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RESUMO

O cancer caracteriza-se pela proliferacdo descontrolada de células. A elevada taxa de
mortalidade associada a doenca, aliada aos graves efeitos indesejaveis causados
pelos tratamentos convencionais e ao crescente desenvolvimento de resisténcia, tem
impulsionado a procura por terapias mais eficazes com menor toxicidade. Nesse
contexto, € de grande relevancia a sintese de produtos sintéticos com estruturas
baseadas em produtos naturais, que continuam a ser a principal fonte de novos
medicamentos. Com o intuito de potencializar o efeito e minimizar a toxicidade da
piperina, um alcaloide amida com atividade antitumoral, foram obtidos analogos
sintéticos inéditos, dentre estes 0 2-oxo-2-(4-etilamina)-piperinoato de etila (HE-03).
Esse trabalho objetivou investigar a atividade antitumoral, bem como a toxicidade do
HE-03. Os dados demonstram que HE-03 induziu pequeno percentual de hemdlise
até a maior concentracdo testada (1250 ug/mL), o que sugere baixa toxicidade nos
eritrocitos. No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda, o tratamento com as doses de
300 mg/kg e 2000 mg/kg do HE-03 n&o provocou mortes nos camundongos, e as
alteracdes observadas em nivel de SNC e SNA foram e de curta duracéo (30 min.) e
sem significancia no tempo observado. O valor da DLso foi estimado em torno de 5000
mg/kg. HE-03 (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) mostrou significante atividade antitumoral in vivo
em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, considerando especialmente os
parametros viabilidade e total celular. Seu efeito nas doses de 12,5 e 25 mg/kg foi
semelhante ao observado para o antineoplasico 5-fluorouracil (25 mg/kg). Na analise
do perfil do ciclo celular, foi observado que o tratamento com HE-03 (12,5 mg/kg)
induziu o aparecimento do pico sub-G1, que foi acompanhado por uma reducéo na
guantidade de células nas fases GO/G1 e S, o que sugere inducdo de morte celular
por apoptose. O tratamento com HE-03 (12,5 mg/kg) reduziu significativamente a
microdensidade vascular peritumoral, 0 que sugere atividade antiangiogénica. As
andlises toxicologicas indicam que o tratamento de nove dias com HE-03, em todas
as doses, induziu aumento significativo de aspartato aminotransferase (AST) e de
ureia. Todavia, a histopatologia do figado e dos rins mostrou que HE-03 nédo induz
alteracdes de importancia clinica. A leucopenia, acompanhada de neutropenia,
observadas nos animais tratados com 25 mg/kg de HE-03 é um dos principais efeitos
indesejaveis associados a terapia do cancer. Ainda, HE-03 n&o induziu aumento no
namero de eritrocitos micronucleados, no ensaio do micronucleo em sangue
periférico, o que indica auséncia de genotoxicidade, nas condi¢cdes avaliadas.
Portanto, € possivel inferir que o analogo sintético da piperina estudado apresenta
potente atividade antitumoral in vivo, com mecanismo que envolve possivelmente a
inducéo de apoptose e efeitos antiangiogénicos, bem como, baixa toxicidade.

Palavras-chave: Piperina, Tumor de Ehrlich, Atividade antiangiogénica, Toxicidade.



SOUSA, T. K. G. ESTUDO DA TOXICIDADE E POTENCIAL ANTITUMORAL DO
ANALOGO DA PIPERINA 2-OXO-2-(4-ETILFENILAMINA)-PIPERINOATO DE
ETILA. 2015. 129f. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — CCS/UFPB, Jo&o Pessoa.

ABSTRACT

Cancer is characterized by uncontrolled proliferation of abnormal cells. The high
mortality rate associated with the disease, coupled to severe side effects caused by
conventional treatments and the increasing development of resistance, has conducted
to the demand for effective therapies with less toxicity. In this context, it is of great
relevance the synthesis of synthetic products with structures based on natural
products, which continue to be the main source of new medicines. In order to increase
the effect and minimize the toxicity of piperine, an amide alkaloid with antitumor activity,
it was obtained novel synthetic analogues, among them the 2-oxo-2-(4-ethylamine)-
piperinoato acetate (HE-03). This study aimed to investigate the antitumor activity and
toxicity of HE-03. The data demonstrate that HE-03 induced a small percentage of
hemolysis to the highest concentration tested (1250 mg/mL), which suggests low
toxicity to erythrocytes. In the preclinical acute toxicity study, the treatment with doses
of 300 mg/kg and 2000 mg/kg of HE-03 in mice caused no deaths, and the changes
observed in the CNS and ASN level were transient (30 min.). The LD50 value was
estimated to be about 5000 mg/kg. HE-03 (6.25, 12.5 and 25 mg/kg) showed significant
antitumor activity in vivo in ascites Ehrlich carcinoma model, especially considering the
viability parameters and total cell. Its effect in doses of 12.5 and 25 mg/kg was similar
to the one observed for the anticancer drug 5-fluorouracil (25 mg/kg). Cell cycle profile
analysis showed that treatment with HE-03 (12.5 mg/kg) induced the appearance of
sub-G1 peak, which was accompanied by a reduction in the number of cells in GO/G1
and S phases, suggesting induction of cell death by apoptosis. The treatment with HE-
03 (12.5 mg/kg) significantly reduced peritumoral microvessels, which suggests anti-
angiogenic activity. The toxicological analyzes indicate that the nine days of treatment
with  HE-03 at all doses, induced a significant increase in serum aspartate
aminotransferase (AST) and urea. However, histopathology of the liver and kidneys
showed that HE-03 does not induce changes of clinical importance. Leukopenia,
accompanied by neutropenia, observed in animals treated with 25 mg/kg of HE-03 is
one of the major side effects associated with cancer therapy. Futhermore, HE-03 did
not induce an increase in the number of micronucleated erythrocytes in the
micronucleus assay in peripheral blood, which indicates lack of genotoxicity in the
evaluated conditions. Therefore, it is possible to infer that the synthetic analogue of
studied piperine has potent antitumor activity in vivo, with mechanism that possibly
involves the induction of apoptosis and antiangiogenic effects, as well as low toxicity.

Keywords: Piperine, Ehrlich tumor, anti-angiogenic activity, toxicity.
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1 INTRODUCAO

Cancer é um termo genérico utilizado para definir um grande grupo de doencas
que podem afetar qualquer parte do organismo. E caracterizado especialmente pela
producdo rapida de células transformadas que crescem para além dos seus limites
usuais, e que podem entdo invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para
outros 6rgaos, causando as chamadas metastases, 0 que representa a principal causa
de morte por cancer (WHO, 2010).

Dados epidemiolégicos apontam que uma em cada trés pessoas irdo
desenvolver a doenga em algum momento de sua vida (THORLEY; TETLEY, 2013).
Em 2030, a incidéncia estimada € de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2
milhdes de mortes por cancer no mundo (BRASIL, 2014; TAVAKOLI et al., 2012). Isso
reflete a eficacia limitada que acontece, muitas vezes, na terapia antineoplasica
convencional, o que produz os altos indices de mortalidade (GAO et al., 2014).

Muitos agentes quimioterdpicos sao usados para tratar diferentes tipos de
cancer, porém, um obstaculo comum das terapias atuais € a incapacidade de atingir
elevadas concentracdes do agente antineoplasico no tumor, sem causar efeitos
secundarios graves nas células normais do organismo (SAFARZADEH;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014; THORLEY; TETLEY, 2013). Nesse contexto,
estratégias para garantir a citotoxicidade diferencial, reduzir o desenvolvimento de
resisténcia aos antineoplasicos e a frequéncia de administracdo séo essenciais (WU,
ZHOU, 2015).

Historicamente, compostos derivados de plantas tém desempenhado um
importante papel no desenvolvimento de varios agentes antineoplasicos. No século
XX observou-se 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 antineoplasica. 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 os analogos vindesina e vinorelbina; o
paclitaxel e o analogo docetaxel; a podofilotoxina e os analogos, etoposideo e
teniposideo; e a camptotecina e o0s analogos, topotecano e irinotecano. Estes

farmacos movimentam anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes de ddblares
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(COSTA-LOTUFO et al., 2010; CRAGG; NEWMAN, 2013). Ainda, novos agentes
promissores, naturais ou sintéticos com estruturas baseadas em produtos naturais,
estdo nos ensaios de fase clinica, como exemplo pode ser citada a combretastina A4
fosfato (KAPOOR, 2013).

Estudos relatados na literatura mostram que o alcaloide amida piperina (amida
piperidinil do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadienoico) isolado
originalmente de frutos da pimenta preta (Piper nigrum Linn) e pimenta longa (Piper
longum Linn) (MADHAVI et al., 2009; MEGHWAL; GOSWAMI, 2013) apresenta
potente atividade antitumoral in vitro (FOFARIA et al., 2014; YAFFE et al., 2014) e in
vivo (BEZERRA et al., 2006; LAI et al., 2012). No entanto, apesar da significante
atividade in vivo, a piperina apresenta grande toxicidade, visto que a dose que produz
morte de 50% dos animais experimentais (DLso) foi calculada em torno de 43 mg/kg
(i.p.) para camundongos machos e 60 mg/kg (i.p.) para fémeas (PIYACHATURAWAT
et al., 1983).

No final do século XIX, a busca por medicamentos menos toxicos resultou na
introducdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi amplamente
disseminado no século XX (OLIVEIRA et al., 2010). Nesta conjuntura, varias
substancias sintéticas podem ser obtidas por meio da sintese de novos compostos ou
por modificacdes na estrutura de moléculas ja conhecidas, direcionada pela relagéo
estrutura quimica e acao biolégica (ATHAYDE-FILHO, 2007).

Assim, com o objetivo de maximizar os efeitos farmacoldgicos e minimizar a
toxicidade da piperina, foi sintetizado o analogo 2-oxo-2-(4-etilfenilamina)-piperinoato
de etila (HE-03), para o qual ndo existem relatos na literatura de descricao quimica ou
de atividade biologica.

Diante desse contexto, o presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa
cientifica no que se refere a investigacéo da toxicologia e atividade farmacoldgica de
produtos sintéticos, como o HE-03, um anéalogo sintético inédito da piperina, por meio
da avaliacéo de sua toxicidade e atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

2.1.1 Etiologia, epidemiologia e tratamento

Neoplasia € uma proliferacdo anormal do tecido, que foge parcial ou totalmente
ao controle do organismo e tende a autonomia e a perpetuacdo, com efeitos
agressivos sobre o hospedeiro. As neoplasias correspondem as formas de
crescimento ndo controladas e sdo denominadas de tumores (JUNIOR et al., 2014).
De acordo com o comportamento biolégico os tumores podem ser agrupados em
benignos ou malignos.

Os tumores benignos tendem a apresentar crescimento lento e expansivo
determinando a compresséo dos tecidos vizinhos, o0 que leva a formacdo de uma
capsula fibrosa, sdo nédo invasivos e reproduzem o aspecto das células do tecido que
Ihes deu origem. J& nos tumores malignos, o crescimento é rapido, desordenado,
infiltrativo e destrutivo, o que ndo permite a formacédo da capsula fibrosa, tém graus
variados de diferenciacado e, portanto, guardam pouca semelhanca com as células que
os originaram (TALMADGE; FIDLER, 2010). O termo cancer, que corresponde ao
tumor maligno, é utilizado para caracterizar centenas de doencas heterogéneas de
origem multifatorial (OUYANG et al., 2013). Estas doencas ocorrem como
consequéncia de danos ao DNA e, por isso, séo consideradas doengas genéticas.

O DNA, material genético de todas as células, age como modelador na
producdo de formas especificas de RNA transportador, RNA ribossdémico e RNA
mensageiro e, deste modo, determina qual proteina/enzima sera sintetizada pela
célula. As proteinas/enzimas sao responsaveis pela maioria das funcdes celulares, e
a interferéncia nesses processos ira afetar a funcéo e a proliferagdo celular (BOGO,
2009).

Nesse contexto, diferentes agentes fisicos (ultravioleta e radiagédo ionizante),
guimicos (constituintes da fumaca do cigarro, por exemplo) e biolégicos (infecgcdes por
determinados virus, bactérias e parasitas), além dos produtos toxicos da propria célula
(radicais livres, por exemplo) podem causar mutagcdes no DNA que culminam com

alteracbes nos processos de proliferacao, diferenciacdo e/ou morte. Por sua vez,
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estas alteragfes podem desencadear a carcinogénese, o processo de formagao de
um cancer, que pode durar de 1 a 30 anos (VIJAY AVIN et al., 2014).

A carcinogénese € um processo de multiplos estagios ou mecanismos. A fase
inicial do cancer inclui alteracdes celulares irreversiveis. A fase de promocéao € quando
ocorre a proliferacdo clonal das células, e a fase de progressao inclui a fase agressiva
e metastética da doenca. Nesse caso, a massa celular mutada pode permanecer no
interior do tecido a partir do qual se originou ou pode ser distribuida para os outros
tecidos, causando metastase (SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

Mais de 100 tipos de céancer tém sido reconhecidos (SAFARZADEH;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Os diferentes tipos de cancer correspondem
aos varios tipos de células do corpo e as alteracdes nelas apresentadas. De acordo
com o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA, 2011), os
diferentes tipos de cancer sao classificados da seguinte forma: carcinoma, sarcoma,
linfoma, leucemia, e cancer do sistema nervoso central (JENA, 2012; SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais
como pele ou mucosas ele é denominado carcinoma. Ja se a doenca inicia em tecidos
conjuntivos como 0sso, musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma. Linfoma € o
nome genérico usado para designar todo tipo de cancer do sistema linfatico, e
leucemia refere-se ao cancer nas células jovens sanguineas que se acumulam na
medula 6ssea (BRANDAO et al., 2010).

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC - International Agency for Research on
Cancer), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), houve 14,1 milh6es de novos
casos de cancer e um total de 8,2 milh6es de mortes por cancer, em todo o mundo,
em 2012. A incidéncia do cancer continuard aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescera ainda mais em paises desenvolvidos se medidas
preventivas ndo forem amplamente aplicadas. Nestes, os tipos de céancer mais
frequentes na populagdo masculina foram préstata, pulméo e célon e reto; e entre as
mulheres foram mama, colon e reto e pulmao. Nos paises em desenvolvimento, 0s
trés canceres mais frequentes em homens foram pulméo, estbmago e figado;
enquanto que mama, colo do utero e pulméo foram mais prevalentes nas mulheres

(BRASIL, 2014). Em 2030, as estimativas apontam para a incidéncia de 21,4 milhdes
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de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer (BRASIL, 2014,
TAVAKOLI et al., 2012).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2015 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele néao
melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O cancer de pele
do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera o mais incidente na populagédo
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), colon
e reto (33 mil), pulméao (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do utero (15 mil) (BRASIL,
2014). Por todos os dados apresentados, o cancer € considerado atualmente uma
tragédia humana e uma das doencgas mais prevalentes na populacdo (TAVAKOLI et
al., 2012).

No cancer, as células tumorais compartilham varias caracteristicas em comum,
incluindo um potencial ilimitado de proliferacdo, acompanhado de transformacgéao
metabdlica, uma vez que o metabolismo dessas células é reprogramado a fim de
apoiar a rapida proliferacdo; autossuficiéncia em sinais de crescimento e resisténcia
aos mecanismos antiproliferativos e apoptoticos; aquisicao de imortalidade replicativa,
instabilidade do genoma e inflamagéo promotora de tumor. Além disso, 0os tumores
evoluem para angariar apoio a partir de células do estroma ao redor e atrair novos
vasos sanguineos (angiogénese) para levar nutrientes e oxigénio, bem como
escapam da deteccdo imunoldgica, e, finalmente, produzem metastase em érgaos
distantes (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A promocgado da angiogénese e a resisténcia a apoptose estdo entre as
caracteristicas mais importantes do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). O
crescimento e expansdo tumoral requerem ndo apenas habilidade proliferativa, mas
também modulacdo negativa da morte celular e ativacdo angiogénica para produzir a
neovasculatura tumoral, que ira suprir o tumor de oxigénio e nutrientes. Assim, a
inducao de apoptose e estratégias antiangiogénicas séo importantes focos na terapia
do cancer (BERGERS; HANAHAN; COUSSENS, 1998 apud VIJAY AVIN et al., 2014).

Os tratamentos utilizados no cancer tém como objetivos a cura, evitar a
recidiva, e aumentar a sobrevida com qualidade para o paciente. Cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, terapia alvo, hormonioterapia, criocirurgia e
vacinas sdo alguns dos métodos utilizados no tratamento do cancer (YANG et al.,

2012). Dependendo do tipo de cancer e do estagio da doenca, pode ser feito a
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combinacgao de dois ou mais tipos de tratamento (DA SILVA et al., 2012). Apesar da
diversidade em relagcdo aos métodos de tratamento, os resultados clinicos nem
sempre sao Uteis e aceitaveis. Cirurgia, quimioterapia e radioterapia sao considerados
0s métodos mais comuns de tratamento do cancer (YANG et al., 2012).

A cirurgia é a primeira linha de acdo para eliminar o tumor, embora a
guimioterapia sistémica, radioterapia, ou uma combinacdo dos dois seja essencial, no
caso da disseminacado de metastases em todo o corpo (PRADOS et al., 2012).

A radioterapia é o procedimento mais utilizado para tumores localizados, que
nao podem ser retirados por cirurgia, ou para tumores que costumam retornar ao
mesmo local apos a cirurgia (LAWRENCE; TEM; GIACCIA, 2008).

J& a hormonioterapia é um tratamento que tem como objetivo impedir a acao
dos hormonios que fazem as células cancerigenas crescerem. A hormonioterapia age
blogueando ou suprimindo os efeitos do hormdnio sobre o 6rgdo alvo (LOPEZ et al.,
2012; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

Outro tipo de terapia usada € a imunoterapia, que consiste em estimular as
células de defesa do organismo para atacarem as células cancerigenas. Tal reacao
pode ser provocada de varias maneiras, sendo uma delas a vacina (KANTOFF et al.,
2010).

A quimioterapia € utilizada na terapia do céncer por ser um tratamento
destinado a eliminar células de réapido crescimento, com o objetivo de destruir,
controlar ou inibir o crescimento das células doentes. No entanto, ela também acaba
afetando células saudaveis, dentre estas, as células capilares, as responsaveis por
acdes no trato gastrintestinal, no sangue e no sistema imunoldgico, o que culmina com
0 aparecimento de algumas reacdes tais como queda de cabelo, nduseas, vomitos e
mielossupressdo (BRANDAO et al., 2010).

Embora muitas vezes a quimioterapia e a radioterapia sejam métodos eficazes
para o tratamento do cancer, estes exercem efeitos secundarios graves, que
comprometem a saude e a qualidade de vida dos pacientes (WANG et al., 2012). No
entanto, além da toxicidade, consequéncia da baixa especificidade do tratamento, um
problema crescente em relacdo a terapia antineoplasica € o desenvolvimento de
resisténcia gradual das células cancerigenas, o que leva ao insucesso do tratamento
(PAVELIC, 2014).
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O desenvolvimento de novos compostos efetivos e menos toxicos com acao
para terapia alvo contra o cancer tem sido uma busca constante, e muitas pesquisas
tem sido direcionadas para descoberta de agentes anticancerigenos com acéao
citotoxica seletiva para células tumorais (VIJAY AVIN et al., 2014). Baseadas em
avancos 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 microttbulos celulares (BRANDAO et al., 2010).

Um dos pontos criticos para a avaliacdo da eficacia do tratamento € a
diversidade de respostas observadas entre diferentes doentes com 0 mesmo tipo de
tumor, devido a heterogeneidade dos tumores (DOMINIETTO; TSINOREMAS;
CAPOBIANCO, 2014). Até mesmo 0s canceres que surgem a partir do mesmo tipo de
célula podem abrigar uma gama de diferentes alteracdes genéticas que facilitam a
sua expansao desenfreada e eventual metastase. Como resultado, 0 comportamento
de tumores individuais - como se evoluem e, eventualmente, respondem a terapia -
pode ser variado e dificil de prever (EIFERT; POWERS, 2012).

