (5%)
em PBS (2 mL), respectivamente. A placa de 96 pocos foi mantida sob agitacdo suave por 60
minutos. Apds esse periodo, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm e o
sobrenadante cuidadosamente removido. Ap6s remocéo, foi adicionado a cada pogo 200 pL
de solucdo de Triton X-100 (0,1%) e a placa foi cuidadosamente agitada. A quantidade de
hemolise causada pela solugdo do Triton X-100 (0,1%) foi determinada
espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para determinacdo da CHsy

(concentracdo que produz 50% de hemdlise) do O.E.H. e da fenchona.

4.3.1.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro em linhagens de células tumorais e

ndo tumorais humanas

Para a avaliacdo da atividade antitumoral in vitro do O.E.H. e da fenchona pelo método
da sulforrodamina B, foram utilizadas as linhagens de células listadas na Tabela 2, as quais
foram semeadas, em meio RPMI-1640 suplementado (25 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100
Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal - SBF). As
células foram incubadas com diferentes concentra¢fes do O.E.H. ou da fenchona: 0,25; 2,5; 25
e 250 pg/mL, em quadruplicata (em 0,5% de DMSO). Doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. Apds 48 h de incubacdo, o experimento foi interrompido pela fixacdo das
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células via adi¢ao de 50 pL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50%. As placas
foram incubadas por 1 hora a 4 °C. Apoés esse periodo, as placas foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua para a remocéo dos residuos de TCA, meio de cultura e SBF,
sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. As células foram entéo
coradas com 50 pl/compartimento de sulforradamina B (SRB) a 0,4% (peso/volume),
dissolvido em &cido acético a 1%, por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas por trés vezes consecutivas com uma solucdo de acido acético 1% e secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado por adicdo de 150
pL/compartimento de Trizma Base (10 pM). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi
feita em leitor de microplacas a 540 nm (SKEHAN; STORENG; SCUDIERO, 1990).

Foram elaborados graficos relacionando a porcentagem de crescimento com a
concentracdo da amostra teste. Os valores abaixo de 50% de crescimento celular e acima de
zero representam inibicdo de crescimento (atividade citostética). Os valores negativos, abaixo
de zero, representam morte celular (atividade citocida), pois a quantidade de células aferida
pela absorbancia no final do experimento, nesse caso, € menor da que iniciou 0 experimento.
Os resultados para a doxorrubicina e O.E.H. foram ainda expressos como GI50 (Growth

inibition)

4.3.2 Ensaios in vivo

4.3.2.1 Avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de acordo com o
OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001 (Anexo 1).

Camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, foram submetidos a
doses unicas de 300 e 2000 mg/kg do O.E.H. intraperitoneal (i.p.), e ao grupo controle foi
administrado apenas o veiculo (solucdo a 5% de Tween 80). O nivel de dose para ser usada
como a dose de partida é selecionado a partir de um dos quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e
2000 mg/kg. Quando ndo existe qualquer informacdo sobre a amostra a ser testada, por razoes
de protecdo dos animais, recomenda-se a utilizacdo de uma dose inicial de 300 mg/kg. Em
principio, 0 método ndo se destina a permitir o calculo preciso da DLz (apesar de fornecer
uma estimativa do seu valor), entretanto permite uma classificacdo da substancia em

categorias de acordo com o “Globally Harmonized Classification System” - GHS (Anexo 1).
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Com o objetivo de mapear possiveis alteragdes comportamentais, sugestivas de
atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autbnomo (SNA),
apos administracdo do O.E.H. por via intraperitoneal (i.p.), foi realizada observacao cuidadosa
para se detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; apods 4
horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental elaborado pelo
Laboratorio de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB e descrito por Almeida et al
(1999). Desde a 242 hora e até 14 dias ap6s a administracdo da dose, foram observados o
consumo de agua e alimentos pelos animais de todos os grupos. A evolucdo ponderal foi
avaliada atraves da diferenca de peso no inicio e no final do experimento.

Ao fim do periodo de observacgdo todos os animais sobreviventes foram eutanasiados
por deslocamento cervical e autopsiados. Os o6rgaos, figado, rins, coragdo, timo e baco foram
removidos e pesados. O indice dos 6rgos foi calculado seguindo a formula: indice = peso do

6rgédo (mg)/peso do animal (g).

4.3.2.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascitico de
Ehrlich

As células de carcinoma ascitico de Ehrlich foram implantadas (2.10° células/animal)
na cavidade peritoneal de camundongos fémeas (n=12). Vinte e quatro horas apds o implante
das células, O.E.H. (50, 100 ou 150 mg/kg) ou fenchona (30 ou 60 mg/kg)foram solubilizados
em Tween 80 (5%) e administrados (i.p.) durante nove dias. 5-Fluorouracil (5-FU), 25 mg/kg,
foi usado como controle positivo. Ao grupo controle negativo foi administrado uma solugéo
de 5% de Tween 80. Foi utilizado ainda um sexto grupo (controle sadio), cujos animais (n=6)
permaneceram nas mesmas condi¢cdes experimentais dos outros grupos, porém nao foram
transplantados com as células tumorais (Carcinoma de Ehrlich).

No dia seguinte apds a administracdo da ultima dose, seis animais de cada grupo
foram anestesiados para coleta de sangue e analise dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos.

Os animais foram entdo eutanasiados, o liquido ascitico foi coletado da cavidade
peritoneal, e o volume do liquido foi medido e expresso em mL. Uma aliquota foi retirada
para contagem das células vidveis e ndo-viaveis, pelo ensaio de exclusdo do azul de tripan, no
qual foram incubados volumes semelhantes de liquido ascitico e de uma solucéo de 0,4% do
corante. As células foram entdo analisadas em cdmara de Newbauer. Este ensaio avalia a

habilidade de células viaveis, com membrana plasmatica intacta, excluirem o corante azul de
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tripan, permitindo assim, a quantificacdo do ndmero de células vidveis (RENZI;
VALTOLINA; FORSTER, 1993).

O peso do tumor foi determinado pela diferenca dos pesos dos camundongos antes e
depois da retirada do liquido ascitico e expresso em gramas (Q).

Adicionalmente, seis animais de cada grupo foram mantidos vivos para a avaliacdo da

sobrevida de animais experimentais (DOLAI et al., 2012).

4.3.2.2.1 Andlise e quantificacdo da apoptose

A capacidade do O.E.H. ou da fenchona produzir apoptose das células tumorais de
carcinoma de Ehrlich presentes no liquido ascitico de camundongos transplantados foi
avaliada utilizando-se o kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Sigma-Aldrich®, EUA),
segundo recomendacdes do fabricante. As células coletadas da cavidade peritoneal de
camundongos dos diferentes grupos, apos tratamento de nove dias com O.E.H. ou fenchona,
foram lavadas e ressuspenssas em solucdo de HBSS estéril de modo a se obter uma
concentracéo final de 1 x 10° células/mL. Numa aliquota contendo esta densidade de células,
foram adicionados 300 pL do tampéo de ligacdo (HEPES/NaOH 100 mM, NaCl 1,4 M, CacCl,
25 mM), 2,5 pL de Anexina -V FITC e 5 pL de solucédo iodeto de propideo - IP (100 pg/mL
em 10 mM de K3PQO,, contendo 150 mM de NaCl). A suspenséo foi incubada por 10 minutos
a temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, foi realizada a leitura no citdmetro
de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram
tratados no programa WinMDI verséo 2.9.

4.3.2.2.2 Analise do ciclo celular

Para a andlise do ciclo celular, uma aliquota de células foi retirada do liquido ascitico
dos animais dos diferentes grupos, apés nove dias de tratamento com O.E.H. ou fenchona. As
células foram ressuspenssas em solucdo de NaCl 0,9% (p/v) e a concentracdo ajustada para 1
x 10° células/mL. Em seguida, 1 x 10° células/mL foram transferidas para um tubo de
poliestireno e centrifugadas a 3000 rpm, por cinco minutos. O sobrenadante foi desprezado e
a suspensdo foi homogeneizada. Foram adicionados 300 pL da solucdo fluorocrémica
hipotdnica (HFS) [citrato de sodio 0,1% (p/v) e Triton X-100 0,1% (p/v)] (Sigma-Aldrich® —
T-8787, EUA), 50 ug/mL de Pl e agua Milli-Q (volume final = 50 mL) e as células foram
incubadas durante quatro horas, a 4°C, ao abrigo da luz. A leitura foi realizada em citdmetro
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de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram
tratados no programa WinMDI verséo 2.9.

4.3.2.2.3 Sobrevida

Seis animais de cada grupo foram mantidos vivos, com &gua e racdo ad libitum e
acompanhados diariamente para a avaliacgdo do percentual da sobrevida dos animais
transplantados com o tumor ascitico de Erhlich, determinando assim o tempo de
sobrevivéncia médio, com base na percentagem de dias de sobrevivéncia dos animais,

comparados com o grupo controle (DOLAI et al., 2012).

4.3.2.3 Avaliacdo da toxicidade em animais transplantados com ceélulas de carcinoma

ascitico de Ehrlich
4.3.2.3.1 Avaliacdo ponderal e do consumo de agua e racao

Para a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo tratamento com O.E.H.
ou fenchona, os animais foram pesados no inicio e no final do tratamento e diariamente foram

avaliados os consumos de agua e ragao.
4.3.2.3.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos

No dia seguinte ap6s administracdo da ultima dose, apds jejum de quatro horas, 0s
animais foram anestesiados com tiopental sédico, 50 mg/kg, e amostras de sangue foram
coletadas pelo plexo orbital com o auxilio de uma agulha heparinizada.

Para a andlise dos parametros bioquimicos (ureia, creatinina, AST e ALT) o sangue foi
submetido a centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm para obtencdo do plasma. J& para as
analises hematoldgicas foi utilizado sangue total heparinizado e realizada avaliacdo das séries
vermelha e branca (eritrograma e leucograma).

Os paréametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-se kits
especificos para 0 analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic
System) e para o analisador hematolédgico celular automatico Animal Blood Counter Vet

(Horiba ABX Diagnostics), respectivamente. As extensdes sanguineas foram coradas
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automaticamente no HEMATEL 200° e analisadas em microscépio éptico TAIMIN®, para
realizacdo da contagem diferencial de leucdcitos.

4.3.2.3.3 Avaliacao dos indices dos 6rgaos

Ap0s a coleta do sangue para andlises bioquimicas e hematoldgicas, todos 0s animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical, e os 6rgdos (timo, baco, figado, rins e coracao)
extirpados, pesados e examinados macroscopicamente para investigacdo de mudancas de
coloracdo, hemorragias ou outras alteragcdes. O indice dos 6rgdos foi calculado seguindo a
formula: Indice = peso do 6rgdo (mg)/peso do animal (g).