Nos Uultimos anos os avangcos cientificos tem favorecido uma melhor
compreensao da biologia do cancer. Consequentemente varios alvos novos tém sido
identificados, como por exemplo o receptor do fator de crescimento tirosina cinase
(RTK) e a via de sinalizacdo da serina/treonina cinase; alvos no ciclo celular; alvos
relacionados a apoptose; a matriz extracelular; a angiogénse do tumor e metastase, e
o tempo de vida celular (ALAPATI et al., 2012).

A maioria dos farmacos utilizados na quimioterapia antineoplasica interfere de
algum modo no progresso do ciclo celular, assim, os antineoplasicos podem ser
classificados conforme a sua atuacdo sobre o ciclo celular em farmacos ciclo-
especificos, que exercem sua a¢do somente nas células que se encontram no ciclo
celular, e farmacos ciclo-inespecificos, quando atuam nas células independentemente
de estarem atravessando o ciclo ou de estarem em repouso no compartimento GO
(ALMEIDA et al., 2005).

Os farmacos ciclo-especificos incluem, por exemplo, o0s agentes
antimetabolitos que exercem seus efeitos principalmente por bloquearem
bioquimicamente a sintese do DNA e, portanto, sao restritos a fase S do ciclo celular.

Alguns exemplos sdo os analogos do acido félico: Metotrexato (MXT); analogos das
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pirimidinas: Fluorouracil (5-Fluoroouracil; 5-FU); Floxuridina (5-Fluorodesoxiuridina;
FUDR); Citarabina (citosina arabinosideo, ara-C); e analogos das purinas:
Mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP). Outros farmacos ciclo-especificos incluem
os alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) e taxanos (paclitaxel, docetaxel) que
sdo considerados agentes antimitoticos por atuarem especificamente na fase M do
ciclo celular (ALMEIDA et al., 2005).

Ja os farmacos ciclo-inespecificos podem ser subclassificados, de acordo com
0 mecanismo de acdo no DNA, ja que eles podem agir de diferentes maneiras, em:
farmacos que interagem diretamente com o DNA, como os agentes alquilantes, dentre
eles, mostardas nitrogenadas, nitrossuréias e complexos de coordenacao de platina;
farmacos que formam radicais livres e destroem o DNA através da fragmentacéo de
suas hélices, como a bleomicina; farmacos que interagem com a fenda menor do DNA,
como berenil, pentamidina e analogos; farmacos que alteram as propriedades de
pareamento das bases, como 0s agentes intercalantes proflavina, acridina, amsacrina;
e farmacos que inibem a topoisomerase, como a doxorrubicina (ALMEIDA et al.,
2005).

O tratamento para o cancer € bastante heterogéneo devido ao grande niumero
de vias de sinalizagcdo oncogénicas, que desempenham um papel importante no
crescimento e progressao tumoral, como por exemplo: receptores tirosina cinase, que
inclui os receptores de fator de crescimento (receptor do fator de crescimento
endotelial vascular — VEGFR; receptor do fator de crescimento epidermal — EGFR;
receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta - PDGFR, receptor do fator de
crescimento de insulina tipo 1, proteina cinase ativada por mitbgeno — Ras/Raf, ERK),
receptor acoplado a proteina G, proteina retinoblastoma, entre outras (WEINBERG,
2014).

O primeiro alvo molecular para a terapia do cancer foi o receptor de estrégeno
no cancer de mama. Muitas drogas tém sido aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento do céncer de mama receptor de estrégeno
positivo (ER+), incluindo tamoxifeno, fulvestrante e toremifeno (JAITAK, 2014). Estes
farmacos competem pelo sitio de ligac&o no receptor do estradiol endégeno localizado
no tumor, reprimindo desta forma os sinais de crescimento por ele promovido (LEAL;
CUBERO; DEL GIGLIO, 2010).
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A familia do receptor tirosina cinase (TK) desempenha um importante papel na
regulacéo do cancer (XIA et al., 1999 apud CEKANOVA; RATHORE, 2014). O EGFR,
o0 PDGFR, PISK/AKT/mTOR, e VEGFR sdo comumente super-expressos e sao alvos
moleculares importantes no tratamento do cancer (CEKANOVA; RATHORE, 2014).
Os medicamentos que atuam nessas vias sdo chamados de inibidores de transdugéo
de sinal e incluem mesilato de imatinibe (TK), desatinibe (TK), nilotinibe (TK),
pertuzumabe (HER-2), gefitinibe (EGFR), erlotinibe (EGFR), vandetanibe (VEGFR), e
sorafenibe (VEGFR) (LEITE et al., 2012).

Outras opc¢des terapéuticas sao as que modificam a funcédo das proteinas que
regulam a expressao génica e outras funcdes celulares, por exemplo, o vorinostate,
gue € um inibidor da histona desacetilase. Existem também os farmacos que induzem
apoptose da célula tumoral, como bortezomibe, que € um inibidor de proteassoma
(CHEN et al., 2011), este também bloqueia os efeitos das citocinas, angiogénese e
reverte a resisténcia aos medicamentos de células de mieloma mdultiplo no
microambiente celular (MEDINGERA; PASSWEG, 2014).

Outra classe de farmacos na terapéutica do cancer inclui os anticorpos
monoclonais (MAb), que entregam moléculas téxicas especificamente para células
tumorais (CEKANOVA; RATHORE, 2014). Quando os anticorpos monoclonais se
ligam aos seus alvos especificos podem estabilizar, diminuir, inibir a proliferacéo
celular ou até induzir a morte (MCCARRON et al., 2005; ANDRADY et al., 2011).
Rituximab, um mAb quimérico anti-CD20 IgG1l, especifico para o antigeno de
superficie CD20, presente em neoplasias linfoides de células B como a leucemia
linfoide crénica e linfomas ndo-Hodgkin (NHL) de células B, foi o primeiro mAb
aprovado pelo FDA para o tratamento de tumores resistentes a quimioterapia
convencional (MALONEY et al., 1997; ANDRADY et al., 2011; KAUMAYA; FOY, 2012;
CEKANOVA; RATHORE, 2014). Depois surgiu o ibritumomab, que também é
especifico para o CD20 presente em linfomas nao-Hodgkin de células B (MILENIC;
BRADY; BRECHBIEL, 2004; CEKANOVA; RATHORE, 2014), o transtuzumab, que
age contra o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) e é
utilizado para tratar pacientes com cancer de mama que expressam o antigeno HER2,
0 cetuximab e o panitumumab, que se ligam ao EGFR (STROME et al., 2007), sendo
0 panitumumab utilizado para o tratamento de canceres que superexpressam EGFR,
como o cancer de colorretal (RUTHANN et al., 2007; AURISICCHIO et al., 2012).
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Além das classes ja citadas, existem também os inibidores da angiogénese,
que € um processo essencial para o desenvolvimento e disseminacdo de tumores
sélidos e hematoldgicos. A maioria das terapias antiangiogénicas sao baseadas na
inibicdo da ligacdo do VEGF ao seu receptor usando anticorpos neutralizantes contra
o ligante ou receptor, pequenas moléculas inibidoras ou terapias diretas contra a
atividade da tirosina cinase dos receptores de VEGF (MEDINGERA; PASSWEG,
2014).

O primeiro farmaco antiangiogénico aprovado pelo FDA foi o bevacizumab, um
anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra o VEGF, utilizado atualmente
para tratamento de glioblastoma e em combinacdo com outros medicamentos, para
0s tumores metastaticos de pulmdo, mama, rins e coloretal (GIULIANO; PAGES,
2013; GOTINK; VERHEUL, 2010). Outros inibidores angiogénicos sao o sorafenib e
sunitinib, que se ligam nos receptores de superficie das células endoteliais ou em
outras proteinas da via de sinalizacdo e bloqueiam suas atividades. O sorafenib é
utilizado para o carcinoma hepatocelular e o sunitinib também é utilizado para cancer
de figado e tumores neuroendocrinos (GOTINK; VERHEUL, 2010).

Ainda em relacdo as modalidades terapéuticas usadas no tratamento do
cancer, podem ser citadas as citocinas interferons (INFs) e interleucinas (ILS)
(TRIOZZI; TUTHILL; BORDEN, 2011). O uso dessa abordagem terapéutica esta
relacionado ao fato da inflamacéo ser considerada uma das caracteristicas do cancer
e tem mostrado desempenhar um importante papel na iniciacdo e progressao da
doenca (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Citocinas sao proteinas de sinalizacdo que
sdo produzidas por células brancas do sangue. Elas ajudam a mediar e regular
respostas imunes, inflamacéo e hematopoiese (TRIOZZI; TUTHILL; BORDEN, 2011).

Pesquisas tém mostrado que INF-alfa pode melhorar a resposta imune de
pacientes com cancer por meio da ativacéo de glébulos brancos, como células natural
killer e células dendriticas (SUTLU; ALICI, 2009; KANTOFF, 2010), além de inibir o
crescimento de células cancerigenas ou promover a sua morte (JOSHI et al., 2009;
TRIOZZI; TUTHILL; BORDEN, 2011). Atualmente, o IFN-alfa est4 aprovado para o
tratamento de melanoma, sarcoma de Kaposi e diversos canceres hematologicos
(KANTOFF, 2010).

Como INFs, ILs desempenham importante papel na resposta imune do corpo e

na capacidade do sistema imunolégico para responder ao cancer. IL-2 € produzida
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pelas células T ativadas e aumenta a proliferacdo de glébulos brancos, incluindo os
linfécitos T citotdxicos e células natural killer, levando a um aumento da resposta
imune contra o cancer (LI et al., 2009). IL-2 também facilita a producéo de anticorpos
pelas células B, que é mais um alvo para as células cancerigenas. Aldesleucin, uma
IL-2 feita em laboratorio, foi aprovada para o tratamento de cancer renal metastatico
(McDERMOTT et al., 2010) e melanoma metastatico (WEISS; SHANNON, 20003).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, as
vacinas sao consideradas terapias alvo especificas, uma vez que interferem com o
crescimento de células cancerosas especificas (CEKANOVA; RATHORE, 2014) e tém
sido utilizadas principalmente na quimioprevencdo, como por exemplo, as vacinas
contra os tipos 16 e 18 do HPV (Papiloma Virus Humano), que causam
aproximadamente 70% de todos os casos de cancer cervical no mundo (SCHLOM,
2012); mas também podem ser utilizadas como adjuvante no tratamento de
neoplasias, por fortalecer as defesas naturais do organismo contra o cancer (GULLEY
et al., 2010). Em 2010 o FDA aprovou a primeira vacina para o tratamento do cancer,
sipuleucel-T, indicada para cancer de préstata metastatico. Essa vacina estimula uma
resposta imune contra a fosfatase acida prostatica (PAP), um antigeno que se
encontra na maioria das células de cancer da préstata (KANTOFF et al., 2010).

Diante de todos os aspectos abordados de epidemiologia e tratamento do
cancer, € possivel observar que, apesar do grande progresso ha quimioterapia do
cancer, muitos tumores ainda sdo de dificil remissdo, tornando-se necessaria a
procura de novos agentes antitumorais (RIVA, 2012). Assim, € crescente o interesse
na pesquisa e a busca para o desenvolvimento de produtos com atividade antitumoral,
de facil administracdo, alta eficacia e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.1.2 O controle do ciclo celular e apoptose

Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolugédo de uma célula
normal para uma célula potencialmente maligna, mas a maior parte deles interfere na
diviséo celular e, assim, o conhecimento do ciclo celular ou dos seus mecanismos é
importante para que haja a compreenséao da etiologia do cancer, bem como dos seus
possiveis tratamentos (ALMEIDA et al., 2005).
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O ciclo celular é um processo coordenado pelo qual uma série de eventos
conduz a célula a divisdo celular e replicacido por mitose. E constituido por quatro
fases: G1, S, G2 e M, e a ativacao de cada fase depende da boa execuc¢éo da anterior
(HARTWELL; WEINERT, 1989 apud KIM et al., 2011).

Esse processo de diviséo celular inicia na fase G1, considerada uma fase pré-
sintética, pois antecede a duplicagdo do DNA. Nessa fase, ocorre aumento do
tamanho da célula, ativacdo de proto-oncogenes e sintese de RNA e proteinas
diversas, necessarias para a fase seguinte. Durante a fase S ocorre a duplicacéo do
DNA. A fase G2 antecede a mitose e por isso € chamada de fase pré-mitética, nela
ocorre a sintese de proteinas necessarias para a divisao celular. Finalmente, durante
a fase M, ocorre a divisdo do nucleo e citocinese, que € a divisdo celular propriamente
dita (a célula méae se divide formando as duas células filhas, com todos os constituintes
celulares). As células que temporariamente pararam de se dividir entram numa fase
de repouso denominada GO, onde o DNA encontra-se superenovelado e a atividade
nuclear € baixa (SCHWEITZER et al., 2005; KIM et al., 2011; FERRAZ; SANTOS;
DISCACCIATI, 2012).

A origem e o desenvolvimento de neoplasias estéo associados a problemas na
regulacao do ciclo celular e a perda de controle da mitose. Em uma célula normal, se
em alguma das fases for detectada alguma anomalia, por exemplo, um dano no DNA,
o ciclo é interrompido até que o defeito seja reparado e o ciclo celular possa continuar.
Caso contrério, a célula é conduzida a apoptose (YE et al., 2003; ALEXANDRE et al.,
2014).

Assim, existem pontos de verificacdo nas fases G1 e G2 do ciclo que sdo
responsaveis pelo prosseguimento ou parada do mesmo. Ao fim dessas fases, ap6s
um momento definido como ponto de checagem, o sistema que regula a progressao
do ciclo torna-se independente da sinalizagc&o extracelular, passando a ser controlado
por mecanismos intracelulares que envolvem a sequencial ativacdo de uma familia de
proteinas chamadas de cinases dependentes de ciclina (CDKs), as quais tornam-se
ativas mediante a formacdo do complexo ciclina-CDK ativo (PARDEE, 1974 apud
HIRSCHI et al., 2010). No entanto, a ligacao de proteinas inibidoras de CDKs limitam
a sua atividade. A expresséao elevada de inibidores CDKs resulta na parada do ciclo
celular (MALUMBRES; BARBACID, 2009; GOPINATHAN; RATNACARAM; KALDIS,
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2011; ORTEGA; MALUMBRES; BARBACID, 2002; ALBRECHT et al., 1998; PUJOL
et al., 2000; ILYIN et al., 2003; BISTEAU; CALDEZ; KALDIS, 2014).

Dentre as proteinas que rigorosamente controlam o ciclo celular, a proteina p53
exerce importante funcdo na atividade supressora de tumor por dois mecanismos:
interrupcdo da proliferacdo e inducdo da morte celular programada (ROOS et al.,
2007; ROOS; KAINA, 2013). Assim, a p53 atua na proliferacao celular, permitindo que
sejam reparados danos espontaneos ou induzidos durante as fases G1/S do ciclo
celular (PENG et al., 1998; BISTEAU; CALDEZ; KALDIS, 2014). Se houver falha dos
mecanismos de reparo, 0s niveis de p53 aumentam e as ceélulas sdo direcionadas
para a apoptose. Nos tumores, mutagcdes no gene p53 resultam na traducdo de
proteinas mutantes incapazes de corrigir danos genémicos e/ou direcionar a célula a
apoptose (VAGUNDA et al., 2003; FURGASON; BAHASSI, 2013).

Outra proteina importante nesse processo € a proteina retinoblastoma (Rb),
gue controla negativamente o ciclo celular. No estado normal, ela ocorre em uma
forma hipofosforilada. No inicio do ciclo, a proteina Rb esta ligada a um fator, o E2F,
0 que evita a continuacdo do ciclo. Conforme o ciclo avanca e a célula progride rumo
a transicdo G1/S, a proteina Rb é fosforilada por complexos ciclina/CDK, liberando o
fator E2F. O E2F atua como fator de transcrigéo, estimulando a transcricao de genes
que controlam a entrada na fase S. Assim, a proteina Rb esta diretamente envolvida
com a regulacdo da proliferacdo celular (EZHEVSKY et al., 1997; HENLEY; DICK,
2012; BISTEAU; CALDEZ; KALDIS, 2014).

No cancer, as células sao incapazes de pausar em um ou ambos 0s pontos de
verificacdo, resultando em desregulacdo do ciclo celular (SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Muitos farmacos eficazes no tratamento do
cancer ativam vias de sinalizacédo que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo celular, a
exemplo dos antimetabdlitos, como o 5-fluorouracil, e dos alcaloides da vinca como a
vincristina (ALMEIDA et al., 2005).

Tem sido demonstrado que compostos naturais, bem como compostos
sintéticos derivados de compostos naturais, podem ativar vias apoptéticas que sao
bloqueadas em células cancerosas e induzir alteracbes morfologicas e bioquimicas
nas ceélulas que exibem caracteristicas de morte celular por apoptose, como por
exemplo fragmentacao internucleossémica do DNA, resultando no aparecimento de

uma populacdo de células em uma fase denominada sub-G1 (HAN et al., 2014;
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PARSAEE et al., 2013). O acumulo de células nesta fase, caracterizada por células
com menor conteldo de DNA, também caracteriza a inducdo de apoptose
(WLODKOWIC et al., 2011).

O controle da sobrevivéncia e a inducdo de morte de células cancerosas sao
estratégias importantes na terapia do cancer. Agentes anticancerigenos devem matar
as células tumorais, com o minimo de efeitos secundérios sobre as células normais,
e um dos mecanismos mais utilizados para isso é a inducédo seletiva de morte por
apoptose (STRASSER; CORY; ADAMS, 2011; SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014).

Apoptose é considerada como morte celular programada, em ambos os tecidos
(normais e danificados), altamente regulada e desempenha um papel relevante na
homeostase de diferentes tecidos. E essencial para o desenvolvimento embrionario,
maturacdo do sistema imune, formacdo das vilosidades intestinais, entre outros
processos (BRAS et al., 2005; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

Esse tipo de morte celular € reconhecido por caracteristicas morfoldgicas
marcantes e coordenadas que incluem a retracdo das ceélulas, formacdo de
prolongamentos na membrana celular (“blebs” de membrana), fragmentagcéo de
membrana nuclear, condensacao cromatinica e fragmentacao internucleossémica do
DNA (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; MEGAN; RICHARD, 2011). As
alteracdes celulares incluem também a ativacdo de caspases (cystein-dependent
aspartate-especific protease), que possuem cisteina no sitio ativo e clivam substratos
com residuos de aspartato, como as pro-caspases, tornando-as ativas, e estdo
envolvidas especificamente nos mecanismos moleculares dessa forma de morte
celular. Sua ativacdo é acompanhada por subsequente protedlise de seus substratos,
externalizacdo de fosfatidilserina e varias alteracdes mitocondriais, tais como perda
da diferenca de potencial de membrana, liberacdo de fatores pro-apoptéticos e de
especies reativas de oxigénio (EROs) (ARAVINDARAM; YANG, 2010).

No final do processo, ocorre a formacdo dos corpos apoptoticos, que devido a
sinalizacdo decorrente da externalizacdo da fosfatidilserina, sdo rapidamente
reconhecidos e fagocitadas por macrofagos, antes que se desintegrem (YANG et al.,
2006; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Assim, ndo ocorre
extravasamento do conteudo celular e nem inflamacé&o, permitindo o funcionamento
normal do tecido (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).
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A apoptose pode ser ativada pela via extrinseca ou via receptores de morte,
que é promovida por receptores como CD95 (Fas ou Apo-1) ou TNF-R1 (receptor do
fator de necrose tumoral). Esses receptores possuem um dominio de morte (DD)
(PENNARUN et al., 2010), que é responsavel pelo recrutamento de outras proteinas
que contém DD, como TRADD (Dominio de morte associado ao receptor TNF), FADD
(Dominio de morte associado a Fas) e RIP (Interacdo proteina receptor), que podem
se ligar a caspases iniciadoras (como a pro-caspase -8 ou -10), promover a
trimerizacao do receptor e consequentemente a ativacdo. O complexo formado pelo
receptor, proteinas que contém DD e caspases-8 e -10 € chamado de complexo de
sinalizag&o indutor de morte (DISC) (CHOWDHURY; THARAKAN; BHAT, 2008). Apos
a ativacdo desse complexo, caspases iniciadoras clivam e ativam as caspases
efetoras, -3, -6 e -7, (GIANSANTI; TORRIGLIA; SCOVASSI, 2011) que clivam
substratos especificos, produzindo assim as alteragcbes morfolégicas e bioquimicas
caracteristicas da apoptose (LIU et al., 2006; SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014).