4.3.2.3.4 Anélises anatomopatoldgicas

Apos a pesagem, os 6rgdos (figado e rins) foram seccionados, fixados em formalina
(solucdo de formol a 10%) tamponada e apOs 24 horas foram resseccionados para
processamento histopatologico: desidratacdo com seéries crescentes de alcool (70 a 100%),
diafanizacdo em xilol, impregnacédo e inclusdo em parafina, segundo os métodos habituais.
Em micrétomo rotativo semi-automatico (LEIKA®), os fragmentos tissulares emblocados em
parafina, foram seccionados em espessura de 3,0 pum e subsequentemente submetidos a
coloracdo hematoxilina-eosina e Tricrébmico de Marson, este ultimo destinado ao estudo do
tecido hepéatico. Em seguida foram examinados ao microscopio o6ptico (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Os procedimentos descritos foram realizados com a colaboragdo da
Profa. Dra. Maria Salete Trigueiro de Araudjo e o registro fotomicrografico foi realizado no
Laboratério Virchow®, sediado em Jodo Pessoa/PB, em microscopio triocular Leica ATC
2000®, acoplado a um sistema de transmissdo de video-imagem com placa de captura
Wonder.

4.3.2.4 Avaliacdo da genotoxicidade

Para o ensaio do microndcleo, grupos de cinco camundongos Swiss (Mus musculus)
fémeas foram intraperitonealmente tratados com duas diferentes doses do O.E.H. (150 e 300
mg/kg). Um grupo controle positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg — i.p.) € um grupo controle
negativo (solucdo salina e tween 80 & 5%) foram incluidos. Ap6s 48 horas os animais foram

anestesiados com tiopental sodico, 50 mg/kg, e amostras de sangue periférico foram coletadas
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pelo plexo orbital, para confeccdo das extensdes sanguineas. Apds secagem, as laminas foram
coradas com coloracdo panética (Newprov®) para posterior anélise em microscépio éptico.
Para cada animal, trés extensbes sanguineas foram preparadas e um minimo de 2000
eritrocitos contados para determinagdo da frequéncia de eritrocitos micronucleados (OECD,
1997).

4.3.3 Analise estatistica

Para os ensaios in vitro com células tumorais, foram realizados pelo menos trés
experimentos em quatro replicatas. Os valores de CHs, foram determinados graficamente a
partir das curvas concentracdo resposta por regressdo nao linear com intervalo de confianca de
95 %.

Para a curva concentracdo dose resposta para cada linhagem celular, a Taxa de
Inibicdo de Crescimento (Growth Inhibition, GI) foi determinada através de regressdo ndo
linear, tipo sigmoidal, utilizando software especifico, Graphpad Prism 5.0.

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo tiveram seus valores expressos em
média + erro padrao da média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t ndo pareado, para
andlise de duas amostras, teste de analise de variancia (ANOVA) one-way, para a comparagao
de mais de duas amostras, seguido do teste de Tukey (para varidveis paramétricas). Os
resultados foram considerados significativos quando p<0,05.

A analise estatistica da sobrevida dos animais foi realizada por ANOVA e as curvas de

sobrevivéncia foram analisadas pelo modelo de avaliagdo ndo paramétrica de Kaplan-Meier.
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5 RESULTADOS
5.1 Ensaios in vitro
5.1.1 Avaliacao da citotoxicidade em eritrocitos de camundongos

No ensaio de avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos de camundongos observou-se
que a porcentagem de hemdlise aumentou de maneira dependente de concentracdo apos o
tratamento com o 6leo essencial. O valor de CHs, obtido foi de 494,9 (494,2 - 495,6) pg/mL
(Grafico 1).

O tratamento com a fenchona, até a concentracdo de 3000 pg/mL, ndo causou

citotoxicidade em eritrécitos.
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Gréfico 1- Percentual de hemolise em eritrocitos de camundongos Swiss apés tratamento com O.E.H. (ug/mL).
Cada ponto representa média + erro padrdo da média de trés experimentos em triplicata, com intervalo de

confianca de 95%.

5.1.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro em linhagens de células tumorais e ndo

tumorais humanas

Os gréficos 2, 3 e 4 representam a avaliagdo da atividade citotoxica da doxurribicina,
O.E.H e fenchona, respectivamente, em cultura de células tumorais humanas e em uma

linhagem de células ndo tumorais (HaCat).



67
ROLIM, T. L.

Como esperado, a doxorrubicina apresentou efeito citotdxico, para todas as linhagens
celulares, em todas as concentracfes testadas (grafico 02). Os valores de Glso variaram de
0,13 a 0,085 pg/mL na diferentes linhagens testadas.

Os resultados mostram que o O.E.H. possui efeito citotoxico para a maioria das
linhagens celulares utilizadas apenas na maior concentracdo (250 pg/mL) (gréfico 03). Os
valores de Glsp variaram de 30,6 a 52,6 pg/mL na diferentes linhagens testadas.

A fenchona néo alterou a viabilidade celular em nenhuma das concentracfes testadas
(gréfico 04).
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Grafico 2- Atividade antitumoral da doxorrubicina em cultura de células tumorais humanas, relacionando
porcentagem de crescimento versus concentragdo da doxorrubicina. U251 — glioma; MCF-7 — mama;
NCI/ADR-RES- ovario resistente a multiplos farmacos; 786-0 — rin; NCI-H460 — pulmao;

HaCat — pele (linhagem de células ndo tumorais).
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Gréfico 3- Atividade antitumoral do O.E.H. em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem
de crescimento versus concentracdo do dleo. Legenda: U251 — glioma; MCF-7 — mama; NCI/ADR-RES-
ovario resistente a multiplos farmacos; 786-0 — rin; NCI-H460 — pulméo; PC-3 — (prostata);

HaCat — pele (linhagem de células ndo tumorais).
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Gréfico 4- Atividade antitumoral da fenchona em cultura de células tumorais humanas, relacionando
porcentagem de crescimento versus concentracdo da fenchona. Legenda: U251 — glioma; MCF-7 — mama,;
NCI/ADR-RES- ovario resistente a multiplos farmacos; 786-0 — rin; NCI-H460 — pulméo; PC-3 -

(proéstata);

HaCat — pele (linhagem de células ndo tumorais).
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5.2 Ensaios in vivo

5.2.1 Avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda

5.2.1.1 Avaliagdo comportamental e estimativa da DL50

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda foi evidenciado que o tratamento com 2000
mg/kg do O.E.H. induziu morte em todos os animais experimentais, enquanto que o
tratamento com 300 mg/kg ndo provocou mortes, como mostrado na Tabela 4. O valor de
DLso foi estimado, segundo o guia OECD 423 (Anexo 1) em torno de 500 mg/kg.

Ainda, foram observados alguns efeitos caracteristicos de alteracdes no Sistema
Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) (Tabela 4). Foram observados
leves efeitos excitatdrios sobre o SNC, de curta duracdo, como hiperatividade, na menor dose
(300 mg/kg) e tremores e convulsdes, na maior dose (2000 mg/kg), assim como efeitos
depressores sobre 0 SNC (ataxia, perda do reflexo corneal e perda do reflexo auricular) na
dose de 2000 mg/kg. Esses efeitos estimulantes e depressores se manifestaram durante todo o
periodo de observacdo e apareciam como precursores nos eventos de 6bito, especialmente as

convulsdes e cianose.

Tabela 4 - Efeitos da administracdo i.p. de doses Unicas do O.E.H. em camundongos.

Grupo M/T Sintomas
Controle 0/3 Nenhum
300 mg/kg 0/3
Experimento 1 Constipacio e micgdo diminuida
300 mg/kg 0/3
Experimento 2 Miccdo diminuida, vocalizacdo e hiperatividade
Tremores, convulsdes, ataxia, perda do reflexo
2000 mg/kg 3/3 corneal e auricular, cianose, perda do tonus
muscular e sem forga para agarrar

M/T — morte/tratado

5.2.1.2 Avaliacéo da evolucdo ponderal e do consumo de agua e racao

Na Tabela 5 estdo expressos os valores referentes ao consumo de &gua e ragdo e

evolugéo ponderal.
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De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que, apds tratamento com dose
Unica do O.E.H., ndo houve alteracdo no consumo de agua, racdo e peso corporal nos dois
experimentos realizados com a dose de 300 mg/kg quando comparado ao grupo controle.

Esses parametros ndo puderam ser avaliados na dose de 2000 mg/kg devido a morte

dos animais experimentais.

Tabela 5 - Efeitos do tratamento agudo com O.E.H. (300 mg/kg) na avaliacdo ponderal e consumo de agua e
racdo dos camundongos.

Grupos Dose Consumo de Consumode | peso inicial (g) | Peso final (g)
(mg/kg) agua (mL) racdo (g)

Controle - 24,29 +1,72 2591 + 2,47 29,80 + 1,04 34,00+ 0,51

0.E.H. 300 21,43+ 1,60 21,01 +2,11 30,33+0,43 33,57+0,98

0.E.H. 300 22,86 1,13 19,44 + 2,04 28,33+0,18 31,20+ 0,60

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Comparado com grupo controle por ANOVA
seguido de Tukey.

5.2.1.3 Avaliagao dos indices dos 6rgéos

Apds a eutanasia, os oOrgdos foram removidos e pesados. Nenhuma alteracédo
significante no indice do coracgdo, figado, rins, timo e baco foi observada entre os grupos de
animais controle e tratados com O.E.H. nos dois experimentos realizados com a dose de 300
mg/kg (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeitos do tratamento agudo do O.E.H. nos indices dos 6rgdos de camundongos.

Grupos Dose Indice de | Indice de figado indice de indice de indice de
(mg/kg) coragéo (mg/g) rins timo baco
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle -- 3,63+0,10 60,50 £ 0,81 10,76 + 0,69 4,04 £0,22 6,30 + 0,86
O.E.H. 300 4,19+0,41 59,91 +£2,72 13,12 +1,31 3,55+0,11 7,39 £ 0,07
O.E.H. 300 4,26 + 0,06 57,60 + 0,69 11,54 + 0,40 3,83+0,35 6,09 + 0,28

Dados estédo apresentados como média + erro padrdo da média. Comparado com grupo controle por ANOVA

seguido de Tukey.
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5.2.2 Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascitico de
Ehrlich

5.2.2.1 Volume celular, peso do tumor e viabilidade celular

Camundongos transplantados com células de carcinoma de Ehrlich foram tratados
intraperitonealmente com O.E.H. (50, 100 ou 150 mg/kg) ou fenchona (30 ou 60 mg/kg), por
nove dias, para avaliacao do seu efeito antitumoral in vivo.

Os dados de viabilidade celular, volume (mL) e peso (g) dos tumores dos animais
tratados com O.E.H. e fenchona estdo apresentados na Tabela 7.

Significante reducdo de todos os parametros foi observada nos grupos tratados com o
oleo essencial (100 ou 150 mg/kg) e também com o 5-FU, droga padrdo (25 mg/kg), quando
comparados ao controle transplantado. N& houve diferenca significativa entre o grupo
tratado com O.E.H. (50 mg/kg) quando comparado ao grupo controle.

O ensaio também foi realizado com a fenchona, componente majoritario do O.E.H..
Foram observadas diferencas entre os parametros viabilidade celular, volume e peso do tumor
dos animais do grupo tratado com essa substancia apenas na maior dose (60 mg/kg), em

comparagdo com o controle transplantado.



72
ROLIM, T. L.

Tabela 7 - Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona na viabilidade celular, volume tumoral e peso dos tumores de
carcinoma ascitico de Ehrlich, em camundongos apds nove dias de tratamento.

Grupos Dose Viabilidade celular | Volume tumoral Peso tumoral
P (mg/kg) (x 10° cél./mL) (mL) )
Controle 339,8 + 46,37 7,64 +0,64 11,94 + 0,86

5-FU 25 8,45 +2,31° 0,09 + 0,022 2,30 +£0,09%
O.E.H. 50 120,1 + 18,92 491 +217 12,13+ 1,36
O.E.H. 100 4,40 +1,80% 0,02+0,01° 0,78 +0,37*
O.E.H. 150 6,94 +4,13° 0,03 +0,02°2 1,30+ 0,222
Fenchona 30 228,0 £ 39,94 5,50 +1,00 8,43 + 0,98
Fenchona 60 10,85 + 4,14 0,82 +0,55% 3,90+ 0,93?

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais.
%0 < 0,05 dados analisados em comparagdo com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.2.2 Andlise e quantificacdo da apoptose

Apds andlise da marcacdo celular por citometria de fluxo, foi possivel observar que o
tratamento com O.E.H. na dose de 150 mg/kg induziu aumento significativo na porcentagem
de células de carcinoma de Ehrlich marcadas com Anexina V-FITC (Gréfico 5) e Anexina V-
FITC e IP (Grafico 6), em comparacdo com o controle. Apos o tratamento com O.E.H. (50,
100 ou 150 mg/kg) a porcentagem de células em apoptose inicial foi de 3,84%, 2,91% e
13,25%, respectivamente. Adicionalmente, a porcentagem de células em apoptose
tardia/necrose foi de 5,03%, 11,01% e 23,02%, respectivamente.
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Gréfico 5 - Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich em apoptose inicial (Anexina-V+) ap6s
tratamento com solucdo 5% tween 80 (controle), O.E.H. (50 mg/Kg), O.E.H. (100 mg/Kg), O.E.H. (150 mg/kg)
ou 5-FU (25 mg/Kg). p < 0,05 dados analisados em comparagdo com grupo controle por ANOVA seguido de
Tukey). °p < 0,05 dados analisados em comparacdo com grupo tratado com 5-FU por ANOVA seguido de
Tukey.
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Graéfico 6 - Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich em apoptose tardia/necrose (Anexina—
V+/Pl+) ap6s tratamento com solugéo 5% tween 80 (controle), O.E.H. (100 mg/Kg) ou O.E.H. ﬂ) 50 mg/kg).

< 0,05 dados analisados em comparagdo com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey). °p < 0,05 dados
analisados em comparagdo com grupo tratado com 100 mg/kg por ANOVA seguido de Tukey.

O tratamento com fenchona na dose de 60 mg/kg induziu aumento significativo na
porcentagem apenas nas células de carcinoma de Ehrlich marcadas com Anexina V-FITC e Pl
(Gréfico 8), em comparagdo com o controle. Apds o tratamento com fenchona (30 ou 60
mg/kg) a porcentagem de células em apoptose inicial foi de 4,10% e 6,69%, respectivamente.
Adicionalmente, a porcentagem de células em apoptose tardia/necrose foi de 0,66% e 40,20%,
respectivamente.
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Gréfico 7- Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich em apoptose inicial (Anexina-V+) apés
tratamento com solucédo 5% tween 80 (controle), fenchona (30 mg/Kg) ou fenchona (60 mg/kg). %p < 0,05 dados
analisados em comparac&o com grupo controle por AN OVA seguido de Tukey). °p < 0,05 dados analisados em
comparagdo com grupo tratado com 100 mg/kg por ANOVA seguido de Tukey.
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Gréfico 8 - Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich em apoptose tardia/necrose (Anexina-
V+/PI+) ap6s tratamento com solucdo 5% tween 80 (controle), fenchona (30 mg/Kg) ou fenchona (60 mg/kg).
%p < 0,05 dados analisados em comparagéo com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey). °p < 0,05 dados
analisados em comparagdo com grupo tratado com 100 mg/kg por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.2.3 Analise do ciclo celular

O tratamento de nove dias com 50, 100 ou 150 mg/kg do O.E.H. induziu alteragéo
significativa na distribuicdo das células de carcinoma de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo

celular (gréafico 09).
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Os resultados mostram que houve reducdo no percentual de células na fase G2/M ap06s
tratamento com 100 ou 150 mg/kg do O.E.H. ou 5-FU (9,1%, 6,4% e 4,8%, respectivamente).
Essa reducdo foi acompanhada por um aumento no percentual de células na fase S (para a
dose de 100 mg/kg do O.E.H. 58,27%) e na fase GO/G1 (para a dose de 150 mg/kg do O.E.H.
ou 25 mg/kg de 5-FU, 65,6% e 84,3% respectivamente). Para esses dois Gltimos grupos foi
ainda observada reducédo no percentual de célula na fase S (13,7% e 8,4% respectivamente).

Além disso, aumento significativo no contedtdo de DNA sub-diploide (DNA
fragmentado) foi encontrado nos animais tratados com O.E.H. (150 mg/kg) (14,1%) ou
fenchona (60 mg/kg) (2,60%) quando comparado ao grupo controle (0,3%).

Em relacéo ao tratamento com a fenchona (60 mg/kg) houve um aumento significativo
na porcentagem de células na fase S para 75,8% em comparacdo ao grupo controle. Esta
exposicdo também ocasionou reducdo no percentual de células na fase G2/M para 3,5% e na
fase GO/G1 para 17,8%.

100+
a
80+ =3 Controle
o ’ = O.E.H. - 50 mg/kg
f_g 60+ :: A O.E.H. - 100 mg/kg
8 b :: XX O.E.H. - 150 mg/kg
|
< 407 = :: . 5-FU
=ful= =
=llll" =
20+ == =
=1ll= - a
=1ll1= H
=1ll1% =
O- - - - -
Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Fases

Graéfico 9 - Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich nas fases do ciclo celular apds tratamento
com solucdo 5% tween 80 (controle), O.E.H. (50 mg/kg), O.E.H. (100 mg/kg), O.E.H. (150 mg/kg) e 5-FU (25
mg/kg). °p < 0,05 dados analisados em compara ¢&o com grupo controle, °p < 0,05 dados analisados em
comparagdo com o grupo tratado com o 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.
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Gréfico 10 - Porcentagem de células de carcinoma ascitico de Ehrlich nas fases do ciclo celular ap6s tratamento
com solucéo 5% tween 80 (controle), fenchona (30 mg/kg), fenchona (60 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). °p < 0,05
dados analisados em comparacdo com grupo controle, ’p < 0,05 dados analisados em comparagdo com o grupo
tratado com o0 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.3 Avaliagdo da toxicidade em animais transplantados com células de carcinoma

ascitico de Ehrlich

5.2.3.1 Avaliacéo ponderal e consumo de agua e racéo

Na Tabela 8 estdo expressos os valores referentes ao consumo de &gua e ragdo e
evolucdo ponderal.

De acordo com os resultados obtidos observa-se que, ap6s tratamento de nove dias,
houve diminuigéo significativa no consumo de ragdo apenas nos animais tratados com a maior
dose do O.E.H. (150 mg/kg), quando comparado aos grupos controle transplantado ao 5-FU.
Em relacdo ao consumo de agua, ndo foi observada alteracdo significativa nas maiores doses
do tratamento com O.E.H ou 5-FU, entretanto, houve um aumento significativo do consumo
de &gua nos animais tratados com a menor dose (50 mk/kg) do O.E.H e nos animais tratados
com ambas as doses da fenchona (30 ou 60 mg/kg).

Em relacdo ao peso corporal, ao serem avaliados os animais ap0s a retirada/ drenagem
do volume de tumor ascitico residual, foi verificada uma diminuicdo significativa desse
pardmetro nos animais tratados com o 5-FU e com as maiores doses do O.E.H. quando

comparados aos grupos controle transplantado e sadio.
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Tabela 8 - Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona sobre o consumo de agua e racdo e evolugdo ponderal dos
animais tratados durante nove dias.

Grupos Dose C,onsumo de Consgmo de Peso inicial Peso final (g)
(mg/kg) | agua (mL) racao (g) (9)

Sadio -- 35,67 +1,12 30,85+ 1,57 28,62+0,37 | 32,27+0,86
Controle -- 34,38 + 1,50 31,96 + 1,84 28,28+ 0,66 | 30,84 +0,67
5-FU 25 29,38+ 1,81 3284+1.21 28,66+ 0,35 | 25,78+ 0,34°"
O.E.H. 50 47,19 + 2,28*"¢ 33,96 + 2,88 28,46 +0,34 | 32,46 +1,38°
O.E.H. 100 32,50 + 1,64 30,79 + 1,63 27,58+ 0,54 | 2520 +1,17*°
O.E.H. 150 29,38+ 2,73 23,28 £2,12%¢ 27,10+ 0,60 | 23,60 +0,52°
Fenchona 30 42,19 +1,01*"° 35,56 + 0,81 26,98+ 0,33 | 29,42 +0,93°
Fenchona 60 46,56 + 1,62*"° 35,33+0,11 27,42+0,89 | 29,40+1,10°

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

®p < 0,05 comparado ao controle transplantado ANOVA seguido de Tukey
®p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.
°p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.3.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos

A investigacdo dos efeitos toxicolégicos do O.E.H. e da fenchona prosseguiu-se
também com a avaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos. Nenhuma alteracédo
significativa foi observada nos niveis das enzimas hepaticas AST e ALT em ambos 0s grupos
tratados com O.E.H. e no grupo tratado com o 5-FU, quando comparados com o controle
transplantado e tampouco com o sadio. Nos grupos tratados com a fenchona houve uma
diminuicdo significativa no nivel de AST quando comparados com o controle transplantado e
sadio, e uma diminuicao no nivel da ALT quando comparado ao grupo controle transplantado.
Ja em relacéo a ureia, pode-se observar um aumento significativo no grupo tratado com a dose
de 150 mg/kg do O.E.H., em relacdo ao grupo controle transplantado e ao sadio, e a droga
padréo 5-FU (Tabela 9).
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Tabela 9 - Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona nos parametros bioquimicos de sangue periférico de

camundongos apds nove dias de tratamento.

Grupos (n?g;)/slfg) AST (ULL) | ALT(UL) | Ureia(mg/dL) C(';‘;Zt/ié'li_r)‘a
Sadio | 28321+2494 | 53604655 | 390+187 | 042008
Controle - | 242041217 | 6780711 | 430+714 | 032002
5-FU o5 | 1093+3848 | 39,00+951 | 3320+153 | 0,51+0,02
O.EH. 50 | 217,4+2747 |5380+1181 | 275241202 | 0,20+0,05
O.EH. 100 | 2854+2212 | 6025+143 | 4590+577 | 0,24+002
O.EH. 150 | 3202+7392 | 44004686 | 81,80+837% | 059+0,15
Fenchona | 30 | 1558+7,45" | 2925+268 | 3880+378 | 0,25+0,04
Fenchona | 60 | 163.8+835" | 34,75+536" | 37,80+239 | 0,24+0,01

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

% < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey

’p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.