Outra forma de ativacdo da apoptose envolve a mitocéndria, chamada de via
intrinseca ou mitocondrial, que depende da liberacédo de citocromo ¢ da mitocéndria
para o citoplasma. Esse processo € regulado pelos membros pré-apoptéticos (Bax e
Bak) e anti-apoptéticos (Bcl-2 e Bcl-xI) da familia de proteinas Bcl-2 (B-cell ymphoma
protein-2-family). Estes sdo ativados por sinais internos (danos ao DNA, oncogenes
ativados ou privacdo de fatores de crescimento) os quais sdo detectados pela
mitocbndria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratéria e
consequentemente liberacdo do citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose para
o citosol (DUNCAN et al., 2010). Apds liberacdo do citocromo c, este forma um
complexo protéico indutor de apoptose, denominado apoptossomo, que é formado por
mondmeros de Apaf-1 (Fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1) com
moléculas de caspase 9 e citocromo ¢ que ativam as caspases efetoras (-3, -6 e -7),
responsaveis pela execucao da morte celular por apoptose (ROOS; KAINA, 2013).

Muitas substancias antineoplasicas exercem seus efeitos citotdxicos por
inducdo de apoptose (BERNARDI et al., 2003). Nesse caso, danos no DNA
produzidos pelo farmaco e reconhecidos pela célula causam parada do ciclo celular,
com posterior reparo do dano, favorecendo o aparecimento de células que

transportam mutacdes e causando resisténcia celular a terapia, ou indugédo de morte
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celular. As consequéncias dos danos do DNA dependem do tipo de célula e da
gravidade do dano (SUROVA; ZHIVOTOVSKY, 2013). Assim, a inducéo de apoptose
€ um dos marcadores mais importantes de agentes citotoxicos antitumorais (DE
ARAUJO et al., 2012).

2.1.3 Angiogénese tumoral

Para que ocorra o desenvolvimento celular, seja de células saudaveis ou
tumorais, o fornecimento de nutrientes e oxigénio é de fundamental importancia. Sem
o fornecimento adequado acorre morte celular (FOLKMAN; SHING, 1992; YANG et
al., 2014). Durante a embriogénese, o desenvolvimento da vasculatura envolve o
nascimento de novas células endoteliais e sua montagem em tubos (vasculogénese),
em adicdo ao surgimento (angiogénese) de novos vasos a partir de capilares pré-
existentes (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Nesse processo, as células endoteliais
sao as mais importantes.

Para iniciar o crescimento dos vasos sanguineos, as células endoteliais
precisam estar ativas, uma vez que o volume delas € baixo. A ativacdo endotelial
desencadeia uma cascata de sinalizacdo celular rigidamente regulada, incluindo a
degradacéo da matriz extracelular, brotamento, proliferagdo, migracéo e formacgéo do
tubo. Diante disto, novos vasos sao formados e o processo de angiogénese termina
com a deposicdo de nova matriz extracelular, atracdo de pericitos para a estabilizacédo
do vaso e retorno do fendtipo das células endoteliais ao repouso (GRIFFIOEN,
MOLEMA, 2000; POTENTE et al., 2011; GRIFFIOEN; THIJSSEN, 2014). Assim, a
angiogénese é essencial para o desenvolvimento de eventos fisioldgicos, como
crescimento, reproducéo e cicatrizacdo de feridas (GUPTA; ZHANG, 2005; VINAYAK,
et al., 2014).

O processo de angiogénese € controlado por um equilibrio de fatores
promotores e inibidores angiogénicos (MOSERLE et al., 2009; RIBATTI et al., 2007,
LIU et al., 2014). Quando o corpo é incapaz de controlar a angiogénese, devido a
fatores pro-angiogénicos tornarem-se dominantes sobre os fatores anti-angiogénicos,
doencas, tais como a degeneracdo macular relacionada com a idade, artrite
reumatoide e psoriase, podem ocorrer (GUPTA; ZHANG, 2005; VINAYAK et al.,
2014).
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A formagdo de novos vasos sanguineos é um passo essencial no
desenvolvimento de tumores considerando que, sem 0 suprimento sanguineo, 0
volume do tumor ndo excedera mais do que 1-2 mm?3 (FOLKMAN; COTRAN, 1976
apud YANG, et al., 2014).

Os novos vasos sanguineos "alimentam" o crescimento dos tumores com
oxigénio e nutrientes, permitindo as células cancerigenas se proliferarem, invadirem
tecidos proximos, se moverem por todo o corpo, e formarem novas col6nias de células
de cancer, que sdo as metastases (FOLKMAN, 2007; ELMASRI et al., 2012). Ainda,
0s tumores secretam uma variedade de fatores angiogénicos capazes de continuar
estimulando a formagé&o de novos vasos (SHCHORS; EVAN, 2007; ALAEDDINI et al.,
2013). Assim, a angiogénese tumoral desempenha um importante papel na
progressdo e patogénese de tumores soélidos e hematolégicos (MEDINGER,;
PASSWEG, 2014).

Os vasos sanguineos do tumor apresentam varias anomalias em comparacao
com o0s vasos fisiolégicas normais, incluindo muitas vezes uma proporcao
relativamente alta de proliferacdo de células endoteliais, aumento da tortuosidade,
deficiéncia em pericitos (células que ddo um suporte mecéanico e fisiolégico para as
células endoteliais), formacdo de membrana basal aberrante e alta permeabilidade
vascular (BABAN; SEYMOUR, 1998; BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2012).

A angiogénese é regulada por varias moléculas que séo liberadas pelas
células, como por exemplo, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), a bradicinina, o éxido nitrico, as
prostaglandinas, as metaloproteinases, dentre outras (MAEDA, 2001; BRIGGER,;
DUBERNET; COUVREUR, 2012).

Dentre os fatores pré-angiogénicos, o VEGF estd envolvido em muitos dos
processos necessarios para a angiogénese, incluindo a migracdo de células
endoteliais por meio de uma variedade de vias de sinalizagdo (FOLKMAN; SHING,
1992 apud VINAYAK, et al., 2014), como por exemplo se ligando a receptores VEGFR-
1/Flt-1 (c-fms-like tyrosine kinase) e VEGFR-2/KDR/Flk-1 (kinase domain receptor),
gue estao expressos na superficie de células endoteliais (MILLAUER et al., 1996; DE
VRIES; JAIME, 1992; AGRAWAL et al., 2011), além de ser um componente critico da

angiogénese tumoral, amplamente expresso na maioria dos canceres, pois estimula
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a progressao do tumor, invasao e metastase (SARASWATI; AGRAWAL; ALHAIDER,
2013).

Muitas drogas anti-VEGF ja sdo aprovadas e utilizadas em varios tipos de
cancer, entretanto, estudos mostram que o crescimento tumoral e angiogénico de
alguns modelos pré-clinicos ndo foram alterados com a interrup¢cdo dessa via,
sugerindo a ocorréncia de resisténcia (EBOS; LEE; KERBEL, 2009; BERGER,;
HANAHAN, 2008; HANAHAN; COUSSENS, 2012; LIU et al., 2014). Entretanto, é
relatado na literatura que quando a quimioterapia citotoxica é associada a
anticorpos anti-VEGF a resisténcia € diminuida. Isso pode ocorrer devido ao
extravasamento dos capilares, com permeabilidade aumentada, dentro do tumor,
causando aumento da pressao intersticial tumoral. Esse aumento da presséo inibe o
fluxo sanguineo, inibindo a oxigenacao e impedindo a liberacéo do farmaco dentro do
tumor. Os anticorpos dirigidos contra os fatores angiogénicos revertem as alteracoes
de oxigenacéo e fluxo sanguineo. Ao normalizar a pressao intersticial e ao melhorar o
fluxo sanguineo, os agentes antiangiogénicos aumentam a capacidade dos
guimioterapicos alcancarem o tumor. Ainda, o aumento dos niveis de oxigénio pode
sensibilizar as células cancerigenas a radioterapia e a varias drogas quimioterapicas,
além de aumentar a resposta imune do tumor (JAIN, 2009).

Citocinas e quimiocinas também estéo sendo relacionadas como reguladores
da angiogénese (STRIETER et al., 2005; AGRAWAL et al., 2011). Estudos mostraram
que o Fator de Necrose Tumoral a (TNF- a) tem aumentado a expressao de VEGF e
seus receptores, e ainda que a interleucina-8 (IL-8) e fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF-2) (GIRAUDO et al., 1998; AGRAWAL et al.,, 2011) atuam na
promocdo do cancer por uma variedade de mecanismos, incluindo a inducédo de
angiogénese (SIDDIQUI et al., 2006; AGRAWAL et al., 2011).

Outra via recém descrita na literatura, é a Delta-like 4-Notch (DIl4-Notch), que
desempenha um papel relevante na angiogénese e € um dos novos alvos terapéuticos
mais promissores no tratamento do cancer. DIl4-Notch foi previamente conhecida por
desempenhar importante papel na sinalizagdo da angiogénese fisiolégica, como por
exemplo, na cicatrizacdo de feridas e na gravidez. Contudo, muitos trabalhos tém
mostrado que a via Notch estd envolvida também na angiogénese patolégica, como a
angiogénese tumoral (LIU et al., 2014), estando associada com muitos canceres
humanos (REAL; FERRANDO, 2009; QIAO; WONG, 2009; SANDY; MAILLARD,
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2009). Além disso, essa via pode contribuir para a aquisi¢cao do fenétipo de transi¢éo
epitélio-mesenquimal (EMT), que estdo estritamente associados com resisténcia a
drogas (WANG et al., 2009).

Modelos experimentais revelaram o envolvimento de Notch na resisténcia as
drogas anticancer, indicando que pode ser uma nova abordagem terapéutica para o
tratamento do cancer, superando a resisténcia de células tumorais aos medicamentos
convencionais (LIU et al., 2014).

Assim, como a angiogénese € iniciada pela proliferacdo endotelial celular,
seguida de migracao, invaséo e entdo, a formagao do vaso (FAN et al., 2006; YANG
et al., 2014), a supressao em qualquer etapa do processo angiogénico ira inibir a
formacao de novos vasos sanguineos (TOURNAIRE et al., 2004; YANG et al., 2014).
Até hoje, aproximadamente 300 inibidores angiogénicos tém sido relatados e mais de
80 farmacos derivados a partir deles estdo em diferentes etapas de ensaios clinicos
(MADHUSUDAN; HARRIS, 2002; VINAYAK, et al., 2014).

Uma das principais causas de mortalidade por cancer é a propagacao
metastatica de células tumorais por meio da vasculatura sanguinea (ZHANG et al.,
2010). Dessa forma, terapias antiangiogénicas estdo sendo utilizadas como uma
forma de diminuir o suprimento nutricional e energético para as células tumorais,
levando a morte celular (3STERGAARD et al., 2013).

2.1.4 Toxicidade de antineoplasicos

A estratégia para a descoberta de farmacos contra o cancer sofreu uma notéavel
transformacao, devido, em parte, aos avanc¢os na elucidacdo da base molecular da
transformacdo maligna. Essa explosdo de conhecimentos permitiu um grande
progresso na terapia oncologica, demonstrado pela ampla diversidade farmacoldgica
surgida nos ultimos anos.

Porém, apesar do sucesso terapéutico, poucas categorias de farmacos
apresentam um indice terapéutico mais estreito e maior potencial de causar efeitos
prejudiciais do que os agentes antineoplasicos. Ou seja, em muitas situacoes, as
etapas passiveis de bloqueio da reproducéo celular s&o comuns as células malignas

e células normais do hospedeiro, resultando em baixo indice terapéutico, elevado
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dano a tecidos funcionais, 0 que resulta em expressiva toxicidade (CHABNER,;
ROBERTS, 2005; RIVA et al., 2012).

Nem todos os pacientes conseguem tolerar farmacos, e nem todos os
esquemas farmacoldgicos sdo apropriados para determinado paciente. As funcdes
renal e hepética, a reserva da medula 6ssea, 0 estado fisico geral e os problemas
clinicos concomitantes devem ser todos considerados na realizacdo do plano
terapéutico. Além disso, outras consideracdes importantes sdo a historia natural do
tumor, bem como, a tolerancia fisica e emocional do paciente quanto aos efeitos
colaterais do tratamento instituido. Sendo assim, um dos maiores desafios da terapia
antineoplasica consiste em ajustar os esquemas de farmacos para obter um resultado
terapéutico, porém com baixa toxicidade, tornando imperativo o reconhecimento
precoce dos efeitos toxicos da terapia, a alteracdo das doses ou interrupcdo do
medicamento agressor para aliviar os sintomas e reduzir os riscos (MARTINS; ROSA,
2004; SCHEIN et al., 2006).

Os antineoplasicos classicos sdo, na sua maioria, agentes antiproliferativos,
desse modo, os tumores mais sensiveis sdo aqueles que apresentam uma alta taxa
de células em fase de proliferacdo. Como consequéncia, 0s tecidos normais que
proliferam rapidamente (medula éssea, foliculos pilosos e epitélio intestinal) mostram-
se altamente suscetiveis a lesdo por agentes citotoxicos. Isso provoca os efeitos
indesejaveis classicos da quimioterapia (BRANDAO et al., 2010).

Pacientes portadores de doencas neoplasicas apresentam alta frequéncia de
anormalidades das células sanguineas. Uma diminui¢cao nos niveis de hemoglobina e
hemécias é uma complicacdo comumente observada em pacientes oncol6gicos.
Frequentemente pode nédo existir sinais de infiltracdo neoplasica da medula 6ssea,
perdas sanguineas, hemolise, distlrbios endocrinos, renais ou hepaticos, nem de
deficiéncias nutritivas que justifiqguem a anemia. Quando nenhum desses fatores
estiver presente, a anemia pode dever-se, exclusivamente, a presenga do proprio
tumor (MAGALHAES et al., 2010; Da SILVA et al., 2014).

Faz-se necessario enfatizar que a supressao da hematopoiese € uma das
consequéncias mais comuns da quimioterapia antineoplasica e um dos mais
incapacitantes efeitos colaterais no tratamento do cancer, além de limitar, com
frequéncia, o uso da quimioterapia em esquemas e nas doses prescritas
(MAGALHAES et al., 2010; Da SILVA et al., 2014). Os principais efeitos toxicos do
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bussulfano  (alquilsulfonato) estdo relacionados as suas propriedades
mielosupressoras, e a ocorréncia de trombocitopenia prolongada pode constituir um
risco (TIRGAR; SHAH; THUMBER, 2011). Ha relatos, entre populacédo pediatrica, de
surgimento de mielotoxicidade, principalmente plaguetopenia e neutropenia, durante
0 uso da hidroxiureia, porém, na sua maioria reversivel apds suspensdo da droga
(HOPPE et al., 2000).

Outros efeitos toxicos também séo reconhecidos com a utilizacdo de agentes
antineoplasicos, a exemplo da cardiotoxicidade, efeito peculiar observado com a
Doxorrubicina (PRADOS et al., 2012). Metotrexato, docetaxel e cisplatina podem
desencadear algum tipo de toxicidade renal (BEZERRA et al., 2008; KOROLKOVAS,
2010). Efeito nefrotéxico notavel também é reconhecido com o uso da ciclofosfamida,
ocasionado pela liberacdo do metabdlito nefrotoxico e urotdéxico acroleina
(GERMANAS; PANDYA, 2002). O 5-Fluoruracil (5-FU), por sua vez, apresenta como
efeitos colaterais mielosupressdo, alteragbes gastrointestinais, alteracbes
hematoldgicas e também esta associado a reacbes cardiacas (ESPIRITO SANTO,
2006; ROQUE; FORONES, 2006; STEGER; HAUTMANN; KOLBL, 2012).
Mecloretamina, carmustina, mitoxantrona, paclitaxel, estreptozocina, vimblastina sé&o
alguns exemplos de farmacos com propriedades vesicantes acentuadas, causam
lesdo das veias com uso repetido e, se houver extravasamento, provocam ulceragao
(SAUERLAND et al., 2006; MASLOVSKY, 2007).

As toxicidades que afetam o coracdo, os pulmdes ou 0s rins podem ser
irreversiveis se forem reconhecidas em uma fase tardia de sua evolucédo, produzindo
lesdo organica permanente ou morte. Felizmente, essas toxicidades podem ser
minimizadas com o reconhecimento precoce e adeséo aos protocolos padronizados e
diretrizes para uso de farmacos (GOODMAN; GILMAN, 2012).

Nauseas, vomitos, diarreia, anorexia, perda de peso, mucosite, estomatite,
desnudacédo intestinal, alopecia, fotossensibilidade, hemorragias nos pulmbes e
intestinos, bem como hepatotoxicidade séo outros exemplos de efeitos toxicos
compartilhados por muitos agentes antineoplasicos (MARTINS; ROSA, 2004; LOHR,
2008; MCGOWAN, 2008; EL-SAYYAD et al., 2009; BRANDAO et al., 2010).

Os efeitos sobre o trato gastrointestinal sao classicos e, portanto, observados
no tratamento com a maioria dos antineoplasicos. Os mesmos podem estar

relacionados ao catabolismo da doenga ou ao seu tratamento, sendo motivados seja
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por mecanismo direto sobre o0s neurotransmissores determinantes do Sistema
Nervoso Central ou mecanismo indireto influenciando os receptores do trato
gastrointestinal com a liberacdo de neuromoduladores que agiriam
complementarmente em nivel central (SCHEIN et al., 2006).

Além das lesBes supracitadas, os antineoplasicos podem apresentar outros
efeitos toxicos de destacada importancia, como: neurotoxicidade (alteracdo do estado
mental, coma, neuropatia periférica, convulsbes generalizadas, ataxia cerebelar)
observada com a ifosfamida (PRACCHIA; LINARDI; BUCCHERI, 2007), bem como,
toxicidade reprodutiva (amenorreia, azoospermia irreversivel, aborto) e
leucemogénese, observados com o uso de agentes alquilantes (GERMANAS;
PANDYA, 2002). O fato de alguns agentes citotdéxicos produzirem dano tanto em
células malignas como em células normais, pode também produzir mutacfes
genéticas em células normais que podem transformar-se em clones malignos, o que
leva a mutagénese e possivelmente, carcinogénese (BRANDAO et al., 2010;
GERMANAS; PANDYA, 2002; MONTALEMBERT; DAVIS, 2001).

Na tentativa de minimizar os efeitos colaterais classicos dos antineoplasicos,
novas modalidades terapéuticas que visam atingir especificamente o tumor e com
toxicidade reduzida estdo em constante estudo. Muitos dos farmacos recentemente
aprovados ou que se encontram em estagios finais de avaliacdo foram planejados
para bloquear as muta¢des fundamentais que causam canceres especificos:
receptores aberrantes de fatores de crescimento, desregulacéo de vias de sinalizacéo
intracelular, defeito no reparo do DNA e na apoptose e angiogénese tumoral. Esses
agentes, atuando em nivel de membrana celular ou no ambiente intracelular, induzem
morte celular maligna com pouco efeito deletério residual, beneficiando, sem duvida,
0s pacientes acometidos pelas diversas neoplasias malignas (GIULIANO; PAGES,
2013; ANDRADY; SHARMA; CHESTER, 2011).