‘p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

Em relacdo a avaliacdo hematologica, houve um aumento significativo na contagem de
hemécias e nos valores de hemoglobina e hematdcrito nos grupos tratados com 5-FU (25
mg/kg) ou O.E.H. (100 ou 150 mg/kg) ou fenchona (60 mg/kg), quando comparados ao
controle transplantado. Observa-se que, ao passo que a inoculacdo do tumor por si s6 induziu
reducdo desses parametros, os tratamentos supracitados restauraram seus valores para a
normalidade (grupo sadio). O tratamento com O.E.H. (50 mg/kg) foi capaz de reverter a
reducdo, produzida pelo tumor, apenas do parametro hemetdcrito, ao passo que o tratamento
com fenchona (30 mg/kg) reverteu essa reducdo nos parametros hematécrito e hemoglobina
(Tabela 10).
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Tabela 10 - Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona nos parametros hematolégicos de sangue periférico de
camundongos apds nove dias de tratamento.

Grupos (n?g?/slfg) Hg@?ﬁcﬁ Her?;/%IE;)ina Hematacrito (%0)
Sadio - 9,36 + 0,14 14,84 + 0,24 43,84 + 0,55
Controle - 5,88 +0,38" 9,40 +0,57° 29,04 +1,79°
5-FU 25 9,69 + 0,26° 14,90 + 0,35° 46,85 + 1,06°
O.E.H. 50 6,95 + 0,11°° 10,26 + 0,76°° 40,00 + 1,63°
O.E.H. 100 8,13 +0,22° 13,42 +0,38° 43,78 + 1,35°
O.E.H. 150 9,05 + 0,34° 14,70 +0,71° 44,28 + 2,18
Fenchona 30 6,92 +0,41°¢ | 12,04 +0,33%"¢ 40,24 +0,92°
Fenchona 60 7,95 + 0,36° 13,25 + 0,64° 45,16 + 3,28

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

%0 < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey

®p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.

‘p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

Em relacdo aos pardmetros hematimétricos, houve aumento significativo do VVolume
Corpuscular Médio (VCM) nos animais tratados com 50 ou 100 mg/kg do O.E.H. ou com
ambas as doses da fenchona em comparacdo com aos controles sadio e transplantado. Houve
aumento significante nos valores da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) apenas no
grupo tratado com 30 mg/kg de fenchona. Em relacdo a Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), houve diminuicéo significativa nos animais tratados com 50

mg/kg do O.E.H. ou 30 mg/kg da fenchona, em comparacdo ao controle transplantado e sadio
(Tabela 10).
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Tabela 10- Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona nos parametros hematologicos de sangue periférico de
camundongos apés nove dias de tratamento (continuacao)

Grupos (n?;flfg) VCM (fm?) HCM (pg) CHCM (g/dL)
Sadio - 46,80 + 0,97 15,84 + 0,47 33,74+ 0,38
Controle - 49,80 + 0,58 16,00 + 0,18 34,52 + 0,83
5-FU 25 49,00 + 0,63 15,40 + 0,17 31,28+ 0,22

O.E.H. 50 57,60 + 2,24%° 14,80 + 1,10 25,72 + 1,66
O.E.H. 100 55,60 + 0,97 2 17,06 + 0,28 30,70 + 0,34
O.E.H. 150 48,80 + 0,58 16,22 0,31 33,22+ 0,63

Fenchona 30 59,00 + 3,46*"° | 17,18+ 0,22%°¢ | 28,43 +0,89%"
Fenchona 60 59,20 + 2,13%0¢ 16,56 + 0,32 30,97 £ 0,76

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

%0 < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey

®p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.

‘p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

No que se refere a contagem total de leucdcitos, foi observado uma diminuicdo
significativa nesse parametro no grupo tratado com 5-FU ou O.E.H (100 ou 150 mg/kg) ou
fenchona (60 mg/kg) em comparacdo com o grupo controle transplantado (Tabela 10). Ja no
grupo tratado com O.E.H. (50 mg/kg) ou fenchona (30 mg/kg) ocorreu um aumento
significativo nesse parametro quando comparado aos controles sadio e transplantado.
Adicionalmente, animais transplantados com as células de carcinoma de Ehelich mostraram
um significante aumento no nimero de leucdcitos totais circulantes quando comparados com
0s animais sadio.

O tratamento com O.E.H., nas maiores doses, ndo induziu alteragdo significativa na
contagem diferencial de leucocitos, em compara¢do com os grupos controle transplantado e
sadio. Entretanto, o tratamento de nove dias com o 5-FU induziu aumento de linfocitos e

diminuicdo de neutrdfilos em comparagdo com o grupo controle transplantado (Tabela 10).
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Tabela 10- Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona nos parametros hematologicos de sangue periférico de

camundongos apés nove dias de tratamento (continuacao)

Contagem
diferencial de
leucdcitos
(%)
Dose Leucocitos
Grupos (ma/kg) totais Linfocitos Neutréfilos Mondcitos | Eosinofilos
9kg (10%/mm®)
Sadio - 8,18 £ 0,43 60,60 + 4,24 34,60 + 4,21 440+0,74 | 0,40+£0,24
Controle - 15,07 +1,11° 52,40+ 12,71 | 4540+1238 | 2,00+0,54 | 0,20+0,2
5-FU 25 3,20+£0,18° 90,40 + 0,92° 7,00 £0,70° 2,60 +0,67 0,0+0,0
O.E.H. 50 29,83+ 8,7*"¢ | 43,60+9,38° | 46,60+8,75° | 4,00+0,63 | 0,20 0,2
O.E.H. 100 3,12+0,48° 56,60 + 2,11 35,60 + 2,87 2,4+0,51 0,0£0,0
O.E.H. 150 5,07 +1,66° 51,20 +11,98° | 47,40 +13,86° | 3,40+0,40 0,0£0,0
Fenchona 30 20,23 +1,43*"° | 41,60+8,37° | 52,80+8,64° | 2,00+0,54 0,0+0,0
Fenchona 60 3,97+£0,60° 64,60 £ 5,56 30,00+544 | 1,40+051° | 0,000

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

% < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey
®p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey

°p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.3.3 Avaliacéo dos indices dos 6rgaos

Na Tabela 11 estdo expressos os valores referentes aos indices dos 6rgdos dos animais

avaliados ap0s nove dias de tratamento.

Nenhuma alteracdo significante nos indices de rins e baco foi observada entre os
grupos de animais controles transplantado e sadio, e tratados com O.E.H. ou fenchona nas
doses avaliadas.

Houve um aumento significativo no indice do coragcdo nos animais do grupo tratado
com 25 mg/kg do 5-FU e com a fenchona (60 mg/kg) quando comparado ao grupo controle
transplantado. Um aumento significativo foi observado no indice do figado do grupo controle
transplantado e grupo tratado com fenchona (30 e 60 mg/kg) em comparacdo ao controle

sadio, assim como uma diminui¢do nos grupos tratados com O.E.H (50, 100 ou 150 mg/kg) e



ROLIM, T. L.

82

5-FU (25 mg/kg) em comparagdo ao grupo controle transplantado. Ainda, foi observado

aumento significativo no indice do timo nos animais tratados com 30 mg/kg de fenchona em

relacdo ao controle transplantado (Tabela 11).

Tabela 11 - Efeitos do O.E.H., 5-FU e fenchona nos 6rgaos de camundongos ap6s nove dias de tratamento.

Eps Dose T:;;S%e Indice de Indice de rins indice de Ing;:geode
mg/k figado (mg/ mg/ timo (mg/
(mg/kg) (malg) gado (mg/g) (mg/g) (mg/g) (malg)
Sadio 4,22 +0,25 50,83 + 2,07 10,85 + 0,47 3,73+0,54 5,54 + 0,46
Controle ---- 3,47 +0,17 71,17 + 3,11b 10,59+ 0,31 2,51+0,22 576 +0,77
5-FU 25 4,84 +0,48° 56,31 + 2,04 12,29+ 0,30 2,85+ 0,08 6,32 +0,51
O.E.H. 50 3,20+ 0,48 59,34 + 2,96° 9,01 £0,67 2,65+ 0,55 6,52 + 1,57
O.E.H. 100 4,08 +0,12 55,78 + 1,462 11,55 £ 0,37 3,59+0,41 7,14 £ 0,40
O.E.H. 150 4,19+0,20 56,81 + 3,01° 11,62 £ 0,88 2,37 0,19 7,40+ 1,26
Fenchona 30 4,03+0,22 71,37 + 6,28b 11,05+0,76 4,13+0,19*° | 891+1,28
Fenchona 60 4,67 +0,38% | 75,66 +1,41°¢ 13,35+ 1,01 3,53+0,31 7,93+ 0,68

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais

%0 < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey

®p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.
°p < 0,05 comparado ao grupo tratado com 25 mg/kg do 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

5.2.3.4 Andlises anatomopatoldgicas

Para avaliacdo mais detalhada dos possiveis efeitos toxicos do O.E.H. sobre os 6rgaos

dos animais tratados, foi realizada uma avaliacdo histopatoldgica especificamente no figado e

rins.

Os rins removidos dos grupos controle transplantado e tratados com 5-FU ou O.E.H.,

nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg, apresentaram-se histologicamente com lobos bem

definidos (piramide medular e tecido cortical recobrindo a sua base e lados) e l6bulos

preservados. Os glomérulos (corpusculo de Malpighi) estavam preservados, inclusive

numericamente, envolvidos por fina capsula de Bowman, e o tufo capilar sustentado por

delicado meséngio (Figura 2A), fazendo relacdo com a arteriola renal e tdbulos contorcidos

proximais (Figura 2B e 2C). A regido medular foi representada por tubulos contorcidos
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proximais e tdbulos contorcidos distais em continuidade com as algas de Henle, sendo
revestidos por epitélio cilindrico simples, sem particularidades histologicas (Figura 2D).
Partes delgadas e curvilineas das alcas de Henle estavam delineadas por células achatadas.
Tuabulos coletores direcionados para as papilas, delineados por células altas, com citoplasmas
claros (anfofilicos), tendo tecido fibroconjuntivo interveniente delicado (Figura 2E). Focos de
infiltracdo inflamatoria linfoplasmocitaria na lamina propria do sistema pielocalicial foram

observados nos animais tratados com a dose de 50 mg/kg do O.E.H. (Figura 2F).

Figura 2 - Histopatologia dos rins dos diferentes grupos experimentais: (A) Controle transplantado — Glomérulo
preservado envolvido por cépsula de Bowman com tufo capilar sustentado por delicado mesangio; (B) O.E.H.
(50 mg/kg) e (C) 5-FU (25 mg/kg) - Glomérulo preservado envolvido por capsula de Bowman com tufo capilar
sustentado por delicado mesangio e sua relagdo com arteriola renal e tlbulos contorcidos proximais; (D) O.E.C.
(100 mg/kg) — Algas de Henle sem particularidades histolégicas; (E) O.E.C. (150 mg/kg) — Tubulos coletores
revestidos por epitélio cilindrico, cujas células mostram citoplasmas claros, configurando estrutura calicial, em
relagdo com a pélvis renal; (F) O.E.C. (50 mg/kg) — Focos de infiltracdo inflamatdria linfoplasmocitaria;.
Hematoxilina-eosina (100 e 400 x).
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Ao exame microscopico, os figados dos animais do grupo controle transplantado
apresentaram arquitetura do tipo lobular normal, com veias hepéticas terminais de paredes
finas, presenca de inflamacéo sinusoidal leve e auséncia de fibrose lobular (Figura 3A). No
seio do lobulo, identificou-se discreto infiltrado inflamatdrio linfoistiocitico, em raros focos.
Os hepatdcitos estavam normais, isomorfos e apresentavam necrose focal, além de estarem
circundados por agregados linfo-histiocitarios, em raros sitios. Os raros focos de necrose
parenquimatosa sdo vistos nas zonas Il (Figura 3B). Ndo foram observadas atividades

periportal e perisseptal.

Figura 3 - Histopatologia dos figados dos diferentes grupos experimentais: (A) Controle transplantado — Veia
hepética terminal com parede fina e permeavel aos sinusoides; (B) Controle transplantado — Infiltrado linfo-
histiocitario na zona I1l; Hematoxilina-eosina (400 Xx).

Os grupos tratados com as doses de 50, 100 ou 150 mg/kg do O.E.H. apresentaram
arquitetura lobular normal, com veias hepaticas terminais com paredes finas, presenca de
inflamacéo sinusoidal leve e auséncia de fibrose lobular. Presenca de espaco portal com triade
vasculobiliar (Figura 4A). Foi observado aumento discreto do nimero de linfocitos em raros
espacos portais que se associam a histiocitos e neutréfilos. Os hepatdcitos estavam normais e
isomorfos, sendo detectado raros e pequenos focos de necrose hepatocelular, circundados por
agregados linfo-histiocitarios (Figura 4B). Adicionalmente a essas observacdes, também
detectadas no grupo controle transplantado (Figura 3), o figado dos animais tratados com o
O.E.H. apresentaram discreta hiperplasia de células de Kuppfer (Figura 4C), presenca de
capsulite nos grupos tratados com as doses de 100 ou 150 mg/kg (Figura 4D) e os focos de
necrose parenquimatosa foram vistos, aleatoriamente, nas zonas Il e Il (Figura 4E).
Excetuando-se a presencga de capsulite, as mesmas caracteristicas ja descritas anteriormente
foram observadas para os animais tratados com o 5-FU. Entretanto, para estes animais,
observou-se ainda atividade periportal e perisseptal com discreta necrose em “saca-bocado”
(pequenas areas em poucos espagos portais) (Figura 4F), atividade parenquimatosa com
necrose focal de hepatdcitos circundados por agregados linfo-histiocitarios, em numerosos

sitios (Figura 4G), e fenbmenos hepatocelulares de poliploidia (Figura 3J).
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Figura 4 - Histopatologia dos figados dos diferentes grupos experimentais: (A) O.E.H. (50 mg/kg) — Espaco
portal com triade vasculobiliar; (B) O.E.H. (100 mg/kg) — Inflamacéo sinusoidal; (C) O.E.H. (100 mg/kg) —
Hiperplasia reacional de células de Kuppfer; (D) O.E.H. (150 mg/kg) - Células tumorais anaplasicas, margeadas
por necrose de coagulacdo do tecido hepético (E) O.E.H. (150 mg/kg) - Necrose parenquimatosa nas zonas Il e
Il (F) - 5-FU (25 mg/kg) - Discreta necrose em “saca- bocado” (G) 5-FU (25 mg/kg) — Regeneragdo
hepatocelular poliploide; (H) 5-FU (25 mg/kg) — Portite linfoistiocitaria em nivel moderado comprometendo o
espaco portal. Hematoxilina-eosina (100 ou 400 x).
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5.2.4 Avaliacdo do efeito dos tratamentos na sobrevida de animais transplantados com
tumor de Ehrlich

Os grupos tratados com doses de 50, 100 ou 150 mg/kg do O.E.H. ou o 5-FU
apresentaram um aumento significante no tempo de sobrevida quando comparados ao controle
transplantado. A meédia de vida dos grupos estudados foi: controle transplantado — 22 dias;
tratado com O.E.H. (50 mg/kg) — 27 dias; tratado com O.E.H. (100 mg/kg) — 46 dias; tratado
com O.E.H. (150 mg/kg) — 27 dias; 5-FU (25 mg/kg) — 38 dias.

Ainda, foi possivel observar que o grupo tratado com O.E.H. (100 mg/kg) foi mais
eficaz que o tratado com O.E.H. (150 mg/kg), nesse parametro de avaliacdo (Gréafico 11).

100+ --®-- Controle
—e— 50 mg/kg
75+ --¥-- 100 mg/kg
--4-- 150 mg/kg
50+ -0-- 5-FU

Percentual de sobrevivéncia

Tempo (dias)

Grafico 11- Avaliagdo da sobrevida de camundongos fémeas inoculados com células de carcinoma de Ehrlich e
tratados com O.E.H. (50, 100 e 150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). Curvas de sobrevivéncia do teste de Kaplan-
Meier.
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Gréfico 12- Avaliacdo da sobrevida de camundongos fémeas inoculados com células de carcinoma de Ehrlich e
tratados com fenchona (30 e 60 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). Curvas de sobrevivéncia do teste de Kaplan-Meier.

5.2.5 Avaliacao da genotoxicidade

Para avaliar o possivel efeito genotoxico in vivo do O.E.H. foi realizado o ensaio do
micronucleo, cujo resultado é apresentado abaixo, na Tabela 12. O tratamento dos animais
com a maior dose do O.E.H. (300 mg/kg) induziu aumento na frequéncia de eritrocitos

micronuclados no sangue periférico quando comparados ao grupo controle (5% de Tween 80).

Tabela 12 - Frequéncia de eritrocitos micronucleados em sangue periférico de camundongos tratados com
diferentes doses do O.E.H. e ciclofosfamida.

Grupos (n?g;)lsifg) N° de animais | Total de células micgilﬁg?;a das
Controle - 6 2000 2,80+ 0,37
Ciclofosfamida 50 6 2000 14,50 + 2,60°
O.E.H. 150 6 2000 4,40 +0,60°
O.EH. 300 6 2000 5,60 + 0,40%"

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais
%0 < 0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido de Tukey
®p < 0,05 comparado ao grupo tratado com Ciclofosfamida por ANOVA seguido de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O céancer é considerado um problema de salde publica, devido as importantes
consequéncias sobre a morbimortalidade da populacdo (FERLAY et al., 2007; FRANCA;
ROSA; FERRARI, 2012). Essa enfermidade é cada vez mais prevalente no Brasil e,
atualmente, representa a segunda causa de mortalidade no pais (INCA, 2011).

Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico contra o cancer, varios
tumores ainda nao dispdem de tratamento adequado (COSTA-LOTUFO et al., 2010), e a
maioria dos esquemas de quimioterapia faz uso de drogas citotdxicas de natureza ndo seletiva,
0 que causa danos colaterais as células normais do organismo. Sendo assim, a busca por
alternativas terapéuticas para tratamento do cancer, com maior eficacia e especificidade é
constante (EDRIS, 2007).

Dentro desse contexto as terapias naturais se configuram como opgdes em potencial
para o cuidado com a saude, enquanto praticas terapéuticas, sendo evidente a ampliacdo do
uso dessas terapias em alguns casos especificos como, por exemplo, para o tratamento do
cancer (SPADACIO; BARROS, 2008).

Dentre essas terapias naturais, destacam-se 0s 6leos essenciais e seus constituintes, 0s
quais apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, havendo estudos que comprovam o
uso desse tipo de derivado vegetal como potente droga antitumoral (SILVA et al., 2008).
Considerando ainda que cerca de 60% dos agentes antineoplasicos sdo derivados direta ou
indiretamente de produtos naturais, € evidente a contribui¢do destes no desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos para a terapia do cancer.

O presente estudo demonstra a toxicidade e a atividade antitumoral in vitro e in vivo
do 6leo essencial das partes aéreas de Hyptis umbrosa (O.E.H.) e do seu componente
majoritario, a fenchona.

A estabilidade mecénica dos eritrocitos € um bom indicador de danos in vitro no
ensaio de citotoxicidade, j& que drogas podem alterar essa delicada estrutura quando exposta
in vivo (SHARMA; SHARMA, 2001). Essas células sdo importantes para predizer efeitos
protetores e toxicos de substancias ou condi¢des associadas com estresse oxidativo, sendo um
possivel indicador desse tipo de dano as células (APARICIO et al., 2005; LEXIS; FASSETT,;
COOMBES, 2006; MUNOZ-CASTANEDA et al., 2006).

O valor de CHsp do O.E.H. (494,9 ug/mL) obtido no ensaio de hemolise demonstra

que ele foi ciotdxico contra eritrocitos, uma vez que, segundo Santos Junior e colaboradores
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(2010), um produto natural em estudo, para ndo apresentar atividade hemolitica, deve
apresentar CHso maior que 1250 pg/mL. O tratamento com a fenchona até a concentracéo de
3000 pg/mL ndo produziu citotoxicidade.

Tal atividade corrobora com achados da literatura, uma vez que estudos indicam que
alguns compostos isolados de plantas, tais como terpenoides, assim como polifenois,
epicatequinas e saponinas podem causar mudancas na membrana de células vermelhas
sanguineas e subsequentemente produzir hemdlise (NG; LI; YEUNG, 1986; GRINBERG et
al., 1997; ZHANG et al., 1997). Sendo assim, esses resultados demonstram que O.E.H.
apresenta efeito citotoxico em eritrocitos, células estas comumente afetadas pelo tratamento
com antineoplésicos.

Para avaliar a atividade antitumoral in vitro foram utilizadas linhagens de células
tumorais humanas. Dentre os diversos modelos experimentais para avaliacdo da viabilidade
celular, o ensaio com a Sulforradamina B (SRB) fornece a melhor combinacdo de intensidade
de coloragdo, razéo sinal-ruido e linearidade com o nimero de célula. SRB é um corante
brilhante, aniénico, que diluido em &cido acético, se liga eletrostaticamente a aminoacidos
basicos de células fixadas (BOYD, 1995). Utilizando essa metodologia, é possivel avaliar a
atividade citostatica e citocida de um produto em células tumorais humanas. Os resultados
obtidos demonstram que O.E.H. foi capaz de inibir o crescimento tumoral e induzir morte
celular nas linhagens avaliadas apenas na maior concentracdo (250 pg/mL). No entanto, como
os valores de Glso para O.E.H. foram bem maiores do que os do farmaco utilizado como
droga padrdo no experimento, a doxorrubicina, pode-se considera-lo inativo nas linhagens
tumorais humanas testadas. A fenchona ndo foi capaz de inibir o crescimento tumoral,
tampouco induzir morte celular nas linhagens avaliadas, sendo também considerada inativa
nas linhagens tumorais humanas testadas.