Desse modo, novas drogas se traduzem em avancos terapéuticos que levam a
ganho em qualidade de vida e aumento dos indices de cura. Todavia, 0 conhecimento
prévio da toxicocinética e toxicodindmica, somado a realizagdo de avaliacdes
toxicoldgicas periddicas serdo sempre importantes, na tentativa de prover informacoes

sobre doses seguras a serem utilizadas em humanos.
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2.2 Estudo da farmacologia/toxicologia de farmacos com potencial anticancer

Devido a grande problematica que o cancer representa para a sociedade e o
fato de muitos tumores ainda apresentarem respostas modestas aos protocolos
clinicos, limitando a indicacdo e a eficacia do tratamento tanto para os tumores
primarios quanto para as metastases, torna-se imperativo a necessidade de encontrar,
desenvolver, e introduzir no arsenal médico, modalidades terapéuticas mais eficientes
que possam oferecer ao numero crescente de pacientes com doencas malignas
disseminadas, oportunidades reais de controle das células neoplasicas (COSTA-
LOTUFO, 2010).

O desenvolvimento de modelos experimentais tem contribuido para o estudo e
a compreensdo do mecanismo de acdo de muitos compostos antineoplasicos
(LONGATO et al., 2011). Para a descoberta de quimioterapicos, tanto os testes in vitro
quanto os in vivo sdao amplamente utilizados. Os modelos animais sdo bem
conhecidos, e sao frequentemente utilizados para a investigacdo do cancer. Modelos
em roedores tem favorecido a capacidade de estudar as funcdes dos genes e
proteinas in vivo e um melhor entendimento de suas vias e mecanismos moleculares
(CHEON; ORSULIC, 2011). Além disso, os animais tém uma incidéncia de cancer
relativamente alta, com comportamento biol6gico, resposta a terapia e resposta aos
agentes citotoxicos semelhantes aos humanos (CEKANOVA; RATHORE, 2014).

O carcinoma ascitico de Ehrlich foi descrito primeiramente por Paul Ehrlich em
1906, como um adenocarcinoma mamario de camundongo. E um tumor maligno,
transplantavel e pouco diferenciado. Até hoje é mantido por transplantes sucessivos
no tecido subcutédneo ou no peritdnio de camundongos, desenvolvendo-se na forma
sélida e ascitica, respectivamente (SIGIURA, 1965; VIEIRA et al., 2010). Quando
inoculado para crescer na forma ascitica, desenvolve uma carcinomatose peritoneal,
com grande acumulo de fluido no abdome (ascite). Quando as células tumorais
crescem na forma sdlida, apresentam-se como uma massa palpavel e de consisténcia
firme, com extensas areas de necrose e hemorragia (PORTUGAL, 2012).

Na forma ascitica, tem sido utilizado como um modelo murino para investigar a
tumorigénese e efeitos antitumorais de varias substéncias quimicas naturais e
sintéticas, mostrando resultados precisos e reprodutiveis (CHEN; WATKINS, 1970;
SEGURA et al., 2000; BHATTACHARY; HALDAR, 2011).
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Este tipo de tumor é descrito morfologicamente pela presenca de células
pleomorficas, com alto grau de atipias (anaplasia), caracterizadas por nucléolos
evidentes e numerosos, cromatina condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e
relacdo nucleo/citoplasma maior que a das células normais (NASCIMENTO et al.,
2006; SILVA; SANTOS; CASSALI, 2006). E um carcinoma de rapido crescimento, com
um comportamento muito agressivo e € capaz de crescer em quase todas as espécies
de camundongos (BHATTACHARYA; HALDAR, 2011).

A agressividade deste carcinoma nao depende do grau de hemorragia e néo é
alterada pela espécie do camundongo onde séo inoculadas as células, porém, cada
espécie reage de maneira especifica, podendo apresentar maior ou menor tempo de
sobrevida. Em camundongos Suicos, estudos demonstraram que o tumor de Ehrlich,
guando inoculado na cavidade peritoneal, desencadeia uma resposta inflamatoria
local e ascite, gerando aumento da permeabilidade vascular que resulta na formacao
de edema, migracdo celular e formacédo progressiva do liquido ascitico (KODAMA,;
SENDO; KOBAYASHI, 1974; FECCHIO et al., 1990; NASCIMENTO et al., 2006).

ApoOs a inoculacdo intraperitoneal dessas células, o volume da ascite e o
namero de células aumentam progressiva e rapidamente (VIEIRA et al., 2010). O
exame macroscopico da forma ascitica, depois de aproximadamente sete dias de
implante na cavidade peritoneal, revela a presenca de grande quantidade de fluido
discretamente viscoso e de aspecto leitoso. Apos o décimo dia de inoculagéo
intraperitoneal do tumor, cerca de 90% das células peritoneais sdo células tumorais
(GUERRA, 1983; FECCHIO et al., 1990; SANTOS-BERGAMI; MARIO; BARBUTO,
2004). A formacéo do fluido ascitico é essencial para o crescimento do tumor, afinal
seus constituintes servem de fonte nutricional para as células tumorais (FECCHIO et
al., 1990; NASCIMENTO et al., 2006).

A ascite provavelmente € desencadeada pela inducdo de inflamacgéo, com o
aumento da permeabilidade vascular do peritbnio (FASTAIA; DUMONT, 1976 apud
VIEIRA, et al., 2010). Assim, camundongos com esse tumor morrem apos um curto
periodo de tempo devido a diversos fatores como a pressao mecanica exercida pelo
fluido ascitico e a hemorragia intraperitoneal. Além disso, a progressédo do tumor de
Ehrlich é caracterizada por profundas alteracbes na resposta imune, levando a um
quadro de declinio da imunocompeténcia do organismo (MELO et al., 2004;

MARCHETTI, 2008), entretanto, o influxo de células polimorfonucleares para a
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cavidade é tardio, s6 ocorrendo a partir do sexto dia apos a inoculacdo (FECCHIO et
al., 1990; PALERMO-NETO et al., 2008).

Uma das vantagens da utilizacdo deste modelo é a possibilidade da
padronizacdo do numero de células a serem inoculadas em animais, tanto para o
crescimento na forma ascitica como solida, pois as células presentes no fluido ascitico
podem ser facilmente quantificadas (MATSUZAKI, 2004; VIEIRA et al., 2010).

Devido a toxicidade causada pelas drogas antineoplasicas, € de grande
importancia a realizacdo de estudos experimentais pré-clinicos in vivo, para a
obtencao de informacdes sobre toxicidade (TALMADGE; FIDLER, 2010).

Ha séculos, os animais sdo utilizados como modelos de estudo de toxicidade,
com a finalidade de obter informacfes sobre possiveis danos causados ao homem
(GAD, 2007).

As substancias teste sdo administradas pela via que se espera ser usada em
humanos e séo realizados de forma a se aumentar gradativamente o tempo de
utilizacdo da substancia, iniciando-se pelos estudos de toxicidade aguda, que fornece
informacdes Uteis para continuar com estudos de maior duracdo de tempo (GAD,
2007; ANVISA, 2013).

Os estudos de toxicidade aguda sao aqueles utilizados para avaliar a toxicidade
produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma ou mais
doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observagcdo dos
animais por 14 dias apds a administracdo. Segundo o Guia para a conducao de
estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos, estudos para a determinagéao de DLso (dose que
induz morte 50% dos animais experimentais) ndo sdo necessarios (ANVISA, 2013).
Podem ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal envolvendo
um menor nimero de animais, tais como 0s preconizados nos guias da OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) “Guidelines for Testing of
Chemicals”, como por exemplo o Guia de n° 423 (OECD, 2001).

Os estudos de toxicidade aguda baseados na OECD séo realizados
administrando-se uma dose da substancia teste a um grupo de animais, e
dependendo da quantidade de animais vivos nesse grupo, o estudo é repetido com
outros animais recebendo doses maiores ou menores da mesma substancia. O nivel

de dose para ser usada como a dose de partida é selecionado a partir de um dos
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quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Quando nao existe qualquer informacéao
sobre a substancia a ser testada, por razdes de protegcédo dos animais, recomenda-se
a utilizacdo de uma dose inicial de 300 mg/kg.

Em principio, o método ndo se destina a permitir o célculo preciso da DLso,
apesar de fornecer uma estimativa do seu valor, entretanto, permite uma classificacédo
da substancia em categorias de acordo com o “Globally Harmonized Classification
System” — GHS, um documento com definicdo dos perigos dos produtos quimicos,
gue contém instrucdes que fornecem um mecanismo para atender a exigéncia basica
de qualquer sistema de comunicagéo de perigos, que é decidir se o produto quimico
fabricado ou fornecido é perigoso e preparar um rétulo e/ou uma FISPQ (Fichas de
Informacao de Seguranca para Produtos Quimicos) apropriada.

A taxa de sobrevivéncia dos animais e 0s sinais gerais de toxicidade sao
observados durante um periodo de tempo pré-determinado, por meio de um protocolo
abrangente de observacBes e analise dos animais ap6s a administracdo da
substancia. Isso ajuda a evidenciar o risco de intoxicacbes agudas, inadvertidas ou
nao, e a forma de preveni-las, permitindo dessa forma, conhecer o indice de letalidade,
a forma de morte produzida pelo excesso do produto em teste, os 6rgaos alvo, as
alteracdes comportamentais e 0s sinais que precedem a morte, além de ajudar a
estabelecer categorias de risco e a escolha de doses a serem utilizadas em estudos
clinicos (LARINI, 1999; ALMEIDA, 2006; ANVISA, 2013).

Grande parte dos trabalhos envolvendo estudos pré-clinicos in vivo de produtos
naturais e sintéticos, baseados em regulamentacfes nacionais e internacionais,
utilizam paradmetros bioquimicos, hematolégicos e histopatologicos para avaliar
possiveis sinais de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2010, MAGALHAES et al., 2010).
Dessa forma, ap0s exposicdo as drogas, sdo analisados parametros que avaliam
possiveis alteracbes na funcdo hepatica, como as transaminases, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); funcéo renal, como ureia
e creatinina, bem como nos parametros hematolégicos como o0 eritrograma,
leucograma e plaguetograma. Ainda, exames histopatolégicos (macro e
microscopicos) sédo de extrema importancia, pois analisam estrutura e funcao do 6rgao
em nivel celular.

Em ambito mundial, tem-se encontrado forte relagdo entre a exposi¢do a

agentes genotoxicos e o desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a saude. Os
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agentes genotodxicos podem ser definidos funcionalmente por possuirem a habilidade
de alterar a replicacdo do DNA e transmissao genética. Desta forma, as medidas de
toxicidade genética incluem, principalmente, danos no DNA, mutacdes e aberracdes
cromossomicas (ABDA et al., 2015).

Uma das metodologias amplamente utilizadas como biomarcador de efeito da
genotoxicidade é o teste do micronucleo, um ensaio in vivo, que utiliza medula 6ssea
ou sangue periférico para quantificar os danos no DNA (FACTORI et al., 2014). A
investigacdo de dano no DNA é de grande importancia, pois danos em células
germinativas podem levar a mutagdes genéticas que sdo passadas para as proximas
geracoes (HINTZSCHE; RIESE; STOPPER, 2012; HAGIO et al., 2014).

O micronucleo € um corpusculo cromatinico adicional e separado do nucleo de
uma célula durante a divisdo celular constituido por cromossomos inteiros
(aneugénese) ou seus fragmentos (clastogénese) que se atrasam em relacdo aos
demais (ALBAS et al., 2014). O teste baseia-se na observa¢éo de células que sofrem
alteracdes na distribuicdo de suas cromatides ou quebra de croméatides. Durante a
anafase, momento em que ha a segregacdo dos cromossomos, os fragmentos
provenientes das quebras e de cromossomos inteiros, e que nao estao ligados pelo
fuso, ndo acompanham a migracao para os pélos da célula. Apds a teléfase, tais
fragmentos cromatidicos ndo séo incluidos nos nucleos das células filhas, formando
um Unico ou multiplos microndcleos no citoplasma dessas células (FENECH, 2000;
FERIGOLO; SAGRILLO, 2013).

Assim, o teste de microndcleo € uma das ferramentas amplamente utilizadas
para a pesquisa e investigacdo da seguranca de inUmeras substancias, classificando-
as ou ndo como genotoxicas e potencialmente carcinogénicas (FENECH et al., 1999;
ALBAS et al., 2014).

2.3 Produtos naturais e o tratamento do cancer

Produtos naturais sdo compostos quimicos ou substancias produzidas
naturalmente por organismos vivos (OUYANG et al., 2013). Os medicamentos a base
de produtos naturais, principalmente plantas, séo utilizados pela populacédo desde os
primordios até os dias atuais, mesmo com a existéncia das drogas modernas (PAL;
SHUKLA, 2003; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).
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Com o desenvolvimento da tecnologia moderna, o estudo destes produtos tem
contribuido muito para o desenvolvimento de diversos farmacos com importantes
aplicacoes terapéuticas, correntemente utilizadas na medicina moderna (CALIXTO et
al., 2005; CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013), aumentado assim o interesse desses
produtos pelas indastrias farmacéuticas (SAKLANI; KUTTY, 2008; SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Como resultado, os produtos naturais,
particulamente aqueles derivados de plantas, sdo amplamente utilizados na
quimioterapia (KINGHORN et al., 2009).

Segundo o FDA, 60% dos medicamentos disponibilizados no mercado nas
Ultimas décadas foram isolados a partir de fontes naturais, especialmente plantas
(NAVEEN et al., 2012). De 121 medicamentos prescritos para o tratamento do cancer,
90 sdo derivados de plantas medicinais (SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014). Ainda, relato da literatura mostra que entre 0os 65 novos
medicamentos registrados para o tratamento do cancer, durante 1981-2002, 48 foram
obtidos a partir de produtos naturais, incluindo os alcaloides da vinca, extraidos de
Catharrantus roseus (vimblastina, vincristina) (ISHIKAWA et al., 2009); os taxanos,
isolados da casca do teixo (Taxus baccata L. e Taxus brevifolia Nutt), paclitaxel
(JORDAN; WILSON, 2004); a camptotecina, um alcaloide extraido e isolado de uma
arvore ornamental chinesa, Camptotheca acuminata Decne e seus derivados
topotecano e irinotecano; as podofilotoxinas, extraidas da raiz de uma planta indiana
Podophyllum peltatum e seus derivados etoposideo e teniposideo (CRAGG;
NEWMAN, 2004); as antraciclinas isoladas a partir de culturas de Sreptomyces
peucetius (doxorrubicina e daunorrubicina) (MUKHERJEE et al., 2001; WANG et al.,
2012); a salvicina, uma naftoquinona de estrutura diterpenoide constituinte da planta
chinesa Salvia prionitis (MENG; ZHANG; DING, 2001).

Além desses, um total de 13 farmacos derivados de produtos naturais foram
aprovados para utilizacdo clinica entre 2005 e 2007 (HARVEY, 2008; COSTA-
LOTUFO et al., 2010). Economicamente, estes medicamentos movimentam
anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes de délares (COSTA-LOTUFO et al.,
2010; CRAGG; NEWMAN, 2013).

Aléem disso, muitos compostos presentes na dieta alimentar, incluindo
flavonoides, terpenoides, alcaloides, compostos fendlicos, lecitinas e vitaminas

antioxidantes podem ser utilizadas na prevencao ou tratamento do cancer, por ajudar
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na criacdo de um ambiente desfavoravel para o crescimento de células cancerigenas,
estimular o sistema imune, exercer fungdo antioxidante, induzir parada do ciclo celular
e promover apoptose (YANG et al., 2006; WHEAT; CURRIE, 2008; QI et al., 2010;
GIBELLINI et al., 2011).

2.4 A piperina e seus anélogos

Dentre os produtos naturais estudados em relacdo a atividade antitumoral
encontra-se a piperina (amida piperidinil do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico), um alcaloide amida, isolado originalmente de frutos da pimenta preta
(Piper nigrum Linn) e pimenta longa (Piper longum Linn) (GREENSHIELDS et al.,
2014; MADHAVI et al., 2009; MEGHWAL; GOSWAMI, 2013).

Piper nigrum L. e Piper longum L., sdo espécies perenes, do tipo trepadeira,
arbustifera, pertencentes a familia Piperaceae (FANI, 1992; GARCIA et al., 2000;
PISSINATE, 2006; CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013), originaria das regifes
tropicais e subtropicais da India (PISSINATE, 2006; ZAVERI et al., 2010;
CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013).

Piper nigrum L. € uma planta rica em retinol (vitamina A), acido ascorbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E), e em minerais como calcio e ferro. Além disso,
investigacdes fitoquimicas realizadas nas Ultimas décadas tém revelado que esta
planta possui uma variedade de metabdlitos que se distribuem em diferentes classes
de compostos: amidas/alcaloides, propenilfenalinas, lignanas, neolignanas, terpenos,
flavonas, cumarinas, pironas, flavonoides, fenilpropanoides, os quais tém apresentado
importantes acdes bioldgicas, especialmente anti-inflamatoria e antioxidante, atuando
na prevencao de doencas crbnicas, em especial, as doencas cardiovasculares e 0
cancer (DIGNANI, 2009; CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013).

Os constituintes quimicos majoritarios de Piper longum L. sdo alcaloides,
amidas, lignanas e ésteres (SHANKARACHARYA et al., 1997; MADHUSUDAN,;
VANDANA, 2001; ZAVERI et al., 2010). Estudos mostraram diversas atividades
bioldgicas para esta espécie, como atividade antifungica (LEE et al., 2001; ZAVERI et
al., 2010), antimicrobiana (KHAN; SIDDIQUI, 2007; ZAVERI et al., 2010), antiasmatica
(KULSHRESTA et al., 1971 apud ZAVERI et al., 2010) anti-inflamatoria (SHARMA;
SINGH, 1980 apud ZAVERI et al., 2010) anticancerigena (MIN et al., 2004; PATHAK;

50



SOUSA, T. K. G.

KHANDELWAL, 2006; ZAVERI et al.,, 2010) efeitos no sistema cardiovascular
(IWASHITA et al.,, 2007; ZAVERI et al., 2010), relaxamento da tensdo muscular
(SINGH; MENTHAL, 1997), e atividade ansiolitica (SINGH, 1992).

A piperina exerce efeito terapéutico, podendo promover acao
imunoestimulante, como no caso de doencas ou situagcbes que levam a
Imunossupressao, como na quimioterapia e radioterapia associadas ao tratamento de
cancer (CARDOSO et al., 2005; CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013).

Varias atividades farmacologicas ja foram descritas para a piperina, dentre elas,
atividade antioxidante (BOMTEMPO, 2007), antidiabética (ARCARO et al., 2014), anti-
inflamatoria, antipirética, analgésica (YING et al., 2013), antidepressiva (WANG et al.,
2014), antimicrobiana (CHITHRA et al., 2013), antinociceptiva (BANG et al., 2009;
TASLEEM et al., 2014), bem como ja foi descrito seu efeito no controle da obesidade
(BRAHMANAIDU et al., 2014).

Dentre as atividades farmacoldgicas relatadas para a piperina esta a atividade
antitumoral em diferentes linhagens de células tumorais in vitro (FOFARIA et al., 2014;
GREENSHIELDS et al., 2014; YAFFE et al., 2014), incluindo inducéao de apoptose na
linhagem celular humana A549 de cancer de pulméo (LIN et al., 2014), bem como em
modelos experimentais in vivo, frente linhagem de carcinoma de mama murino 4T1
(LAI et al.,, 2012) e sarcoma 180 (BEZERRA et al., 2006). Recentemente, foi
demonstrado que a piperina age em trés linhagens de células de cancer de prostata
humano (LNCaP, DU145 e PC-3) por induzir parada do ciclo celular e autofagia
(OUYANG et al., 2013).

Entretanto, apesar de apresentar significante atividade in vivo, a piperina
também apresenta significante toxicidade, que pode ser demonstrada pela DLso em
torno de 43 mg/kg (i.p.) para camundongos machos e 60 mg/kg (i.p.) para fémeas. A
administragdo da piperina em camundongos induziu excitagcdo, hiperatividade,
respiracao forcada, além de convulséo, que evoluiu para morte em aproximadamente
14 minutos apos a administracdo (PIYACHATURAWAT et al., 1983).

Muitos estudos vém sendo realizados com a finalidade de descobrir novos
compostos com atividade antitumoral. Nesse cenario, a natureza continua sendo uma
importante fonte de substancias com atividade farmacoldgica, que serve também
como protétipo para a semi-sintese ou sintese total de novas moléculas com

aplicacbes medicinais, com a finalidade de aumentar a atividade farmacologica e
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reduzir a toxicidade, como também melhorar parametros farmacocinéticos (CRAGG;
NEWMAN, 2013; CARNEVALLIA; DE ARAUJO, 2013).