Apesar dos dados de avaliacdo da atividade antitumoral in vitro do O.E.H. ndo serem
promissores, prossegui-se com a investigacdo do seu possivel efeito in vivo, considerando
que, alguns farmacos antineoplasicos amplamente utilizados na préatica clinica, como a
ciclofosfamida, apresentam potentes efeitos in vivo, apesar de serem ineficazes in vitro. 1sso
ocorre porque essas substancias sdo pro-farmacos que necessitam sofrer um processo de
ativacdo metabolica para produzirem seus efeitos (KOBUNAI; WATANABE; FUKUSATO,
2011). Alguns Oleos essenciais de diferentes espécies também apresentam esse perfil de
atividade, como por exemplo, o 6leo de Croton polyandrus (PESSOA, 2013) e de Xylopia
frutescens (LUNGUINHO, 2012).
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Para a determinacdo de doses seguras a serem usadas no teste de avaliagdo de
atividade antitumoral in vivo em camundongos, foi realizado inicialmente o ensaio de
toxicidade pré-clinica aguda na mesma espécie animal.

Apos a administracdo do O.E.H. no ensaio de avaliacdo toxicoldgica de dose Unica,
observou-se que o0s animais submetidos a dose de 2000 mg/kg morreram nos primeiros
minutos apds o tratamento, sendo, portanto, esta dose caracterizada como de alta toxicidade.
Em contrapartida, a utilizacdo da dose de 300 mg/kg, nos dois experimentos realizados,
mostrou apenas o0 aparecimento de sinais como constipacdo e mic¢do diminuida, vocalizacéo
e hiperatividade, considerados sem importancia clinica, pois desapareceram ap6s 60 minutos
da administracdo. Além disso, a utilizacdo desta dose ndo foi capaz de alterar o consumo de
agua e racdo, a evolucdo ponderal e os indices dos 6rgdos dos animais tratados. Com isso,
pode-se inferir que a administracdo intraperitoneal de 300 mg/kg do O.E.H. apresenta baixa
toxicidade em camundongos.

Segundo o Guia para a Conducdo de Estudos N&o Clinicos de Seguranga Necessarios
ao Desenvolvimento de Medicamentos (publicado pela Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e
Eficacia (GESEF) da ANVISA em 2010), ndo é exigida a determinacdo de DLsy (dose que
mata 50% dos animais) por ser um método que implica em grande precisdo estatistica. Ainda
segundo o referido guia, podem ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose
letal envolvendo um menor nimero de animais, tais como preconizado nos guias da OECD
pela classificacdo da substancia em categorias de acordo com o “Globally Harmonized
Classification System” — GHS (Anexo 1). A partir dai foi possivel estimar a DLsy do O.E.H.
em torno de 500 mg/kg, o que forneceu seguranca para o inicio dos ensaios de avaliacdo da
tividade antitumoral in vivo com doses menores.

Modelos de cancer em animais sdo sistemas que mimetizam a natureza do tumor
encontrado em humanos. Assim, a escolha do modelo tumoral in vivo é fundamental durante a
investigacdo de uma nova droga anticancerigena (KERBEL, 2003).

A ascite provocada pela inoculagdo intraperitoneal de células de carcinoma de Ehrlich
¢ uma consequéncia da inflamacdo induzida pelo tumor, devido ao aumento na
permeabilidade vascular, causando a chamada carcinomatose peritoneal (FASTAIA;
DUMONT, 1976). Esta é uma preocupacgdo no tratamento de tumores abdominais, tais como
tumores hepatico, gastrico e ginecologico. Para o tratamento desta situacdo, a administracdo
intraperitoneal de drogas anticancer foi introduzida com a intengdo de alcangar niveis
tumoricidas da droga, localmente, enquanto minimiza os efeitos colaterais sistémicos
(TAMURA et al., 2002; MARONI et al., 2012).
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Tem-se preconizado a quimioterapia intraperitoneal com o 5-FU para o tratamento da
carcinomatose peritoneal (SUGARBAKER et al., 1990). O seu mecanismo inclui inibi¢do da
timidilato sintase (TS) pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FdAUMP), incorporagéo
de 5-fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporacdo do 5-fluoro-2’-deoxiuridina-
5’-trifosfato (FAUTP) ao DNA. A inibicdo da TS, uma enzima importante na sintese de
pirimidina, resulta na deplecdo do trifosfato de deoxitimidina (dTTP) e um aumento no
trifosfato de deoxiuridina (dUTP) seguida da diminuicdo na sintese e reparo de DNA.
Portanto, o 5-FU é um antineoplasico, da classe dos antimetabolitos, que interfere com o
processo de replicacdo celular. Incorporacéo do 5-FU ao RNA também tem sido relatada a sua
acdo citotoxica (NOORDHUIS et al., 2004).

Os resultados obtidos no ensaio de avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em
células de carcinoma ascitico de Ehrlich mostram que O.E.H., nas doses de 100 ou 150
mg/kg, e fenchona na dose de 60 mg/kg, possuem eficacia semelhante em reduzir a
viabilidade celular, o volume e peso tumoral quando comparado ao antineoplasico 5-FU (25
mg/kg). O mesmo ndo ocorreu com a menor dose do O.E.H. (50 mg/kg) ou da fenchona (30
mq/kg).

O céancer é um dos cenarios onde ocorre pouca apoptose, dando origem as células
malignas resistentes a morte. O mecanismo de apoptose € complexo e envolve varias vias de
sinalizacdo. Defeitos podem ocorrer em algum ponto dessas vias, levando a transformacao
maligna das células afetadas, metastase tumoral e resisténcia a drogas anticancer. Apesar de
ser muitas vezes considerada a causa do problema, a inducdo da apoptose tem um importante
papel no tratamento do cancer (WONG, 2011; LI et al., 2012).

A apoptose é caracterizada por varias alteracdes celulares. A fosfatidilserina é um
componente fosfolipidico, normalmente mantido no folheto interno das membranas celulares.
Quando uma célula morre por apoptose, a fosfatidilserina torna-se exposta na sua superficie.
Sendo assim, € comum, em protocolos laboratoriais, utilizar a Anexina-V, uma proteina de
ligacdo para fosfatidilserina, para marcar as células que estdo em apoptose (PORTUGAL,
2012). O iodeto de propideo (IP) € um corante permedvel somente em células onde a
integridade da membrana (juntamente com o conteudo citosélico) foi perdida. Esse marcador
é utilizado para evidenciar os fendmenos tipicos da morte por necrose, enquanto que células
marcadas apenas com Anexina V-FITC indicam morte apoptdtica (NECKEL, 2011). Durante
a apoptose, ha uma periodo de laténcia entre a positividade da fosfatidilserina (detectada com
Anexina-V-FITC) e a positividade para o IP, enquanto que em células necrdticas, ambos 0s

eventos coincidem. Dessa maneira, apenas a combinacdo de ambos os marcadores, avaliados
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na evolucdo temporal do processo de morte, poderia discriminar necrose de apoptose
(KRYSKO et al., 2008).

Utilizando esse método de marcacéo celular, observou-se que O.E.H. na dose de 150
mg/kg foi capaz de aumentar a populacdo de células marcadas apenas com Anexina-V,
caracterizando o estégio inicial da apoptose, e duplamente marcadas com Anexina-V e IP,
relacionada ao estagio tardio da apoptose ou necrose. A pequena porcentagem de células
marcadas com Anexina V ou duplamente marcadas (com Anexina V e IP) sugere inicialmente
que: i) as células estariam morrendo por outro tipo de morte celular que ndo apoptose nem
necrose, como por exemplo, por autofagia, ou ii) as células apoptoticas sinalizaram o processo
de morte, para macréfagos, através da externalizacdo da fosfatidilserina, os quais fagocitaram
0S corpos apoptoticos produzidos.

Em relacdo a fenchona, pode-se observar que ndo houve aumento significarivo na
porcentagem de células marcadas apenas com Anexina-V, porém houve significante aumento
nas células duplamente marcadas. Esse aumento sugere que: i) se houve morte celular por
apoptose, as células ja foram fagocitadas, e eliminadas sem que haja ruptura da membrana e
marcacdo com IP ou ii) possivelmente o monoterpeno estd induzindo necrose em cerca de
40% das células.

Sabe-se que a desregulacdo do ciclo celular € uma das principais caracteristicas das
células tumorais (WANG et al., 2009). A inducdo a parada do ciclo celular tem sido
considerada como um importante mecanismo das drogas envolvidas no tratamento anticancer
(KORNBER; LORCH, 1999; DICKSON; SCHWARTZ, 2009; XIAO et al., 2011).

A observacdo de que células em apoptose apresentam uma reducdo na marcacdo do
DNA apos utilizacdo de diferentes fluorocromos, como o iodeto de propideo, tem sido usado
para deteccdo desse processo de morte de celular. Dessa forma, o aparecimento de células
com DNA com menor marcacao do que aquele das células em GO/G1, o qual representa o
pico Sub-G1, tem sido considerado como marcador da célula em morte por apoptose
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

Vaérias observacfes indicam que a diminui¢do na marcacdo do DNA, observado em
células em apoptose, é consequéncia da perda parcial de DNA dessas células, devido a
ativacdo de endonucleases endogenas e liberacdo subsequente de fragmentos de DNA de
baixo peso molecular a partir da célula, antes da analise por citometria de fluxo (KOOPMAN
etal., 1994).

Em contraste com as células apoptoticas, células necroticas geralmente ndo mostram

uma reducdo imediata da marcacdo do DNA. Assim, a discriminacdo entre células normais
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viaveis e células necréticas € impossivel baseado apenas nesse parametro
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

A avaliacdo do perfil do ciclo celular de células tumorais de Ehrlich apds
administracdo de O.E.H. (100 ou 150 mg/kg) durante nove dias, confirmou a potente
atividade antitumoral deste derivado vegetal, como demonstrada nos parametros descritos
anteriormente. A maioria das células apresentou parada na fase GO/G1 apds tratamento com
150 mg/kg do 6leo ou 5-FU (25 mg/kg), o que representa um bloqueio na progresséo do ciclo
celular. Como descrito na literatura, a parada em GO0/G1 serve para dar as células um tempo
para reparar danos importantes antes que a replicagdo do DNA ocorra, evitando assim a
propagacdo de lesGes genéticas para células descendentes ou ativando a via apoptética
(MUELLER et al., 2006).

Os resultados da andlise do ciclo celular corroboram com o estudo de mecanismo de
acao de muitos compostos que param o ciclo celular na fase GO/G1 (GALBIATI et al., 2001,
LINKE et al., 2013). Além disso, ja é estabelecido que o 5-FU aumenta a populacdo de
células em GO/G1 e diminui a populacdo de células na fase S, o0 que estd de acordo com seu
mecanismo de acao (interfere com a sintese, fase S, do DNA no ciclo celular) (YOSHIKAWA
et al., 2001). O tratamento com O.E.H. (150 mg/kg) também induziu diminuicdo da
populacéo celular na fase S e G2/M, em comparagdo com o controle. Ainda, o 6leo essencial e
a fenchona nas maiores doses induziram um aumento significativo na populacédo sub-dipldide
(pico sub-G1), sendo assim, indicativo de inducédo de apoptose.

O conjunto de todos os dados apresentados das analises de ciclo celular e Anexina V-
FITC e IP permite sugerir que O.E.H., (150 mg/kg), exerce seu efeito antitumoral porque
induz morte celular por apoptose em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich.

O tratamento com fenchona (60 mg/kg) induziu ainda parada do ciclo na fase S. Como
relatado na literatura, alguns agentes antineoplasicos exercem seus efeitos principalmente por
bloquearem bioquimicamente a sintese do DNA e, portanto, sdo restritos a fase S do ciclo
celular (MACHADO, 2000; OLIVEIRA; ALVES, 2002).