Ja é descrito na literatura que produtos sintéticos ou semi-sintéticos, derivados
de plantas ou de compostos de plantas, como por exemplo etoposideo e teniposideo,
que sao derivados semi-sintéticos de compostos da Epipodofilotoxina, um isdmero da
Podofilotoxina, que é extraida da raiz da Podophyllum peltatum, sdo utilizados na
pratica clinica para o tratamento de diversos canceres, como cancer de pulmao,
ovario, bexiga, linfoma (SHOEB, 2006; NOBILI et al., 2009; SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

Nesse sentido, foram sintetizados diferentes analogos da piperina, dentre estes
0 2-0X0-2-(4-etilamina)-piperinoato de etila (HE-03) (Figura 1), para o qual ndo existem
relatos na literatura de sintese, nem de atividade farmacolégica ou toxicoldgica, o que
despertou o interesse para investigacao de seu possivel efeito antitumoral, bem como

de seu perfil de toxicidade.

Figura 1. Estrutura quimica do 2-oxo-2-(4-etilamina)-piperinoato de etila (HE-03)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e atividade antitumoral do derivado da piperina 2-0x0-2-(4-

etilfenilamina)-piperinoato de etila (HE-03).

3.20bjetivos especificos

Avaliar a citotoxicidade de HE-03 em eritrécitos de camundongos;

Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda de HE-03 em camundongos por via

intraperitoneal,

Avaliar a atividade antitumoral de HE-03 em modelo de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich (CAE);

Analisar as alteracdes no perfil do ciclo celular induzidas por HE-03 em modelo
de CAE;

Investigar o efeito antiangiogénico de HE-03 em modelo de CAE;

Avaliar o perfil de toxicidade de HE-03 apo6s tratamento antitumoral em

camundongos transplantados com tumor de Ehrlich;

Avaliar a genotoxicidade de HE-03 em sangue periférico de camundongos.
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Os estudos toxicologicos e farmacolégicos do HE-03 foram realizados de

acordo com o fluxograma abaixo.

Fluxograma 1 - Representacdo esquematica dos métodos utilizados para a avaliacdo da toxicidade e

atividade antitumoral in vitro e in vivo.

Ensaios farmacoldgicosftoxicolagicos

Toxicidade

Atividade antiturmoral

Citotoxicidade em eritrocitos

Toxicidade Pré-Clinica Aguda

Genotoxicidade

Mecanismo de agao

Ciclo celular

Angiogeénese

Analise toxicaldgica em

camundongos transplantados

com CTAE

Avaliacdo ponderal e
consumao de agua e racan

Farametros bioguimicos e
hematologicos

Indice de argaos

Analises
anatomopatoligicas
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de
Oncofarmacologia (OncoFar) e no biotério Prof. Thomas George, ambos localizados
no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o
Programa de Pés-graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB),
todos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 Material

4.2.1 Sintese do 2-oxo0-2-(4-etilfenilamina)-piperinoato de etila

O composto estudado, o 2-oxo-2-(4-etilfenilamina)-piperinoato de etila (HE-03),
foi obtido por técnicas especificas e gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Petrdnio
Filgueiras de Athayde Filho (Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese
Orgéanica/Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza - CCEN/UFPB).

HE-03 foi obtido a partir da piperina em trés etapas. A primeira etapa consistiu
no isolamento da piperina a partir da pimenta do reino (Piper nigrum) por meio de
extracdo etandlica em aparelho de Soxhlet. O sistema foi mantido em refluxo por
aproximadamente 2 horas. O extrato etandlico seco foi hidrolisado em meio basico de
uma solucéo alcodlica de KOH 20% durante 20 horas. O precipitado formado foi
filtrado e lavado varias vezes com etanol anidro fornecendo assim o sal do &cido 5-
(3,4-metilenodioxifenil)-2(E),4(E)-pentadiendico (acido piperinico).

Na segunda etapa foram preparados os compostos 2-cloro-N-arilacetamida
substituidos, obtidos a partir da reacdo da amina aromatica para-substituida (R= H,
NO2 e CH2CHs3), EtsN e cloreto de 2-cloroacetila em diclorometano, sob agitacao
magnética a 0 °C. O solvente foi removido a presséao reduzida, o residuo foi lavado
com agua gelada e o precipitado foi filtrado. O produto foi purificado por cristalizacao
com etanol/agua, obtendo 90% de rendimento.

Na terceira e ultima etapa, foram realizadas rea¢des de substituicdo com o sal

do 4&acido piperinico e da 2-cloro-N-arilacetamida solubilizados em n,n-
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dimetilformamida (DMF) em um banho de éleo a 100 °C durante 12 horas. ApGs o
término da reacdo, a mistura foi resfriada, e entédo foi adicionada agua gelada e o
sélido foi separado por filtracdo a vacuo. O produto bruto foi recristalizado em
etanol/agua, obtendo-se assim o 2-0xo-2-(4-etilamina)-piperinoato de etila, com 61%
de rendimento. A estrutura quimica do composto sintetizado foi confirmada por meio
de técnicas de espectroscopia de Infravermelho, RMN 'H e 13C e apresentou ponto
de fusdo na faixa de 166-168 °C

o) o)
0 X N KOH 20% 0 ) S e
"¢ —
o EtOH o) o) H
N
3°)| DMF <O NN oy
o 12 hrs e} o} R
NH; 0] Cl\)J\NH
Cl)J\/C|

2°) L,
Et;N, DCM
°0 4 25°

Ry

Ry

R4 =H, NO,, CH,CHj3

Figura 2. Reacgéo de obtengéo dos derivados da piperina.

4.2.2 Linhagem de células tumorais

Para avaliacdo da atividade antitumoral foi usada uma linhagem de
adenocarcinoma murino (Carcinoma Ascitico de Ehrlich), gentilmente fornecida pelo
Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (CPQBA/UNICAMP) e mantida na cavidade
peritoneal de camundongos Swiss no Biotério Prof. Thomas George, por meio de

repigue semanal.

4.2.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando entre
30 e 35 g, com faixa etaria proxima de 60 dias, obtidos do biotério Prof. Thomas
George (IPeFarM/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno,
mantidos sob condi¢bes controladas de temperatura (21 + 1 °C), com livre acesso a

comida (pellets de racdo da marca Purina®) e agua potavel disponivel em garrafas
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graduadas de polietileno, colocadas nas grades metdlicas das gaiolas em sua parte
superior. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas. Antes da
realizacdo de qualquer protocolo experimental, os animais foram colocados no
ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia a execucdo do
experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFPB, sob a certid&o
N° 0901/14.

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliacao da citotoxicidade em eritrécitos de camundongos

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em eritrécitos foram realizados
segundo Kang et al. (2009), com algumas modificacdes. Os eritrocitos foram obtidos
de sangue fresco de camundongos Swiss, sob anestesia com tiopental sédico (2
mg/animal —i.p.), coletado do plexo orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sddica
- Parinex®) para prevenir coagulacéo. Para obter a suspenséo de eritrcitos, 1 mL de
sangue total foi solubilizado em 10 mL de solugdo tampéao fosfato (PBS) e entédo
centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e
esse processo repetido mais duas vezes. Os eritrocitos foram finalmente
ressuspenssos em PBS, obtendo-se entdo a suspensao de eritrocitos a 0,5% (v/v) que
foi utilizada para o ensaio de hemdlise.

HE-03 foi solubilizado em DMSO (5%) e preparado em PBS, no dobro das
concentracfes desejadas (até 1250 pg/mL). A cada 100 uL dessas solucgdes foi
adicionado 100 uL da suspensao de eritrocitos, em triplicata. Os controles positivo e
negativo foram também utilizados, pela incubacgao de eritrocitos em uma solucao 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. Apos esse periodo, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm e 0
sobrenadante cuidadosamente removido. Entdo, foi adicionado 200 ulL/poco de
solugéo de Triton X-100 (0,1%) e a placa foi cuidadosamente agitada. A quantidade

de hemodlise causada pela solucdo do Triton X-100 (0,1%) foi determinada
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espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para determinagao

da concentracdo que produz 50% de hemolise (CHso) de HE-03.

4.3.2 Avaliacao da toxicidade pré-clinica aguda

Os ensaios de toxicidade pré-clinica aguda em camundongos foram realizados
de acordo com o “Guideline for testing of chemicals” n® 423 da OECD (OECD, 2001).

Camundongos, trés fémeas por grupo, foram submetidos a doses de 300 mg/kg
e 2000 mg/kg do HE-03 por via intraperitoneal (i.p.), e ao grupo controle (n=3) foi
administrado apenas o veiculo (12% Tween 80), de acordo com o protocolo descrito
no guia n°® 423 da OECD (ANEXO A).

Com o objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autbnomo
(SNA), ap6s a administracdo de HE-03 foi realizada observacédo cuidadosa para se
detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; apoés 4
horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental descrito por
Almeida et al. (1999) do Laboratério de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB
(ANEXO B).

4.3.3 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma
Ascitico de Ehrlich (CAE)

Células de CAE com cinco a sete dias de crescimento foram aspiradas da
cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via intraperitoneal (0,5 mL -
2 x 108 células/mL) nos animais experimentais (DOLAI et al., 2012). Vinte e quatro
horas ap6s o implante, HE-03 foi solubilizado em Tween 80 (12% em salina) e
administrado diariamente por via intraperitoneal (i.p.) a grupos de seis camundongos
(fémeas), nas doses de 6,25; 12,5 e 25 mg/kg, por nove dias. O grupo controle foi
tratado com uma solucéo de Tween 80 a 12% em salina e um quinto grupo de animais

foi tratado com 5-Fluorouracil (5-FU) (Sigma-Aldrich®), 25 mg/kg, como droga padrao.
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4.3.3.1 Massa tumoral, volume do tumor, viabilidade e total celular

Para a avaliacdo do efeito antitumoral do HE-03, um dia apds a ultima
administracdo do tratamento descrito no item 4.3.3, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical, o liquido ascitico foi coletado da cavidade peritoneal e 0
volume foi medido e expresso em mL.

Uma aliquota foi retirada para a determinacéo da viabilidade celular pelo ensaio
de exclusdo do azul de tripan. Para tanto, foram incubados volumes semelhantes de
liquido ascitico e de uma solucéo de 0,4% do corante, seguido de analise das células
em camara de Neubauer. Este ensaio avalia a habilidade de células viaveis, com
membrana plasmatica intacta, excluirem o corante azul de tripan, permitindo assim, a
quantificacdo dessas células (RENZI; VALTOLINA; FORSTER, 1993).

A massa do tumor foi determinada pela diferenca dos pesos dos camundongos
antes e depois da retirada do liquido ascitico e expresso em gramas (g). O total celular
(x107 células) foi obtido como o produto do volume do tumor, expresso em mL, pela

viabilidade celular, expressa como a quantidade de células x 108/mL.

4.3.3.2 Anélise do ciclo celular

Para a analise do ciclo celular, os animais foram tratados com as doses de 6,25
e 12,5 mg/kg, conforme descrito no item 4.3.3, e as células coletadas da cavidade
peritoneal foram ressuspenssas em solugcéao de NaCl 0,9% (p/v) a fim de se obter uma
concentracdo final de 1 x 10° células/mL. Em seguida, apés centrifugacdo das
suspensdes celulares a 3000 rpm por cinco minutos, o sobrenadante foi desprezado
e a suspensao foi homogeneizada. Foram adicionados 300 pyL da solugao
fluorocrémica hipoténica (HFS) [citrato de sddio 0,1% (p/v) e Triton X-100; 0,1% (p/v)]
(Sigma-Aldrich® — T-8787, EUA), 50 ug/mL de lodeto de Propideo (Pl) e &gua ultrapura
(Milli-Q, volume final = 50 mL). Em seguida, a leitura foi realizada em citbmetro de
fluxo (FacsCanto Il, BD, EUA), adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados
foram obtidos com o software Diva e tratados no programa WinMDI verséo 2.9 (PEC
et al., 2003).
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4.3.3.3 Investigacao do efeito antiangiogénico

Para a investigacdo do efeito antiangiogénico os animais foram tratados
conforme descrito no item 4.3.3. No dia seguinte apos a administracéo da ultima dose,
os animais foram eutanasiados, e, ap0s a coleta das células tumorais, o peritonio foi
cortado e o revestimento interior da cavidade peritoneal dos animais de todos os
grupos foi examinado e fotografado para investigacdo da microdensidade vascular
peritumoral, com o auxilio do software AVSOFT®. A microdensidade dos vasos foi
determinada pela &area ocupada por vasos sanguineos dividido pela area total
selecionada (AGRAWAL et al., 2011).

4.3.3.4 Avaliacdo da toxicidade em animais transplantados com CAE e

submetidos ao tratamento com HE-03

4.3.3.4.1 Avaliacado ponderal e do consumo de agua e de racao

Para a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo tratamento com
HE-03, os animais foram pesados no inicio e no final do tratamento e diariamente

foram avaliados os consumos de agua e de racgéo.

4.3.3.4.2 Avaliacado de parametros bioquimicos e hematolégicos

No dia seguinte apds a administracdo da Ultima dose, apds jejum de quatro
horas, os animais foram anestesiados com tiopental sodico (50 mg/kg— i.p.), e
amostras de sangue foram coletadas pelo plexo orbital com o auxilio de uma agulha
heparinizada, para analises bioquimicas e hematoldgicas.

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

Os parametros bioquimicos e hematolégicos foram determinados utilizando-se

kits especificos para o analisador bioguimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche
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Diagnostic System) e o analisador hematologico celular automatico Animal Blood
Counter Vet (Horiba ABX Diagnostics), respectivamente. As extensdes sanguineas
foram coradas com coloracdo pandtica e analisadas em microscépio Optico, para

realizacdo da contagem diferencial de leucécitos.

4.3.3.4.3 Avaliacéo dos indices dos 6rgéos

Para o célculo dos seus indices, os 6rgaos (timo, baco, figado, rins e coracao)
foram extirpados, pesados e examinados macroscopicamente para investigacao de
mudancas de coloracdo, hemorragias ou outras alteracdes. O indice dos érgaos foi

calculado seguindo a formula: indice = peso do 6rgéo (mg)/peso do animal (g).

4.3.3.4.4 Andlises histopatologicas

ApoOs a pesagem, os orgaos (figado e rins) dos animais tratados com a maior
dose (25 mg/kg), foram seccionados, fixados em formalina (solucdo de formol a 10%)
tamponada e apos 24 horas foram resseccionados para processamento
histopatolégico: desidratacdo com séries crescentes de &alcool (70 a 100%),
diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina, segundo os métodos
habituais. Em micrétomo rotativo semi-automatico, os fragmentos tissulares
emblocados em parafina, foram seccionados em espessura de 3,0 uym e
subsequentemente submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina e Tricrbmico de
Masson, este Ultimo destinado ao estudo do tecido hepatico. Em seguida foram
examinados ao microscopio optico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). As analises
histopatoldgicas foram realizadas com a colaboracédo da Profa. Dra. Karina Karla de
Paula Medeiros do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN).

4.3.4 Avaliacao da genotoxicidade

Para o ensaio do micronicleo em sangue periférico, grupos de seis
camundongos Swiss fémeas foram tratados por via intraperitoneal com a dose de

2000 mg/kg de HE-03. Um grupo controle positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg — i.p.) e
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um grupo controle negativo (solucéo salina e Tween 80 a 12%) foram incluidos. Apos
48 horas, os animais foram submetidos a uma pequena incisdo na cauda para
obtencdo de uma amostra de sangue para confeccdo das extensfes sanguineas.
ApoOs secagem, as laminas foram coradas com coloracéo panotica (Newprov®) para
posterior anélise em microscopio éptico. Para cada animal, trés extensfes sanguineas
foram preparadas e um minimo de 2000 eritrécitos contados para determinagédo da

frequéncia de eritrécitos micronucleados (OECD, 1997).

4.4 Andlise estatistica

Para o ensaio de citotoxicidade em eritrocitos, foram realizados trés
experimentos em triplicata. Os percentuais de hemolise correspondentes a cada
concentracéo testada foram calculados em relagéo ao controle.

Os resultados obtidos nos estudos in vivo foram expressos em média + erro
padrdo da média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t-Student ndo pareado,
para analise de duas populacdes distintas, e teste de analise de variancia (ANOVA)
one-way, para a comparacado de mais de duas amostras, seguido do teste de Tukey
(para variaveis paramétricas). Os resultados foram considerados significativos quando
p < 0,05.

Para o ensaio do micronucleo em sangue periférico foi utilizado test t-Student
nao paramétrico (teste de Mann-Whitney), onde os valores estao expressos em média
+ erro padrdo da média (e.p.m.), sendo os resultados considerados significativos
qguando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo da citotoxicidade em eritrécitos de camundongos

No ensaio de avaliagdo da citotoxicidade em eritrécitos camundongos,
observou-se que o HE-03 induziu pequeno percentual de hemdlise na maior
concentracéo testada (1250 pg/mL), apresentando portanto, CHso maior que 1000

pg/mL.

5.2 Avaliacédo da toxicidade pré-clinica aguda

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda pode-se observar, nos primeiros 30
minutos, que o tratamento com HE-03 induziu alguns efeitos como contor¢cées
abdominais, abducéo das patas do trem posterior e forca para agarrar diminuida, nas
duas doses testadas. Na dose de 300 mg/kg, foi observado ainda efeitos do tipo
escalar. E na maior dose (2000 mg/kg) também foram observados efeitos depressores
do SNC como resposta ao toque diminuido. Apdés 30 minutos ndo foi observado
nenhum efeito em ambas as doses.

Observou-se ainda que o tratamento com as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg
de HE-03 n&o provocou morte nos animais experimentais, como mostrado na Tabela
1.

Portanto, tomando como base as instru¢des do Guia n. 423 da OECD, a DLso
(dose letal média) foi estimada em torno de 5000 mg/kg e a amostra é considerada
inclassificavel ou classificada na categoria 5 da “Globally Harmonized Classification
System” (GHS) (ANEXO A).
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Tabela 1 - Efeitos da administracao i.p. de doses Unicas de HE-03 em camundongos.

Grupo MIT Efeitos comportamentais
Controle 0/3 Nenhum
Experimento 1 0/3 Forca para agarrar diminuida, contorgdes
HE-03 abdominais, escalar

(300 mg/kg)
Experimento 2 0/3 Contorcdes abdominais, abducgéo das patas do

trem posterior

Contor¢des abdominais, resposta ao toque

Experimento 1 0/3 diminuido, abducao das patas do trem
HE-03 posterior, for¢a para agarrar diminuida
(2000 mg/kg)
Experimento 2 0/3 Contor¢fes abdominais, resposta ao toque

diminuido, for¢a para agarrar diminuida

M/T — nimero de animais mortos/nimero de animais tratados

5.3 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico
de Ehrlich

5.3.1 Massa tumoral, volume do tumor, viabilidade e total celular

Apos tratamento de nove dias com HE-03 em animais transplantados com
tumor ascitico de Ehrlich foi observada significante reducdo na massa tumoral dos
animais tratados com as doses de 12,5 e 25 mg/kg (4,4 + 1,3 g e 3,5 + 0,8 g,
respectivamente; p<0,05) quando comparados ao grupo controle (13,5 + 0,8 g).
Nessas mesmas doses, observou-se também, diminuicdo do volume tumoral (3,5 +
1,5mL e 1,1 + 0,3 mL, respectivamente; p<0,05), em compara¢do ao grupo controle
(10,3 +£1,0 mL). HE-03, na dose de 6,25 mg/kg, ndo foi capaz de alterar os parametros
massa e volume do tumor (Figura 3).

Os camundongos tratados com as doses de 6,25; 12,5 e 25 mg/kg
apresentaram diminuicdo significativa na viabilidade celular (6,25 mg/kg: 90,5 + 6,8
x 108 células/mL, p<0,05; 12,5 mg/kg: 8,4 + 1,9 x 106 células/mL, p<0,05; 25 mg/kg:

6,6 + 2,5 x 108 células/mL, p<0,05), quando comparados ao grupo controle (123,5 +
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12,9 x 108 células/mL), bem como reducéo no total celular (6,25 mg/kg: 68,4 + 8,1 x
107 células, p<0,05; 12,5 mg/kg: 3,9 + 1,8 x 107 células, p<0,05; 25 mg/kg: 0,8 + 0,2 x
107 células, p<0,05; controle: 150,0 + 25,8 x 107 células).

Os animais tratados com 5-FU apresentaram significante redu¢édo em todos os
parametros avaliados (massa tumoral: 1,8 = 0,2 g; volume tumoral: 0,1 £ 0,03 mL;
viabilidade celular: 0,3 £ 0,1 x 108 células/ mL; total celular: 0,02 + 0,01 x 107 células;

p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito do tratamento com HE-03 e 5-FU em camundongos transplantados com CAE. A:
massa tumoral. B: volume tumoral. C: viabilidade celular. D: total celular. Dados apresentados como
média + erro padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA seguido de Tukey. 2p < 0,05

comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo HE-03 (6,25 mg/kg).
5.3.2 Andlise do ciclo celular

O tratamento de nove dias com HE-03 induziu altera¢des significativas na

distribuicdo das células de CAE nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 4).
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Apés o tratamento com a dose de 6,25 mg/kg de HE-03 houve uma diminui¢ao
na percentagem de células na fase S (26,0%), quando comparado ao grupo controle
(31,9%). Ja para o tratamento com a dose de 12,5 mg/kg de HE-03, foi possivel
observar um aumento significativo no conteddo de DNA sub-diploide (DNA
fragmentado), com 12% de células na fase sub-G1l,e uma consequente diminui¢éo
nas fases GO/G1 (31,0%) e S (24,4%), quando comparado ao grupo controle (1,9%;

47,7 % e 31,9 %, respectivamente).
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Figura 4 — Percentagem de células de CAE nas diferentes fases do ciclo celular apds os tratamentos
com HE-03. Dados apresentados como média * erro padrdo da média de seis animais analisado por
ANOVA seguido de Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. Pp < 0,05 comparado ao grupo HE-
03 (6,25 mg/kg).

5.3.3 Investigacéao do efeito antiangiogénico

A microdensidade vascular peritumoral foi quantificada no grupo controle e nos
grupos submetidos ao tratamento com HE-03 nas doses de 6,25 mg/kg e 12,5 mg/kg.
Uma reducao na microdensidade dos vasos foi observada nos grupos tratados com
HE-03 nas doses de 6,25 mg/kg e 12,5 mg/kg (21,8 £ 5,9%; p<0,05 e 11,5 = 1,5%;
p<0,05, respectivamente). Também foi observada diferenca no grupo tratado com a
droga padrao (8,0 + 2,1%,; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (75,3 £
13,9%) (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito do tratamento com HE-03 e 5-FU na microdensidade dos vasos peritoneais de
camundongos transplantados com CAE. A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela area
ocupada por vasos sanguineos dividido pela area total selecionada. B: Imagem representativa da
membrana peritoneal dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. Dados apresentados
como média + erro padrdao da média de seis animais analisado por ANOVA seguido de Tukey. 2p < 0,05
comparado ao grupo controle.

5.3.4 Avaliacéo datoxicidade em animais transplantados com CAE e submetidos
ao tratamento com HE-03

5.3.4.1 Avaliacéo ponderal e do consumo de 4gua e de racdo

70



SOUSA, T. K. G.

Na tabela 2 estdo expressos os valores referentes ao consumo de agua e de
ragdo, avaliados durante os nove dias de tratamento com HE-03, bem como a

evolucdo ponderal dos animais.

Tabela 2 — Consumo de agua e de ragédo, e evolugdo ponderal de camundongos transplantados com

CAE submetidos aos diferentes tratamentos com HE-03.

Grupos Dose Consumo de Consumo de Peso inicial Peso final
(mg/kg) agua (mL) racéo (g) (@) (@)

Controle - 44,7+ 1,3 30,3+2,5 31,9+0,5 30,0+0,8

5-FU 25 38,7+1,6 27,3+2,0 31,7+1,0 26,0 £ 0,92

HE-03 6,25 38,3+1,4 289+1.1 31,7+ 0,6 31,3+0,8°

HE-03 12,5 41,2+23 27,1+0,6 32,1+1,1 30,5+0,9°

HE-03 25 41,2+1,6 29915 32411 31,5+0,9°

Dados apresentados como média + erro paddo da média de seis animais, analisados por ANOVA

seguido Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. Pp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas alteractes
significativas no consumo de agua e de racao por parte dos animais tratados com as
doses de 6,25; 12,5 e 25 mg/kg de HE-03, bem como dos animais tratados com 5-FU,
guando comparados ao grupo controle.

Em relacdo ao peso corporal, ao serem avaliados os animais apdés a
retirada/drenagem do volume de tumor ascitico residual, foi verificada uma diminui¢éao
significativa desse parametro nos animais tratados com o 5-FU (26,0 £ 0,9 g; p<0,05)

guando comparado ao grupo controle (30,0 £ 0,8 g; p<0,05).

5.3.4.2 Avaliacao de parametros bioquimicos e hematolégicos

A andlise toxicologica dos efeitos de HE-03 incluiu também a avaliacdo de
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Observou-se um aumento significativo na
atividade da enzima AST nos grupos tratados com as doses de 6,25 mg/kg (234,2
5,3 U/L; p<0,05), 12,5 mg/kg (235,0 + 4,7 U/L; p<0,05) e 25 mg/kg (252,6 £ 7,0 U/L;
p<0,05) de HE-03, em comparac¢éo ao controle (165,0 + 11,6 U/L) (Tabela 3).

Em relacdo a fungédo renal, foi observado um aumento significativo na

concentragéo sérica de ureia apenas no grupo tratado com a dose 6,25 mg/kg de HE-
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03 (56,9 + 2,0 mg/dL,; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (30,9 £5,7 mg/dL)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros bioguimicos de sangue periférico de camundongos transplantados com CAE

submetidos aos diferentes tratamentos com HE-03.

Dose ) Creatinina
Grupos AST (U/L) ALT (U/L) Ureia (mg/dL)
(mg/kg) (mg/dL)
*Paradmetros
. - 70 - 400 25-100 15-40 0,2-0,6
normais
Controle - 165,0+ 11,6 30,1+5,3 30,9+5,7 0,29 + 0,03
5-FU 25 152,8+12,1 38,4+5,0 33,1+4,1 0,27 £ 0,01
HE-03 6,25 234,2 £ 5,320 23,4+5,3 56,9 + 2,0ab 0,27 £ 0,02
HE-03 12,5 235,0 £ 4,73 29,4+6,9 28,7+5,0 0,24 £ 0,02
HE-03 25 252,6 + 7,020 252 +7,0 323+21 0,26 £ 0,02

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA
seguido de Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. °p < 0,05 comparado ao grupo 5-FU.

*Pardmetros normais (Fonte: GAD, 2007).

No que diz respeito a avaliagdo hematolégica ndo foram observadas alteracdes
significantes na contagem total de heméacias, na concentra¢do de hemoglobina e nos
valores do hematdcrito dos grupos tratados com HE-03 quando comparados ao grupo

controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos transplantados com CAE

submetidos aos diferentes tratamentos com HE-03.

Dose
Grupos Hemacias (105mm3) Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
(mg/kg)
*Parametros
) - 57-9,0 145-175 45 - 57

normais

Controle - 8,3+0,1 13,6 £ 0,8 43,1+0,8
5- FU 25 75+04 12,1+0,8 411+2.2
HE-03 6,25 82+0,1 12,7+ 0,3 452 +0,9
HE-03 12,5 7,3+0,6 11,5+ 0,8 40,1+£25
HE-03 25 7,2+0,3 11,7+£0,4 376 +1,1

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisado por ANOVA

seguido de Tukey. *Pardmetros normais (Fonte: GAD, 2007).
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Em relagdo aos pardmetros hematimétricos, também n&o foram observadas
alteracdes no Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM) e Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM) das hemacias nos
grupos tratados com HE-03 ou com a droga padréo (5-FU) quando comparados ao

grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos transplantados com CAE

submetidos aos diferentes tratamentos com HE-03 (continuacao).

Dose
Grupos VCM (fm?3) HCM (pg) CHCM (g/dL)
(mg/kg)
*Parametros
. - 45-55 13-16 29-34

normais

Controle - 52,8+0,7 15,3+0,4 29,6 +0,3
5- FU 25 53,1+1,2 16,1 +0,8 30,3+0,9
HE-03 6,25 549+0,5 15,4 +0,2 28,1+0,2
HE-03 12,5 52,7+1,3 15,9+0,5 30,1+0,6
HE-03 25 53,2+0,9 17,0+ 0,4 31,6 +0,5

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA
seguido de Tukey. *Pardmetros normais (Fonte: GAD, 2007).

Em relacdo a contagem total de leucdcitos, foi observado uma diminuicao
significativa no grupo tratado com a dose de 25 mg/kg de HE-03 (4,6 + 0,6 103/mm?3;
p<0,05) quando comparado ao grupo controle (12,3 + 1,4 103/mm?3) (Tabela 4).

Na contagem diferencial de leucdcitos, no grupo tratado com a dose de 25
mg/kg de HE-03, observou-se um aumento significativo na percentagem de linfécitos
(90,8 £ 1,1%; p<0,05), quando comparado ao grupo controle (56,4 + 5,8%) e uma
diminuicdo significativa na percentagem de neutroéfilos (2,3 + 0,7%; p<0,05), quando

comparado ao grupo controle (43,3 = 4,8%) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Parametros hematoldgicos de sangue periférico de camundongos transplantados com CAE

submetidos aos diferentes tratamentos com HE-03 (continuacéo).

Eres Dose Lelt‘gf’a?istos Contagem diferencial de leucécitos (%)
(Maka)  (109mme) - . " o
Linfocitos Neutrofilos Monécitos Eosinofilos
=y
Parameros - 2,0-11,5 60 — 90 10 — 40 0-6 0-5
normais
Controle ) 123+1,4 56,4+5,8 43,3+ 4,8 4,6 +£0,6 0,9+0,3
5-FU 25 13,5+2,2 57,2+ 3,9 37,7+ 3,8 4,8+0,9 0,3+0,2
HE-03 6,25 79+1,4 46,4+ 7,4 46,8+ 7,8 57+1,1 0,7+0,2
HE-03 12,5 9,9+0,6 67,655 27,0+x51 50+0,7 0,4+0,2
HE-03 25 4,6 +0,62P 90,8 +1,1ab 2,3+0,72p 2,2+0,6 0,0+£0,0

Dados apresentados como média £ erro padrao da média de seis animais analisado por ANOVA seguido de
Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. °p < 0,05 comparado ao grupo 5-FU. *Paradmetros normais
(Fonte: GAD, 2007).

5.3.4.3 Avaliacéo dos indices dos 6rgéos

Para avaliar possiveis efeitos toxicos de HE-03 sobre os 6rgdos dos animais,
coracao, figado, rins, baco e timo foram extirpados e pesados, apds a eutanasia dos
animais, e analisados macroscopicamente. Nao foram observados hemorragias ou
pontos de necrose em nenhum dos érgaos analisados.

Na Tabela 5 estéo expressos os valores referentes aos indices dos 6rgéos dos
animais apés nove dias de tratamento com HE-03.

Nenhuma alteracdo significante no indice de coracdo ou de figado foi
observada entre os grupos de animais tratados com HE-03 nas doses avaliadas
guando comparados ao grupo controle.

No entanto, houve um aumento significativo no indice de baco nos animais do
grupo tratado com 25 mg/kg de HE-03 (9,3 + 0,5 mg/g; p<0,05) quando comparado ao
grupo controle (5,2 = 0,7 mg/g). Observou-se também um aumento significativo no
indice de rins nos animais tratados com a maior dose de HE-03 (13,0 £ 0,3 mg/g;
p<0,05) quando comparado ao grupo controle (10,2 + 0,7 mg/g). Ainda, uma
diminuicao significativa no indice do timo foi observada nos animais do grupo tratado
com a droga padréo (5-FU - 25 mg/kg) (1,3 = 0,3 mg/g; p<0,05) em comparagédo ao
grupo controle (3,9 + 0,3 mg/g) (Tabela 5).
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Tabela 5 — indices dos 6rgéos de camundongos transplantados com CAE submetidos aos diferentes

tratamentos com HE-03.

Dose indicede  Indice de indice de indicede  Indice de
Grupos coragao timo baco figado rins
(mg/kg)
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle - 3,3+0,3 3,9+0,3 52+0,7 62,2+28 10,2+ 0,7
5-FU 25 41+0,1 1,3+0,3? 3,7+0,5 56,7+ 2,0 10,9+ 0,5
HE-03 6,25 34+0,2 3,9+0,4° 44+0,8 62,1+1,7 9,8+0,3
HE-03 12,5 3,9+£0,2 3,4+0,5° 7,3+0,9° 70,8 £ 3,8° 119+04
HE-03 25 45+04 3,6 £0,7° 9,3+0,52% 69,3+3,9° 13,0+0,32P

Dados apresentados como média = erro padrao da média de seis animais analisado por ANOVA

seguido de Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. Pp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU.

5.3.4.4 Anédlises histopatoldgicas

Para uma avaliacdo mais detalhada dos possiveis efeitos toxicos do HE-03
sobre os 6rgaos dos animais tratados, uma avaliacao histopatoldgica, especificamente
de figado e rins, foi realizada.

Os rins removidos dos grupos controle e tratados com 5-FU e HE-03, ambos
na dose de 25 mg/kg, apresentaram-se dentro dos limites de normalidade histologica
com arquitetura glomerular e tubular preservada. Os lobos estavam bem definidos
(piramide medular e tecido cortical recobrindo a sua base e lados) e l6bulos
preservados. Os glomérulos (corpusculo de Malpighi) também estavam preservados,
inclusive numericamente, envolvidos por fina capsula de Bowman, e o tufo capilar
sustentado por delicado meséangio (Figura 6A), fazendo relacdo com a arteriola renal
e tubulos contorcidos proximais (Figura 6B).

Em relacdo a dose de 25 mg/kg de HE-03, no menor aumento (100x) pode-se
observar as distintas zonas renais pela nitida diferenca de coloracéo e distribuicao de
estruturas tubulares. O cortex, mais interno, fortemente eosinofilico pela abundancia
de tubulos contorcidos proximais e corpusculos renais, e a medula, mais externa, de
coloragdo menos intensa, devido ao grande nimero de tubulos coletores com lumens
mais amplos (Figura 6C).

Na observacdo em maior aumento (400x) dos rins dos animais tratados com 25
mg/kg de HE-03 pode-se observar com mais detalhes todas as estruturas presentes

nestas duas zonas renais. Os glomérulos apresentavam-se bem distribuidos e
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uniformes, envolvidos por fina capsula de Bowman e tufo capilar sustentado por
delicado mesangio, descartando caracteristicas de glomerulonefrite. Os tubulos
contorcidos proximais abundantes, proximos aos glomérulos, apresentavam epitélio
cubico preservado e citoplasma fortemente eosinofilico que diferenciava-se dos
tubulos contorcidos distais, com menor eosinofilia citoplasmatica e [limen mais amplo
(Figura 6D). Os tubulos coletores com Iimen bem visiveis apresentavam-se com
epitélio simples cubico a colunar baixo distribuidos entre os segmentos delgado e
espesso da alca de Henle e diversos capilares sanguineos (Figura 6E). Nao foram
observadas &reas de necrose tubular, apenas a presenca em algumas éareas de
infiltrado inflamatario linfo-histiocitario perivascular (Figura 6F).
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Figura 6 — Figuras representativas da histopatologia dos rins dos diferentes grupos experimentais: (A)
Controle - Glomérulo preservado envolvido por capsula de Bowman com tufo capilar sustentado por delicado
mesangio; (B) 5-FU (25 mg/kg) - Glomérulo preservado envolvido por capsula de Bowman com tufo capilar
sustentado por delicado meséangio e sua relacdo com arteriola renal e tibulos contorcidos proximais. (C) HE-
03 (25 mg/kg) — Zona cortical e medular (HE 100x); (D) HE-03 (25 mg/kg) - Glomérulo de Malpighi, tabulo
contorcido proximal (seta vermelha) e distal (seta amarela) (HE 400x); (E) HE-03 (25 mg/kg) - Regido medular
- thbulos coletores (HE 400x); (F) HE-03 (25 mg/kg) - Infiltrado inflamat6rio perivascular (HE 400x).
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Ao exame microscopico, os figados dos animais do grupo controle
apresentaram arquitetura do tipo lobular, com veias hepaticas terminais de paredes
finas, presenca de inflamacgéo sinusoidal leve e auséncia de fibrose parenquimatosa
(Figura 7A). No seio do lobulo, identificou-se discreto infiltrado inflamatério
linfoistiocitico coincidente com focos de necrose, em raros sitios (Figura 7B). De modo
geral, os hepatécitos estavam normais, isomorfos e os referidos focos de necrose
parenquimatosa foram vistos, nas zonas lll (Figura 7C). Havia portite linfoistiocitaria
discreta, de natureza reacional, na auséncia de atividade periportal e perisseptal.

As mesmas caracteristicas foram observadas para os animais tratados com o
5-FU. Neste grupo, em adicdo, observou-se uma atividade periportal e perisseptal
caracterizando discreta necrose em “saca-bocado” (pequenas areas de hepatocitolise
e inflamacédo, em poucos espacos portais) (Figura 7D), atividade parenquimatosa com
necrose focal de hepatocitos circundados por agregados linfohistiociticos, em
numerosos sitios (Figura 7E) e fendmenos hepatocelulares de poliploidia (Figura 7F).

A histologia dos figados dos animais tratados com HE-03 (25 mg/kg) mostrou
alteracdes histolégicas reacionais, focais, minimas. Os hepatocitos isomorfos
encontravam-se organizados em corddes, direcionados para as veias hepéticas
centrolobulares, e entre estes corddes, os sinusoéides hepaticos, de paredes delgadas
com a presenca frequente da célula de Kupffer com morfologia preservada. Os
espacos portais encontravam-se regularmente distribuidos, cuja matriz apresentava a
triade portal de Glisson composta de um ramo da artéria hepatica, um ramo da veia
porta e um ducto biliar (Figura 8A). Em maior aumento pode-se observar a morfologia
poligonal tipica dos hepatdcitos e nucleo evidente. Em nenhuma area foi observada
necrose hepatocelular.

Foi observado, em algumas 4&reas, discreto infiltrado inflamatério linfo-
histiocitario perivascular e subcapsular (Figura 8B e 8C) e a presenca de degeneracao
gordurosa caracterizado pela presenca de micro e macrogoticulas lipidicas no
citoplasma de alguns hepatocitos, tornando seu citoplasma esbranquicado (Figura 8D
e 8E).

Nas laminas coradas com tricromico de masson pode-se confirmar a auséncia
de fibrose no espaco subcapsular e na triade portal que apresentava discreta
coloragéo azulada devido a presenca de fibras coladgenas caracteristico da capsula e

da parede vascular (Figura 8F).
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Figura 7 — Figuras representativas da histopatologia dos figados dos diferentes grupos experimentais: (A)
Controle — Veia hepética terminal com parede fina e permeéavel aos sinuséides; (B) Controle — Espaco
portal com triade vasculobiliar; (C) Controle — Infiltrado linfoistiocitico na zona lll; (D) 5-FU (25 mg/kg) -
Discreta necrose em “saca- bocado”; (E) 5-FU (25 mg/kg) — Regeneracao hepatocelular poliploide; (F) 5-
FU (25 mg/kg) — Afluxo linfoistiocitico moderado comprometendo o espaco portal. Hematoxilina-eosina: A,
C, D e E (x 400); B e F (x 100).

79



SOUSA, T. K. G.