A maioria dos farmacos antineoplasicos derivados de produtos naturais sao também
denominados farmacos ciclo-celular especificos. Entre eles, podemos citar: i) alcaloides da
vinca — que agem pela inibigdo do fuso mitético, ligando-se as proteinas microtubulares e,
consequentemente, interrompendo a divisdo celular na metafase; ii) taxol, éster alcaloide
derivado do teixo ocidental (Taxus brevifolia) e do teixo europeu (Taxus baccata), (conhecido
comercialmente como Paclitaxel®) — acdo também pela inibicdo do fuso mitdtico,

dimerizagdo da tubulina e estabilizacdo dos tubulos, protegendo-os da despolimerizacéo, o
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que os estabiliza e resulta no bloqueio da multiplicagdo celular iii) podofilotoxinas (ou
epipodofilotoxinas), tendo-se como exemplos principais a etoposida e teniposida, derivados
semi-sintéticos da podofilotoxina, extraida da raiz do podofilo (Podophyllum peltatum) — acéo
pelo bloqueio das células nas fases S e G2 e inibicdo da enzima topoisomerase Il, 0 que
promove leséo no DNA (OLIVEIRA; ALVES, 2002; ALMEIDA et al., 2005).

Considerando a composicdo quimica do O.E.H., a fenchona encontra-se presente em 25
mg no referido 6leo (100 mg). Por isso, foi utilizada uma dose de 30 mg/kg desse composto para a
avaliacdo de sua atividade antitumoral in vivo. Entretanto, esta dose ndo mostrou atividade
antitumoral em células de carcinoma ascitico de Ehrlich, e por isso, foi realizada a avaliacdo da
atividade com o dobro dessa dose (60 mg/kg), dose esta que mostrou significante efeito
antitumoral in vivo no modelo avaliado. Entéo, os resultados mostram que a atividade antitumoral
do O.E.H. é provavelmente atribuida a mistura de seus constituintes como o limoneno,
espatulenol, B-cariofileno, a-humeleno, todos com acdo anticancer reconhecida (COMPAGNONE
etal., 2010; ALCANTARA et al., 2010), e ndo apenas ao componente majoritario isolado.

E bem relatado na literatura que a utilizagio de drogas antineoplasicas podem produzir
inimeros efeitos adversos. Com isso, a utilizacdo de ensaios que avaliem possiveis alteragdes
da homeostasia do organismo exposto a quimioterapia € imprescindivel.

Os tratamentos com 50 mg/kg do O.E.H. ou fenchona (30 e 60 mg/kg) produziram um
aumento no consumo de agua quando comparados aos controles sadio e transplantado. Os
grupos tratados com O.E.H (100 ou 150 mg/kg) ndo apresentaram efeitos clinicamente
importantes em relacdo ao parametro consumo de agua. Apenas o tratamento com 150 mg/kg
do O.E.H. promoveu altaracdo no consumo de racdo. Por outro lado, os tratamentos com 5-
FU e O.E.H. (100 e 150 mg/kg) induziram significante perda de peso nos animais, em
comparagdo com os grupos controle e sadio. O 5-FU, especificamente, possui muitas reacdes
adversas tais como mielossupressao, diarreia, perda de peso e hemorragias nos pulmdes,
intestinos e anorexia (HEIDELBERGER et al., 1958; EL-SAYYAD et al., 2009;
GOODMAN; GILMAN, 2006). Durante a quimioterapia antineoplasica com outros agentes
farmacoldgicos também é comum a presenca de sintomas gastrintestinais como anorexia,
vomito, diarreia e nausea (ROQUE; FORONES, 2006; OGATA et al., 2013). Os resultados
demonstram que, O.E.H. e fenchona também apresentaram efeitos gastrintestinais
indesejaveis, 0 que € comum para a maioria dos quimioterapicos utilizados na préatica clinica
(SOUZA et al., 2008).

O figado é o 6rgdo de detoxificagdo dos mamiferos e os rins 0 0rgdo excretor mais

importante, e ambos sdo susceptiveis a drogas quimioterapicas (MADDREY, 2005; PORTO,
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2005). Como exemplos, pode-se citar disfungdes hepéticas induzidas por mitramicina e
toxicidade renal causada por docetaxel (SANDELIN; THOMPSON; BONDESON, 1991;
TAKIGAWA et al., 2004)

Os hepatdcitos (células metabolicamente complexas) contém concentracdes elevadas
de inlmeras enzimas. A atividade de duas enzimas em especial € de extrema importancia para
avaliagdo da fungdo hepdtica, a aspartato aminotransferase (AST) e a alanina
aminotransferase (ALT). Com a lesdo hepatica, estas enzimas podem extravasar para 0O
plasma e podem ser Uteis para o diagnostico e monitoramento desse tipo de lesdo. Apesar de
poderem também estar aumentadas em outros 6rgaos, elas sdo os principais marcadores de
lesdo celular, especialmente hepatopatias (HENRY, 2008; BRANCO, 2009). Os tratamentos
com O.E.H. ou com 5-FU, ndo induziram altera¢Ges nos niveis plasmaticos das transaminases
ALT e AST, segerindo que O.E.H. possui baixa toxicidade hepética, nas doses avaliadas.
Entretanto, os tratamentos com a fenchona (30 ou 60 mg/kg) induziram uma diminuicdo
nesses parametros em comparagdo aos grupos controles sadio e transplantado. Esses dados
sugerem que a fenchona pode ter promovido danos hepaticos, pois segundo Miazzo e
colaboradores (2005) alteragdes mais graves e persistentes como fibrose, podem produzir
pouco extravasamento hepatocelular, o que resulta em niveis normais ou diminuidos dessas
enzimas (FRANCISCATO et al., 2006).

A avaliagdo da funcdo renal pode ser realizada por meio da determinagdo das
concentracdes sanguineas de ureia e creatinina. A ureia € um produto da degradacdo do
metabolismo dos aminoacidos, produzida a partir da aménia no ciclo da ureia hepéatica. E
filtrada pelos glomérulos e reabsorvida nos dutos coletores juntamente com a dgua (GROSS;
WEHRLE; BUSSEMAKER, 1996). Tem sido recomendado que a aplicabilidade das
determinac6es da ureia no soro é significativamente potencializada quando os resultados da
ureia sdo considerados juntamente com os resultados das determinacdes da creatinina
(HENRY, 2008).

No musculo, a creatina é convertida em fosfocreatina, que serve como uma fonte rica
em energia. Sob condicdes fisioldgicas, a creatina perde dgua espontaneamente, formando sua
amida ciclica, creatinina. Uma vez formada, a creatinina ndo é reutilizada no metabolismo
corporal e assim funciona exclusivamente como um produto de degradacdo (HENRY, 2008).
A creatinina € excretada na circulacdo em uma taxa relativamente constante. Uma fragéo
substancial da excreg¢do da creatinina nos rins é resultado da secrecdo tubular proximal. A

creatinina também € filtrada livremente pelos glomérulos, mas nédo € reabsorvida. A creatinina
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sérica elevada esta associada com uma reducdo da taxa de filtragdo glomerular (HENRY,
2008) e, portanto, distarbios renais.

Apenas o tratamento com O.E.H. na dose de 150 mg/kg provocou aumento nos niveis
de ureia quando comparado aos demais grupos. Porém, este mesmo tratamento ndo induziu
alteracdo na creatinina. Como na avaliagdo da funcdo renal, a ureia deve ser avaliada
conjuntamente com a creatinina, conclui-se que essa elevacdo urémica ndo possui importancia
clinica.

Dentre os efeitos adversos mais comuns na quimioterapia, estdo as alteracdes
hematologicas. Quanto a toxicidade hematologica, as alteragbes mais frequentes nos
pacientes séo neutropenia, anemia, leucopenia e plaquetopenia (ROQUE; FORONES, 2006).

Uma diminuicdo nos niveis de hemoglobina e hemacias ¢ uma complicacédo
comumente observada em pacientes oncoldgicos. Frequentemente ndo existem sinais de
infiltracdo neoplasica da medula 6ssea, perdas sanguineas, hemolise, distirbios enddcrinos,
renais ou hepéaticos, nem de deficiéncias nutritivas que justifiguem a anemia: deve-se,
exclusivamente, a presenca do préprio tumor. A anemia presente no paciente oncolégico pode
ter diversas causas: i) reacdes imunoldgicas, tais como producéo de citocinas inflamatoérias em
resposta a presenca das células tumorais (a chamada anemia crdnica do cancer); ii) supressao
da hematopoiese induzida pelo tratamento; iii) producédo deficiente de eritropoetina pelos rins;
e iv) supressdo intrinseca da medula 6ssea pelo clone celular maligno (como em neoplasias
hematoldgicas), dentre outras (ZUCKERMAN, 1998).

Os resultados obtidos demonstram que o implante do tumor, por si so, foi capaz de
reduzir significantemente o numero de hemacias, a quantidade de hemoglobina e o
hematdcrito como se observa comparando os dados do grupo controle transplantado em
relacdo ao controle sadio, o0 que corrobora com o quadro descrito anteriormente. Todos esses
parametros foram significantemente alterados apos tratamento com 5-FU, O.E.H. (100 e 150
mg/kg) ou fenchona (60 mg/kg) em relagdo ao controle transplantado, entretanto, essa
alteracdo foi no sentido de recuperar os valores desses parametros para os niveis dos animais
do controle sadio. Isso significa que a forte influéncia do tumor em induzir reducdo nesse
parametros, por diversos mecanismos, foi compensada pelo tratamento com O.E.H.,
especialmente na dose de 150 mg/kg e com fenchona de 60 mg/kg, mostrando que esse
produto natural mesmo na presenca do tumor ndo interfere nesses parametros e portanto, ndo
induz toxicidade em nivel de células sanguineas, bem como na hematopoiese. O tratamento
com O.E.H. (50 mg/kg) e fenchona (30 mg/kg) reverteram as alteragtes induzidas pela

presenca do tumor apenas para o parametro hematdocrito.
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Avaliando os indices hematimétricos, observa-se que o grupo tratado com a dose de 50
mg/kg do O.E.H. ou 30 mg/kg da fenchona apresentou aumento no indice VCM e reducéo de
CHCM, guando comparado aos grupos controles sadio e transplantado e no grupo tratado com
30 mg/kg ocorreu ainda uma aumento no indice de HCM. Baseados nos indices
hematimétricos, as anemias podem ser classificadas morfologicamente como normocitica
(VCM normal), macrocitica (VCM aumentado), microcitica (VCM diminuido),
normocrémica (CHCM normal) e hipocrémica (CHCM diminuido). Dessa forma, a nao
reversdo dos efeitos produzidos na contagem de hemacias e hemoglobina pelo implante do
tumor, aliado aos dados das altera¢fes nos indices hematimétricos para os tratamentos com 50
mg/kg do O.E.H. e 30 mg/kg da fenchona, podem sugerir o desenvolvimento de uma anemia
do tipo macrocitica e hipocrémica nos animais desses grupos.

De acordo com Gad (2007), a anemia € definida clinicamente como a condicéo
caracterizada por uma concentracdo de hemoglobina abaixo do limite de referéncia. A
contagem de globulos vermelhos e o hematocrito podem ou ndo ser proporcionalmente
inferior, dependendo da causa da anemia. Quando ha alteracdo no tamanho das células e na
concentracdo de hemoglobina, estas sdo refletidas pelos indices VCM e CHCM, conforme foi
observado nos tratamentos com O.E.H 50 mg/kg ou fenchona 30 mg/kg.

A inoculagdo do tumor, por si sO, causa uma reacdo leucemoide nos animais
transplantados, o que pode ser observado pelo aumento de leucdcitos totais no controle
transplantado em comparacdo com o sadio. Esse aumento também foi observado nos grupos
tratados com as menores doses do O.E.H. e fenchona em comparacdo aos grupos controle
transplantado e sadio. Esse dado corrobora com outros dados da literatura que descrevem esse
tipo de reacdo na presenca do tumor (KODAMA,; SENDO; KOBAYASHI, 1974; OKAWA et
al.,, 1992; SATO et al., 2005; LINS et al., 2009). Um dos riscos da quimioterapia e
radioterapia no tratamento de pacientes com cancer € o desenvolvimento de leucopenia, a qual
substancialmente aumenta o risco de infec¢bes (TAKIGUCHI et al., 2001; BEZERRA et al.,
2008). O tratamento com o quimioterapico 5-FU ou O.E.H ou fenchona nas maiores doses,
corroborando com os dados da literatura, induziram uma diminuicdo dos leucdcitos totais
guando comparados aos grupos controles sadio e transplantado, causando ainda
granulocitopenia.

Os indices dos oOrgdos sao utilizados para avaliar possiveis alteragdes induzidas por
drogas nos tecidos. Essas possiveis alteragdes podem levar a uma mudanga no seu peso,
modificando assim, o indice analisado. O tratamento com a fenchona (60 mg/kg) e com o

antineoplasico 5-FU levou a um aumento no indice do coragdo, corroborando com a literatura



99
ROLIM, T. L.

que mostra que a cardiotoxicidade, como pericardite aguda, € um dos efeitos colaterais mais
bem conhecidos durante o uso desse antineoplasico (INANC et al., 2012; DALZELL; ABU-
ARAFEH; CAMPBELL, 2013).

O sistema imune é uma rede de células, 6rgdos e mediadores que trabalham juntos
para defender o organismo contra ataques por invasores. A degeneracdo ou atrofia de érgéos
imune podem influenciar na fungdo normal do sistema imune. Por exemplo, o bago serve
como reservatorio para sangue e filtra ou purifica o sangue e linfa que flui através dele.
Quando o baco sofre danos ou é removido, o individuo é mais susceptivel a infeccdes (YU et
al., 2007). O timo, no neonato, exerce um papel essencial no desenvolvimento de tecidos
linfoides e no estabelecimento das fungdes imune (MILLER, 1962a; MILLER et al., 1962), e
a timectomia de animais neonatos levam a sua diminuicdo (MILLER, 1962b; MILLER,
1964). Em animais adultos, o timo esta envolvido no estabelecimento e restauracdo das
fungdes imunes, em particular a producdo e desenvolvimento de linfécitos (YOKOZI, 1973).
Assim, o timo fornece resisténcia contra o desenvolvimento de tumores em animais (OGISO
et al.,, 1976). Diversos agentes antitumorais causam significante involucdo do baco e timo
(BEZERRA et al., 2008). Os tratamentos ndo provocaram alteracfes nesses indices, sugerindo
que estes ndo possuem atividade imunodepressora.

Vercosa-Junior et al. (2006) observaram metéastases de carcinoma de Ehrlich no
figado, com grande quantidade de células neoplasicas depositadas acima da capsula desse
orgdo. Corroborando com essa informacdo, observou-se um aumento no indice de figado dos
animais transplantados com células do carcinoma de Ehrlich e em ambos os grupos tratados
com fenchona, quando comparado aos animais do grupo controle sadio. Por outro lado, 0s
tratamentos, seja com O.E.H. ou com o 5-FU, alteraram este parametro quando comparado ao
grupo controle transplantado, ndo havendo diferenca quando comparado ao grupo controle
sadio. Suspeita-se que a ascite, evidenciada no grupo controle transplantado, a qual ndo estava
presente nos grupos expostos aos tratamentos com O.E.H., seja a responsavel pela presenca da
infiltracdo hepética pelas células do carcinoma de Ehrlich.

A analise histopatoldgica ndo evidenciou alteragdes significativas nos rins dos animais
tratados com O.E.H. demonstrando baixa toxicidade do composto sobre esse 6rgao.

O figado € o maior e mais complexo dos 6rgdos internos, envolvido com a sintese de
proteinas plasmaticas, lipidios e lipoproteinas, mas também tem funcdo na reserva de energia
e sintese de varios hormonios (HENRY, 2008). Dessa forma, assim como os rins, o figado é

um 6rgdo susceptivel aos efeitos dos antineoplasicos.
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A célula hepética predominante é o hepatdcito, responsével, dentre outras funcoes,
pela detoxificagdo de xenobioticos (SIRICA et al., 2008). Esta célula encontra-se rodeada de
capilares sinusoides e de vasos linfaticos. As células de Kupffer sdo macrofagos fixos nas
membranas dos sinusoides e podem ser encontradas em todo o figado (MATOS; DANTAS-
CORREA, 2010).

A forma atual de considerar a organizacdo funcional do figado, aceita uma unidade
microcirculatéria denominada de acino hepatico. E uma porcdo do parénquima irrigado por
um espaco porta e com uma Vvénula hepatica terminal na periferia (CORMACK, 1996;
YOUNG; HEATH, 2000).

A andlise histopatologica dos figados dos animais do grupo controle
transplantado mostrou a presenca de figado reacional que pode ser consequéncia local de um
efeito sistémico (tumor) justificando assim o aumento no indice do figado nesse grupo. Os
animais tratados com o 5-FU sofreram um dano hepéatico maior que os tratados com as
maiores doses do 6leo em estudo (50, 100 ou 150 mg/kg), o que é corroborado pela anélise do
indice do figado, onde os grupos tratados com o O.E.H ndo sofreram alteracdo no figado
guando comparados ao grupo controle sadio. Em relacdo ao tratamento com O.E.H. foi
observada uma portite linfoistiocitaria discreta, reacional, com rara e focal atividade
hepatocitolitica. Entretanto, alguns estudos demonstram que essas altera¢cGes ocorridas em
ambos os grupos tratados estdo relacionadas a fraca hepatotoxicidade e, ainda, a retirada da
droga ou ajuste de dose, geralmente conduz a uma rapida melhora e reversdo dos danos
(TORTI, et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2007). Foi ainda observada a presenca de
portite neutrocitaria e capsulite. Tais aspectos devem estar relacionados com a doenca
neoplésica sistémica com repercussdao no figado. Como relatado na literatura, as células
tumorais podem escapar como mecanismo de defesa contra o tratamento. Como o implante
tumoral foi realizado no mesmo local de administracdo da droga (intraperitoneal), as células
podem ter escapado para o figado (REBUCCI; MICHIELS, 2013).

O tratamento do cancer tem como principal objetivo a erradicacdo da doenca.
Entretanto, nas situacGes onde a cura € impossivel, o foco passa a ser a melhoria dos sintomas
e a preservacdo da qualidade de vida associada a um aumento de sobrevida dos pacientes
(INCA, 2011). Novos agentes quimioterapicos estdo associados ao aumento de sobrevida em
pacientes com alguns tipos de cancer (OLIVEIRA; MELO, 2011).

Nesse contexto, O.E.H. induziu um importante aumento na sobrevida dos animais

expostos a todas as doses, quando comparado ao grupo controle.
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A maior parte dos quimioterdpicos sdo genotdxicos, produzindo dano ao DNA e
mutacdes, que podem induzir a formagdo de outras células neoplasicas (SUBHASHINI,
2005). O teste de micronucleo esta relacionado a investigacdo de toxicidade genética in vivo
(MATEUCA et al., 2006). Este teste detecta alteracdes genémicas e/ou dano ao aparato
mitético, sendo os microndcleos indicativos de perdas irreversiveis de DNA. Embora a
toxicidade genética ndo seja medida de carcinogenicidade, esta frequentemente associada ao
aparecimento do cancer, visto que existe uma correlacdo positiva entre o aumento da
frequéncia de micronicleos e o aparecimento de tumores em roedores e no homem
(AZEVEDO et al., 2003; REZENDE; PALHAES; CUNHA, 2006).

A ciclofosfamida é um agente alquilante, utilizado no tratamento de neoplasias em
geral. Este agente inibe a replicacdo do DNA e a transcricdo do RNA pelo cruzamento inter e
intra - cadeias (ROESER et al., 1978; PEREIRA et al., 2004). Como sua mutagenicidade é
amplamente conhecida utiliza-se essa substancia para realizar ensaios de microntcleo como
droga padrdo (JUNIOR, 2012). Os resultados obtidos mostram que a ciclofosfamida, como ja
era esperado, induziu o aparecimento de eritrocitos micronucleados no sangue periférico,
caracterizando-o como um agente antioneoplasico genotdxico. O tratamento com O.E.H
produziu genotixicidade apenas na maior dose (300 mg/kg) que é o dobro da dose testada para
atividade antitumoral do referido dleo. Esses resultados mostram que O.E.H. apresenta baixo
efeito genotdxico in vivo, nas condi¢des avaliadas.

Considerando os dados apresentados, podemos inferir que o 6leo essencial das partes
aéreas de Hyptis umbrosa apresenta baixa toxicidade e potente atividade antitumoral in vivo,
apesar de ndo apresentar efeitos in vitro.

Esse trabalho apresenta dados importantes, tanto do ponto de vista farmacolégico
como toxicoldgico, que subsidiam a realizacdo de testes pré-clinicos adicionais,
especialmente de mecanismo de acdo, e posteriormente testes clinicos com o referido 6leo
essencial. Portanto, os dados mostram que o reino vegetal continua sendo uma importante

fonte de produtos farmacologicamente ativos, especialmente contra o cancer.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados com o 6leo essencial das partes aéreas de Hyptis

umbrosa e seu componente majoritério, a fenchona, conclui-se que:

O.E.H. e fenchona apresentaram moderado e baixo efeito citotoxico em eritrocitos de

camundongos, respectivamente;

O.E.H. e fenchona ndo apresentaram efeito antitumoral in vitro em linhagens de

células tumorais;

O.E.H. apresentou baixa toxicidade aguda em camundongos;

O.E.H. e fenchona apresentaram potente atividade antitumoral in vivo no modelo de
carcinoma ascitico de Ehrlich;

O mecanismo de agdo antitumoral do O.E.H. envolve provavelmente a interferéncia na

progresséao do ciclo celular e inducdo de morte celular por apoptose;

O.E.H. e fenchona apresentaram baixa toxicidade in vivo, em animais transplantados

submetidos a doses repetidas (nove dias);

O.E.H. aumentou a sobrevida dos animais inoculados com tumor de Ehrlich;

O.E.H. induziu moderada genotoxicidade nas condic¢des avaliadas.
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