: ST Rl §
(¢ N o : "' i
» . ‘w,‘,.yle{ ,“ ,b
a'-..‘ { ﬁ :

Figura 8 — Figuras representativas Histopatologia dos figados dos animais tratados com HE-03: (A) HE-
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03 (25 mg/kg) — Arquitetura Hepética preservada com espaco porta e cordées hepaticos (HE 100 x); (B)
HE-03 (25 mg/kg) — Infiltrado inflamatério perivascular (HE 100x); (C) HE-03 (25 mg/kg) — Infiltrado
inflamatério privascular (HE 400x); (D) HE-03 (25 mg/kg) — Degeneracao gordurosa micro e
macrogoticular (HE 100x); (E) HE-03 (25 mg/kg) — Degeneracdo gordurosa micro e macrogoticular (HE
400x); (F) HE-03 (25 mg/kg) — Espaco porta (Tricrdmico de masson 100x).
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5.4 Avaliagdo da genotoxicidade

Para avaliar o possivel efeito genotoxico in vivo do HE-03 foi realizado o ensaio
do microndcleo, cujo resultado € apresentado na Tabela 6.

Como esperado, o tratamento com ciclofosfamida induziu um aumento na
frequéncia de eritrécitos micronucleados (14,5 + 2,6) em comparagdo com o controle
(4,0 £ 0,5).

Todavia, o tratamento dos animais com a dose de 2000 mg/kg de HE-03 né&o
induziu aumento na frequéncia de eritrcitos micronucleados (3,3 £ 0,4) no sangue

periférico quando comparados ao grupo controle (4,0 = 0,5).

Tabela 6 - Frequéncia de eritrocitos micronucleados em sangue periférico de camundongos tratados

com HE-03 (2000 mg/kg) e ciclofosfamida (50 mg/kg), via i.p.

Grupos Dose (mg/kg) NUmero de
células micronucleadas

Controle - 40+0,5

Ciclofosfamida 50 14,5+ 2,62

HE-03 2000 3,304

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisado aos pares por teste

T de Student ndo paramétrico (Mann-Whitney). 2p < 0,05 comparado ao controle.
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6 DISCUSSAO

Todos os anos, milhdes de pessoas séo diagnosticadas com cancer. De acordo
com a Sociedade Americana de Cancer, as mortes decorrentes por essa enfermidade
constituem 2% a 3% das mortes anuais registradas em todo o mundo, o que
corresponde a aproximadamente 3,5 milhdes de pessoas por ano (FOUCHE et al.,
2008; UNNATI et al., 2013).

Véarias modalidades de tratamento podem ser utilizadas, isoladamente ou em
combinagao. No entanto, apesar da diversidade de tratamentos e de sua evolugéo
nas ultimas décadas, estes apresentam muitas vezes eficacia limitada. Além disso, o
desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais, bem como o
aparecimento de efeitos indesejaveis graves, sédo fatores limitantes adicionais da
terapia atual (QI et al., 2010; HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010; WANG et al.,
2012; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

Diante disso, pesquisas vém sendo feitas com o intuito de desenvolver
medicamentos adequados para o tratamento do cancer, que sejam efetivos, seletivos
e com um minimo de efeitos toxicos (GEORGAKI et al., 2009; AZADMEHR et al.,
2011; UNNATI et al., 2013).

Nos Uultimos anos a importancia dos organismos vegetais como fontes
produtivas de substancias anticancerigenas e outras atividades biologicas reativaram
interesses sociais e econdbmicos, superando obstaculos na constru¢cdo de cenario
crescente, estimulando, inclusive, a percepcéo das liderancas industriais empenhadas
na fabricacdo de produtos sintéticos (BRAZ FILHO, 2010).

Espécies da familia Piperaceae, especialmente do género Piper, tém
importancia comercial, econémica e médica (GUTIERREZ; GONZALEZ; HOYO-
VADILLO, 2013). Piperina, o primeiro alcaloide amida identificado nesse género,
apresenta uma diversidade de atividades biologicas, dentre elas, antitumoral e
antimetastatica (DOGRA; KHANNA; SHANKER, 2004; GUTIERREZ; GONZALEZ;
HOYO-VADILLO, 2013).

No entanto, apesar dos importantes efeitos, a toxicidade in vivo da piperina é
um fator limitante do seu uso, 0 que estimula os quimicos sintéticos a produzirem
diferentes analogos desta molécula, com o objetivo de potencializar seus efeitos e

minimizar a sua toxicidade.
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Sendo assim, o presente trabalho objetivou investigar a possivel atividade
antitumoral, bem como a toxicidade do 2-oxo-2-(4-etilamina)-piperinoato de etila, um
analogo sintético da piperina. Para tanto, primeiramente investigou-se sua toxicidade
in vitro, por meio da avaliagdo da atividade citotoxica em eritrocitos de camundongos
Swiss.

A investigacdo da citotoxicidade em linhagens de células ndo tumorais é
importante, pois o tecido normal e o tumoral podem exibir sensibilidade semelhante
ao farmaco, apresentando uma estreita ou ausente janela terapéutica. Assim, a
concentragéo que for efetiva para células tumorais afetard também as células normais,
danificando o tecido (HOFMANN, 2008; YOUNG; SIMMONS, 2014).

Os eritrécitos, células vermelhas do sangue desprovidas de organelas, sdo o
tipo de célula mais abundante no corpo dos mamiferos (SIEMS; SOMMERBURG,;
GRUNE, 2000; FOLLER et al., 2013). Sua estrutura e simplicidade funcional tornam
um modelo celular conveniente que é particularmente til para estudos de toxicidade
(TAMBORENA et al., 2013). Essas células ttm uma membrana delicada, que pode
ser significativamente alterada por interacdbes com medicamentos, favorecendo a
liberacdo de hemoglobina, processo este denominado de hemodlise (AKI;
YAMAMOTO, 1991; BEZERRA et al., 2005; FOLLER et al., 2013).

Efeitos citotoxicos de diferentes compostos podem estar relacionados com
danos a membrana celular ou alteracbes em sua permeabilidade (HADNAGY;
MARSETZ; IDEL, 2003; YOUNG; SIMMONS, 2014). Especialmente em relacdo aos
eritrécitos, sabe-se que diferentes antineoplasicos, tais como bleomicina, ciclosporina,
cisplatina, mitomicina-C podem acentuar a anemia, caracteristica da maioria dos
pacientes com cancer, por induzir hemolise (WU et al., 1997).

Diante disso, conclui-se que a estabilidade mecanica da membrana dos
eritrocitos € utilizada para avaliacao da citotoxicidade de uma droga em estudo frente
células ndo tumorais do organismo, fornecendo indicios para uma possivel toxicidade
in vivo (AKI; YAMAMOTO, 1991; SHARMA; SHARMA, 2001). Eritrocitos também
fornecem um modelo preliminar para o estudo de efeitos protetores e toxicos de
substancias ou situacdes associadas ao estresse oxidativo, sendo um possivel
indicador desse tipo de dano as células ndo tumorais in vivo (APARICIO et al., 2005;
LEXIS; FASSETT; COOMBES, 2006; FOLLER et al., 2013). Este ensaio permite

avaliar o potencial da droga teste em causar lesées na membrana plasmatica da
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célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total (COSTA-LOTUFO et al.,
2010).

O resultado obtido a partir do ensaio de citotoxicidade em eritrocitos de
camundongos Swiss mostrou que o HE-03 induziu pequeno percentual de hemolise
até a maior concentracado testada (1250 ug/mL), o que indica que o HE-03 apresenta
baixa toxicidade frente a eritrocitos, células estas comumente afetadas nos
tratamentos com agentes antineoplasicos. Este resultado corrobora com os achados
na literatura que mostram que a piperina também néo induz hemdélise em eritrécitos
de camundongos, até a concentracao 200 pg/mL, o que levou os autores a concluirem
que sua citotoxicidade ndo esta relacionada a danos na membrana (BEZERRA et al.,
2005).

Os agentes antineoplasicos apresentam indice terapéutico estreito, significativa
toxicidade e exercem efeitos secundarios graves, que comprometem a saude e a
qualidade de vida dos pacientes, por isso, a busca por novas drogas com maior
poténcia quimioterdpica e que desenvolvam menos efeitos toxicos é constante
(PAVELIC, 2014).

A investigacdo dos efeitos in vivo do HE-03 iniciou-se com o teste toxicoldgico
pré-clinico agudo, uma vez que a pesquisa com um novo produto, para que seja aceito
e escolhido na prética clinica como um agente terapéutico, deve apresentar estudos
toxicoldgicos pré-clinicos capazes de proporcionar aos pesquisadores clinicos alguma
seguranca sobre as doses potencialmente toxicas em animais de laboratorio, além
das provas de eficacia que deve demonstrar. Assim, os estudos pré-clinicos séo
essenciais para dar embasamento a administracdo de novos medicamentos em seres
humanos (PORTUGAL, 2012).

O ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo permite conhecer o indice de letalidade,
a forma de morte produzida pelo excesso do produto em teste e os érgaos alvo, as
alteracbes comportamentais e os sinais que precedem a morte (ALMEIDA, 2006;
ANVISA, 2013).

Um dos parametros de toxicidade é a DLso, caracterizada como a dose Unica
de uma substancia capaz de provocar a morte de 50% dos animais experimentais,
justificando a escolha de doses seguras a serem utilizadas para os experimentos de
atividade antitumoral in vivo subsequentes (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949; EATON;
GILBERT, 2008; MAHMOOD et al., 2010; ALGARIRI et al., 2014), pois, se uma
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substancia tem DLso trés vezes maior que a dose minima efetiva, ela pode ser
considerada uma boa candidata para estudos posteriores (KRETTLI; ADEBAYO,;
KRETTLI, 2009; MOHAMMED; ERKO; GIDAY, 2014).

No entanto, o atual guia da Anvisa, que dispde sobre os ensaios de toxicidade
pré-clinica de novos candidatos a farmacos, descreve que ndo Sao necessarios
estudos para o calculo preciso da DLso. Todavia, devem ser utilizados métodos
alternativos que empregam um menor numero de animais mas que fornecem
estimativa do valor da DLso de uma determinada amostra (ANVISA, 2013).

O ensaio toxicologico pré-clinico agudo foi realizado com o HE-03, em
camundongos submetidos as doses de 300 e 2000 mg/kg, pela via intraperitoneal.
Almeida et al. (2006) descreveram um protocolo com uma metodologia simples para
triagem farmacologica de extratos, substancias, dentre outros produtos, com possiveis
atividades estimulantes e depressoras no Sistema Nervoso Central (SNC) e autobnomo
(SNA), avaliadas através de um elenco de comportamentos pré-estabelecidos. A
triagem farmacologica comportamental detecta, qualitativamente, algumas acdes
importantes, sendo um teste preliminar de facil execucdo (ALMEIDA et al., 2006;
ANVISA, 2013).

Considerando que substancias que tém DLsp maior que 2000 mg/kg sao
consideradas de baixa toxicidade (ALGARIRI et al., 2014; KHATIK et al., 2014), pode-
se inferir que HE-03 apresenta baixa toxicidade aguda em camundongos. Essa
informacédo € corroborada pelo fato de que ndo houve morte de nenhum animal
experimental e as alteracbes em nivel de SNC e SNA foram revertidas apo6s 30
minutos de administracdo, sendo consideradas portanto, sem importancia clinica.
Esse resultado mostra que o HE-03 apresenta menor toxicidade quando comparado
com a piperina, que apresentou elevada toxicidade nos ensaios de toxicidade aguda
em camundongos, ratos e hamsters, e subaguda em ratas (PIYACHATURAWAT,
GLINSUKON; TOSKULKAO, 1983).

No estudo de toxicidade aguda realizado por Piyachaturawat e colaboradores
(1983), a DLso obtida para a piperina em camundongos foi em torno de 15,1 mg/kg
(i.v.), 43 mg/kg (i.p.), 400 mg/kg (i.m.), 200 mg/kg (s.c.) para machos e 60 mg/kg (i.p.)
para fémeas; em ratas, a DLso foi 33,5 mg/kg (i.p.), no entanto essa toxicidade foi
diminuida apos administragdo intragastrica (i.g.), para a qual foi obtida uma DLso de

514 mg/kg. Em hamsters fémeas, a DLso foi em torno de 105 mg/kg (i.p.). A maioria
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dos camundongos tratados com piperina i.p. e i.g. morreram em até 14 minutos apos
a administracao, porém, quando tratados pelas vias i.m. e s.c. sobreviveram até quatro
horas. Ainda, foram observadas varias alteracbes em nivel de SNC, dentre elas
excitacao, hiperatividade e convulsdo. Nas outras espécies, houve morte dos animais
em até 12 horas ap6s a administracdo (PIYACHATURAWAT; GLINSUKON;
TOSKULKAO, 1983).

O ensaio de toxicidade subaguda foi realizado em ratas com a piperina nas
doses de 250, 350 e 500 mg/kg (i.g.), no qual foi possivel observar que os animais
sobreviveram apenas até trés dias ap0s a administracdo. No entanto, o tratamento
com a dose de 100 mg/kg ndo produziu morte nos animais durante todo o experimento
(sete dias). No exame histopatolégico da dose de 500 mg/kg, foi detectado grave
hemorragia no trato gastrointestinal, hemorragia e necrose nas células do trato
urinario e nas glandulas adrenais (PIYACHATURAWAT; GLINSUKON; TOSKULKAO,
1983).

Uma vez realizada a avaliacdo toxicologica inicial foi possivel determinar as
doses farmacoldgicas seguras para prosseguir com o estudo, investigando a atividade
antitumoral do HE-03 in vivo.

Para os ensaios in vivo, utilizou-se a linhagem de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich, um adenocarcinoma mamario murino, transplantavel e que tem sido bastante
utilizado como modelo de neoplasia experimental in vivo, para investigar os efeitos
antineoplasicos de muitas substancias ou compostos (VINCENT; NICHOLLS, 1967
apud VIEIRA et al., 2010).

Apo6s nove dias de tratamento com HE-03 todos os parametros analisados
(volume e massa tumoral, viabilidade e total celular) reduziram significativamente nas
doses de 12,5 e 25 mg/kg, caracterizando uma atividade inibitéria do crescimento
tumoral. O tratamento com a dose de 6,25 mg/kg reduziu significativamente apenas a
viabilidade e o total celular.

Considerando estes os parametros mais importantes na avaliagdo da atividade
antitumoral no modelo experimental de carcinoma de Ehrlich, pode inferir que HE-03
apresenta potente atividade antitumoral nas doses avaliadas.

Alguns alcaloides do género Piper, como a piperina, a piplartina e a
piperlonguminina, séo descritos na literatura por apresentarem significativa atividade

antitumoral in vivo frente a linhagem celular sarcoma 180, nas doses de 25 mg/kg
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(piperlonguminina) e 50 mg/kg (piperina e piplartina) (BEZERRA et al., 2006;
BEZERRA et al., 2008). Em combinagéo com o 5-FU (10 mg/kg), piperina (50 mg/kg)
e piplartina (50 mg/kg), apresentaram atividade antitumoral in vivo frente a essa
mesma linhagem celular, sendo que somente a piplartina teve sua atividade
antitumoral potencializada quando combinada com este antineoplasico (BEZERRA et
al., 2008). Outros experimentos in vivo mostraram que a piperina apresenta atividade
em modelo de carcinoma solido (1,14 mg/dose/animal; i.p.) e ascitico de Ehrlich (1,14
mg/dose/animal; i.p.), sendo que neste ultimo o Unico parametro avaliado foi o
aumento da sobrevida dos animais (SUNILA; KUTTAN, 2004).

Ainda, a piperina inibiu metastase pulmonar (PRADEEP; KUTTAN, 2002),
como também citocinas pro-inflamatorias expressas em células B16F-10 de
melanoma, resultando em atividade antimetastatica, apresentou atividade citotéxica
em células de carcinoma mamario 4T1 (PRADEEP; KUTTAN, 2004; LAl et al., 2012),
em células HRT-18 (adenocarcinoma retal humano) (YAFFE et al., 2013), bem como
induziu apoptose via mitocondiral em células A549 de cancer de pulméo (LIN et al.,
2014).

A piplartina apresentou atividade antitumoral in vitro frente KB (carcinoma
nasofaringeo), P-388 (leukemia linfocitica) e HT-29 (carcinoma de colon) (DUH; WU,
WANG, 1990; BEZERRA et al., 2005).

O 5-fluorouracil (5-FU), um dos farmacos mais utilizados na quimioterapia do
cancer, tem um importante papel no tratamento de neoplasias gastrointestinais,
carcinoma de cabeca e pescoco (STEGER; HAUTMANN; KOLBL, 2012), cancer de
célon e mama (PETERS; KOHNE, 1999; ROQUE; FORONES, 2006). E agente
antimetabdlito que possui uma uracila fluorada em que o atomo de hidrogénio da
posicédo 5 foi substituido pelo &tomo de flior (KOROLKOVAS, 2010). Seu mecanismo
inclui inibicdo da timidilato sintase (TS) pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato
(FAUMP), incorporacao de 5-fluorouridina-5'-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporacao
do 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FdAUTP) ao DNA. A inibicdo da TS, uma
enzima importante na sintese de pirimidina, resulta na deplecédo 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 € um antineoplasico, da

classe dos antimetabdlitos, que interfere com o processo de replicacdo celular.
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Incorporacdo do 5-FU ao RNA também tem sido relatada a sua acgdo citotoxica
(NOORDHUIS et al., 2004).

Uma das principais maneiras de se estudar mecanismo de acdo de farmacos
antineoplasicos é por meio da analise do ciclo celular, investigando se o farmaco induz
parada do ciclo e em qual fase isto acontece (ALMEIDA et al., 2005; XIAO et al., 2011).
A regulacao de suas fases é um processo diretamente relacionado com a geracao e
desenvolvimento de neoplasias (XAVIER; CALDEZ; KALDIS, 2014). Em resposta a
danos celulares, o progresso do ciclo pode ser interrompido nos pontos de checagem,
que servem para manter a integridade gendmica, inibindo a sintese do DNA para que
seja reparado, ou induzindo a morte celular (YE et al., 2003; ALEXANDRE et al.,
2014). No caso de células tumorais, elas sdo incapazes de parar nos pontos de
checagem, desregulando assim o ciclo celular (XAVIER; CALDEZ; KALDIS, 2014).

Com o intuito de estudar os mecanismos moleculares envolvidos na atividade
antitumoral apresentada pelo HE-03, a distribuicdo das células nas diferentes fases
do ciclo celular foram investigados.

HE-03 quando administrado na dose de 12,5 mg/kg induziu um aumento do
pico sub-G1, que foi acompanhado por uma reducdo na quantidade de células nas
fases GO/Gl e S.

As células em apoptose apresentam uma reducdo na marcacao do DNA apos
utilizacao de diferentes fluorocromos, como o iodeto de propideo, que tem sido usado
para deteccdo desse processo de morte de celular. Dessa forma, o aparecimento de
células com DNA com menor marcacdo do que aquele das células em G0/G1, o qual
representa o pico Sub-G1, tem sido considerado como um biomarcador de dano no
DNA, e o aparecimento deste pico esta relacionado com a presenca de morte por
apoptose. Varias observagdes indicam que a diminuicdo na marcacdo do DNA,
observado em células em apoptose, € consequéncia da perda parcial de DNA dessas
células, devido a ativacdo de endonucleases enddgenas e liberacdo subsequente de
fragmentos de DNA de baixo peso molecular a partir da célula, antes da andlise por
citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ et al., 1992; WANG et al., 2011).

Esse resultado sugere um maior efeito citotoxico de HE-03 quando
administrado na maior dose, indicando morte celular subsequente a uma parada do
ciclo celular (HANSAKUL et al., 2014). Esse efeito antiproliferativo corrobora com o

aumento da percentagem de células mortas (ALEXANDRE et al., 2014).
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Coincidindo com esse resultado, é relatado na literatura, apesar de ser por um
mecanismo diferente, que a piperina também age interferindo no ciclo celular por
induzir parada na fase GO/G1, com consequente inibicdo da proliferacdo celular de
cancer de prostata humano (OUYANG et al., 2013) e em células de cancer retal HRT-
18 (YAFFE et al.,, 2013). Portanto, estudo adicionais devem ser realizados para
caracterizar os efeitos do HE-03 no ciclo celular.

Angiogénese, processo onde ocorre 0 crescimento de novos vasos sanguineos
para fora dos capilares pré-existentes, com a finalidade de apoiar as necessidades
metabolicas das células, fornecendo nutrientes e oxigénio (GRIFFIOEN; MOLEMA,
2000; POTENTE et al, 2011; GRIFFIOEN; THIJSSEN, 2014), é necesséria durante o
crescimento dos tecidos e remodelacdo (PORTUGAL, 2012; MUNARON, 2014), além
de ser passo fundamental para o crescimento de tumores e metastases (AGRAWAL
et al., 2011).

Nos ultimos anos, a terapia antiangiogénica é tida como uma nova alternativa
a terapia convencional do cancer, ou ainda como uma terapia complementar,
mostrando uma variedade de formas que impedem a angiogénese tumoral, devido ao
notavel sucesso em ensaios pré-clinicos e clinicos (CRAWFORD; FERRARA, 2009;
CRISTINA et al., 2014). Assim, as terapias antiangiogénicas estdo sendo utilizadas
como forma de inibir o fornecimento de nutrientes e oxigénio para os tumores (YANG
et al., 2014).

O tratamento com HE-03 nas dose de 6,25 e 12,5 mg/kg, reduziu
significativamente a capacidade angiogénica no modelo tumoral estudado,
corroborando com a atividade antitumoral apresentada pela substancia. Esse
resultado sugere que o mecanismo de acdo antitumoral do HE-03 envolve, pelo
menos parcialmente, um efeito antiangiogénico. Esse dado corrobora com o efeito
antiangiogénico apresentado pela piperina, que inibe varios aspectos do processo
angiogénico in vitro (100 uM), como a migragéao e proliferagao de células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVEC) e a fosforilacdo do fosfatidilinositol-3-cinase
(PI3K)/AKT, vias que estdo envolvidas na promocao da angiogénese (SOMANATH et
al., 2006), bem como induz a supressédo da angiogénese induzida por células de
cancer de mama (MDA-MB-231) ex vivo (50 uM) (DOUCETTE et al., 2013). Esses

resultados mostram a necessidade da realizagc&o de estudos adicionais com o HE-03,
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com o objetivo de identificar qual (is) alvo (s) molecular (es) estdo envolvidos nesse
efeito.

A avaliacdo da toxicidade de uma droga com potencial antitumoral é muito
importante, uma vez que muitos dos tratamentos utilizados na terapia do cancer tém
efeitos colaterais indesejaveis sobre as células ndo tumorais. Toxicidade é um evento
complexo expresso em um largo espectro de efeitos, que variam desde a morte celular
até mudancas metabdlicas complexas como neuro, hepato e/ou nefrotoxicidade, onde
nao ha morte celular necessariamente, mas sim alteracées funcionais (EISENBRAND
et al., 2002), sendo assim, a avaliagdo de diferentes parametros em um estudo de
toxicidade é fundamental para caracterizar os possiveis efeitos toxicos da amostra em
estudo.

Assim, foi realizada também a investigacao de possiveis efeitos toxicos do HE-
03 nas doses farmacologicas testadas durante o experimento de avaliagcdo da
atividade antitumoral in vivo, que foi caracterizado por doses repetidas ao longo de
nove dias. Esse ensaio permite avaliar os efeitos téxicos produzidos pelo acumulo da
substancia no organismo.

Assim, alguns parametros podem ser avaliados nos estudos de atividade
antitumoral in vivo para investigar a toxicidade do HE-03 nos animais, como por
exemplo, consumo de agua e de racao, bem como a evolugéo ponderal. Foi observado
gue ndo houve alteracdo nesses parametros nos animais tratados com o HE-03.
Entretanto, os animais tratados com o 5-FU, utilizada como droga padrao, tiveram uma
reducao significativa no peso corporal sem redugcéo no consumo de ragéo. Este efeito
corrobora com os efeitos adversos ja relatados na literatura para este antineoplasico,
como anorexia, que esta diretamente associada a desnutricdo e a perda de peso,
sendo este Ultimo tipicamente associado a toxicidade. Praticamente todas as drogas
antineoplasicas utilizadas na clinica médica causam alteragfes gastrointestinais
(TALMADGE; FIDLER, 2010; OLIVEIRA et al.,, 2010), porém, os resultados
preliminares indicam que HE-03 n&o interfere nesse sistema.

O figado é o 6rgao de detoxificacdo dos mamiferos e os rins 0 6rgédo excretor
mais importante, e ambos sdo susceptiveis a acdo de drogas antineoplasicas
(BEZERRA et al.,, 2008; MALKANTHI; PATERSON; BARNES, 2014). Como
exemplos, pode-se citar disfun¢des hepaticas induzidas por mitamicina e toxicidade
renal causada por docetaxel (BEZERRA et al., 2008).
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Os rins, 6rgdo que constitui o sistema de filtragdo do organismo, filtram
aproximadamente 190 litros de sangue por dia, eliminando residuos e excesso de
liquido na forma de urina. Além disso, regulam o equilibrio hidrico, acido-basico e
eletrolitico do organismo e outros elementos quimicos do sangue (sodio, potassio,
foésforo e célcio), eliminam medicamentos, toxinas e produtos de degradacéo,
participam de fungbes hormonais e atuam na regulagéo da pressao arterial (CURY;
BRUNETTO; AYDOS, 2010; CRUZ; DA CUNHA; SOUZA, 2014).

Assim, 0s rins € 0 0rgdo excretor e osmorregulador mais importante do
organismo (HENRY, 2008). A alteracdo da funcdo renal é uma das consequéncias
mais comuns de toxicidade medicamentosa decorrente da excrecéo inadequada dos
medicamentos ou de seus metabdlitos (HENRY, 2008). Véarios farmacos séo capazes
de causar lesGes nefrotdxicas. Estudos apontam esses efeitos indesejados em
animais e humanos de substancias como ainti-inflamatorios néo esteroidais,
antimicrobianos do tipo aminoglicosideos, cefalosporinas e tetraciclinas e varios
antineoplasicos utilizados atualmente na clinica médica, como 0 metotrexato,
docetaxel, cisplatina, dentre outros (PFALLER; GSTRAUNTHALER, 1998; BEZERRA,
2008; KOROLKOVAS, 2010).

Os compostos nitrogenados néo protéicos (NPN) sédo formados no organismo
como resultado do catabolismo de &cidos nucléicos, aminoacidos e proteinas.
Concentragdes elevadas dos principais componentes NPN (ureia, creatinina e acido
arico) ocorrem em decorréncia da diminuicdo da funcdo renal (PFALLER;
GSTRAUNTHALER, 1998). Desse modo, a avaliacdo da funcédo renal pode ser
realizada por meio da determinacdo das concentragdes sanguineas de ureia e
creatinina.

A ureia é um produto de degradacdo do metabolismo dos aminoacidos
produzida a partir da aménia no ciclo da ureia hepéatica (GROSS; WEHRLE;
BUSSEMAKER, 1996) e constitui a forma como o organismo elimina o nitrogénio
dessas moléculas, sendo sua eliminagéo principalmente através dos rins (PEREIRA,
1998). E filtrada liviemente pelo glomérulo, mas no é reabsorvida nem secretada
ativamente, sendo portanto, um fraco preditor da taxa de filtracdo glomerular (TFG),
pois 40 - 70% retornam para o plasma por um processo de difusdo passiva, que é
dependente do fluxo urinario. Logo, a estase urinaria leva a um maior retorno de ureia

ainda nos tubulos renais e a uma subestimacéo da TFG calculada pelo clearance de
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ureia (SODRE; COSTA; LIMA, 2007). Dessa forma, tem sido recomendado que a
aplicabilidade das determinac¢des da ureia no soro € significativamente potencializada
guando os resultados da ureia sdo considerados juntamente com os resultados das
determinacdes da creatinina (HENRY, 2008).

J& a creatinina, por sua vez, € um produto do catabolismo da creatina presente
no tecido muscular. Essa substancia so6 € excretada pela via renal. Também é filtrada
livremente pelos glomérulos, mas ndo é reabsorvida e nem reaproveitada pelo
organismo (BRENNER; LEVINE, 2004). Seus niveis séricos elevados estao
associados com uma reducdo da taxa de filtragdo glomerular e, portanto, distlrbios
renais (HENRY, 2008). A concentragdo sérica de creatinina € o marcador mais
utilizado para determinar a magnitude de lesdo renal na pratica diaria (ATAEI et al.,
2014), uma vez que a queda da filtragcdo glomerular com consequente elevacao da
taxa de creatinina plasmatica implica na perda da fungéo renal (BERNE; LEVY, 2006).

Dentro desse contexto, ao ocorrer falha renal, produtos de degradacéo do
metabolismo, que seriam eliminados pelos rins, particularmente substancias
nitrogenadas como a ureia e a creatinina, se acumulam levando a um aumento dos
seus niveis sanguineos (HENRY, 2008).

Os animais tratados com HE-03 na dose de 6,25 mg/kg apresentaram um
aumento significativo na concentracéo sérica de ureia, sugestivo de disfuncao renal
(BASTA; SCHMIDT; DE CATERINA, 2004; LI et al., 2015). No entanto, esse resultado
de forma isolada néo tem relevancia toxicolOgica, pois ndo foram evidenciados danos
renais no exame histopatolégico, mostrando que a integridade do tecido renal
permaneceu preservada apos o tratamento com a substéncia. Além disso, nao
observou-se alteracdes nos niveis séricos de creatinina nos grupos tratados com HE-
03, e como dito anteriormente, a principal utilidade clinica da ureia esta na
determinag&o em conjunto com a creatinina (SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

O figado € o maior e mais complexo dos orgaos internos, envolvido com a
sintese de proteinas plasmaticas, lipidios e lipoproteinas, mas também tem fungéo na
reserva de energia e sintese de varios horménios. Além disso, exerce papel
fundamental no metabolismo de nutrientes e é responsavel pela biotransformacéo de
drogas e produtos quimicos, bem como de outros compostos potencialmente toxicos,
podendo causar lesbes hepaticas (ABDULRAHMAN et al., 2014; MALKANTHI,
PATERSON; BARNES, 2014). Ainda, o figado possui a capacidade Unica de se
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regenerar apos ferimento (WASHABAU; CHAPTER, 2013). Dessa forma, assim como
os rins, o figado € um 6rgao susceptivel aos efeitos dos antineoplasicos.

O figado é o 6rgdo que apresenta maior susceptibilidade a efeitos toxicos,
provavelmente devido a dois fatores importantes: i) a sua posicao anatémica, que 0
torna mais vulneravel e, ii) o seu préprio determinismo funcional, que condiciona maior
concentracédo celular, ndo apenas dos compostos a serem transformados, como
também dos metabdlitos resultantes (VASCONCELOS et al., 2007). Varias afeccoes
hepaticas distintas podem ser desencadeadas pelo uso de drogas e xenobidticos,
incluindo hepatite aguda e crénica, hepatite fulminante, cirrose hepética, doencas
hepéticas colestaticas, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, distlrbios
vasculares do figado e tumores hepéaticos (BITTENCOURT, 2011).

Dentre os parametros bioquimicos utilizados, as provas de funcdo hepatica
desempenham importante interesse, pois diversas substancias sdo extensamente
biotransformadas pelo figado (HENRY, 2008).

Como células metabolicamente complexas, 0s hepatdcitos contém
concentracdes elevadas de inUmeras enzimas. Com a lesdo hepatica, estas enzimas
podem extravasar para o plasma e podem ser Uteis para o diagnéstico e
monitoramento da lesdo hepatica (HENRY, 2008; BRANCO, 2009). Os principais
marcadores de lesdo celular hepatica séo as enzimas citoplasmaticas e mitocondriais,
gue nao sao especificas dos hepatécitos, e podem estar aumentadas com lesao em
outros 6rgaos; todavia, as hepatopatias sdo a causa mais comum de elevacdo. As
enzimas citoplasmaticas incluem a lactato desidrogenase (LDH), a aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As enzimas mitocondriais,
como a isoenzima mitocondrial da AST, séo liberadas mediante o dano mitocondrial.
As enzimas sdo liberadas pelos hepatécitos por meio de uma variedade de
mecanismos, 0s quais determinam o padrao de elevacéo enzimética (HENRY, 2008).

Por definicdo, as transaminases sdo enzimas que catalisam a interconversao
de aminoacidos e alfa-ceto-acidos por transferéncia do grupo amino (SHARON;
CENTER, 1995). A enzima AST é encontrada em ordem decrescente no figado
(mitocondria e citoplasma), musculos do coracdo e esqueléticos, rim, ceérebro,
pancreas, pulmdo e células vermelhas do sangue (eritrocitos) (JORGE, 2006;
FONSECA, 2009).
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Torna-se notério que a AST ndo é uma enzima especifica do figado. Quando
orgdos sédo lesados (necrose do tecido), ha liberacdo da AST para o soro, sendo ela
guantificada através de exames bioquimicos. Como ndo ha um método laboratorial
para saber qual a origem da AST encontrada no sangue, o diagndéstico da causa do
seu aumento deve levar em consideragéo a possibilidade de lesdo em qualquer um
dos 6rgdos onde é encontrada (JORGE, 2006; FONSECA, 2009). Por sua vez, a
enzima ALT apresenta concentracdes elevadas apenas no figado (citoplasma), sendo
a sua avaliacdo a mais util na investigacao das doencas do 6rgéao. A enzima € liberada
pelo figado apds a destruicao do tecido hepético e encontrada rapidamente no sangue
(FONSECA, 2009).

Apesar da administracdo do HE-03 nos animais experimentais nao ter induzido
alteracdo significante nos niveis de ALT, ela resultou em um aumento significativo da
atividade da AST em ambos 0s grupos tratados com HE-03. Todavia, apesar da
diferenca em relacdo ao grupo controle, os valores de AST apdés tratamento com HE-
03 permaneceram dentro dos valores considerados normais para a espécie (GAD,
2007). Como os valores para a enzima ALT néo estao alterados, o indicio enzimatico
de comprometimento hepatico induzido pela substancia, ndo pode ser confirmado.
Valores aumentados de AST também podem significar distrofia muscular progressiva
(inclusive no musculo cardiaco) e embolia pulmonar, além de outras condi¢des
clinicas, como na gangrena, esmagamento muscular, enfermidades hemoliticas,
dermatomiosite, colangite (inflamacdo dos ductos biliares) e infec¢cdo por parasitas
(MELO-DINIZ, 2000). Sendo assim, estudos adicionais devem ser realizados para
melhor caracterizar este efeito do HE-03.

O hemograma tem grande importancia nos estudos de toxicidade, pois o
sistema hematopoiético € extremamente sensivel a atividades de agentes toxicos,
principalmente aqueles com potencial mutagénico ou citotdxico, resultando em
alteracbes qualitativas ou quantitativas, transitorias ou permanentes e que podem
limitar a utlizacdo de farmacos e medicamentos, além de que, alteracbes
hematolégicas podem refletir, também, na atividade imunoldgica (MEDEIROS et al.,
2009).

O hemograma é constituido pelas informacfes quantitativas (nimero total de
células, contagem diferencial, indices hematimétricos) e qualitativas (morfologia do

esfregaco sanguineo), sendo composto de duas partes: o eritrograma e o leucograma
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(LOPES; CUNHA, 2002). Os eritrécitos tém como principal funcdo o transporte de
oxigénio, compreendem-se no eritrograma 0 numero total de hemacias, a
concentracdo de hemoglobina, volume globular e proteinas plasmaticas (LOPES;
CUNHA, 2002). No leucograma observa-se a contagem total e diferencial de
leucocitos (KERR, 2003), células que tém como principal funcdo a prote¢édo organismo
contra infec¢cdes (EVANS, 2008).

A mielossupressao e a supressdo da resposta imune sdo reacoes adversas
comuns a grande maioria dos antineoplasicos, levando aos casos de anemia,
trombocitopenia, leucopenia, neutropenia, favorecendo maior susceptibilidade as
infeccdes. E a consequéncia mais comum da quimioterapia antineoplasica, uma vez
gue, na maioria dos casos, ela afeta as células normais de rapida divisdo celular, como
€ o caso da medula 6ssea, sendo considerado entre 0os mais incapacitantes efeitos
colaterais no tratamento do cancer (SOUZA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010;
STEGER; HAUTMANN; KOLBL, 2012).

De forma diferente da maioria dos agentes antineoplasicos, o HE-03 néao
provocou alteracdes nos parametros hematolégicos dos animais tratados, no que se
refere ao eritrograma.

No leucograma, foi observado leucopenia, acompanhada de neutropenia nos
animais tratados com a maior dose de HE-03 (25 mg/kg), o que representa um dos
principais efeitos indesejaveis do tratamento do cancer, ocasionado pela agressao as
células do sistema imunolégico (BRANDAO et al., 2010). A neutropenia pode ocorrer
devido a uma inadequada producédo dessas células na medula 6ssea (caracteristica
da maioria dos quimioterapicos) ou entdo devido a uma elevada destruicdo de
glébulos brancos na circulacdo, além de ser uma alteracdo comum em casos de
anemia aplastica (EVANS, 2008). JA o aumento da porcentagem de linfocitos é
caracteristico de infec¢cdes crbnicas, anemia macrocitica, malignidade linfoide e
inflamacdo. Além disso, ap0s situacdes de estresse pode ocorrer linfocitose
fisiologica. Desse modo, a presenca do tumor nos animais pode ter provocado
situacdes de estresse, que por sua vez é refletido no leucograma (EVANS, 2008).
Apesar da ocorréncia de leucopenia e linfocitose, esses resultados encontram-se
dentro faixa de valores normais para a espécie (GAD, 2007).

Entretanto, como esses efeitos sobre as células sanguineas podem ser

observados no tratamento com a maioria dos antineoplasicos atualmente utilizados
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na clinica médica, ndo se trata de uma caracteristica negativa especifica do produto
testado, fato esse que nédo limita a realizacdo de estudos pré-clinicos e clinicos
subsequentes.

A andlise do indice dos oOrgdos dos camundongos com tumor de Ehrlich
submetidos ao tratamento com HE-03 mostrou um aumento significativo no indice de
baco e rins nos animais tratados com a maior dose dessa substancia. Diferentemente
do HE-03, a piperina (4,5 mg/kg e 100 mg/kg) induziu diminuicdo no indice de baco
(DOGRA; KHANNA; SHANKER, 2004; BEZERRA et al. 2006).

O baco € o maior 6rgdo do sistema linfatico, tem funcdo imunolégica e
hematoldgica desempenhada por duas polpas, uma branca, formada por tecido
linfoide, que produz e armazena os linfocitos, e outra vermelha, que destréi as
hemécias defeituosas e velhas, e armazena células de defesa, liberando-as na
circulacdo quando necessario (YU et al., 2007). A hipertrofia do baco em alguns
animais com doenga maligna tem sido interpretado como ativagcdo de defesas do
hospedeiro (LINS et al., 2009). Esse resultado corrobora com a linfocitose que ocorreu
também nos animais tratados com a dose de 25 mg/kg do HE-03, podendo traduzir-
se numa imunomodulag&o positiva no sentido de ajudar o organismo no combate ao
tumor.

A andlise histopatolégica ndo evidenciou alteragbes nos rins dos animais
tratados com a maior dose de HE-03 e com o 5-FU, demonstrando uma baixa
toxicidade do composto sobre esse 6rgéo, apesar de ter sido observado alteracdes
nos niveis de ureia e indice do 6rgao, porém considerados sem relevancia clinica.
Dados da literatura mostram que a analise histopatoldgica dos rins ap6s administracéo
da piperina (100 mg/kg) evidenciou discretas mudancas no epitélio tubular proximal e
hemorragia tubular e glomerular (BEZERRA et al., 2006).

O figado contém dois tipos principais de células epiteliais diferenciadas: os
hepatocitos, células que exercem a principal atividade metabdlica do 6rgéao, que estao
localizados no parénquima hepatico e representam cerca de 60% da sua massa, e as
células epiteliais biliares, localizadas nos ductos biliares (NAVES; MORENO, 2000;
XAVIER; CALDEZ; KALDIS, 2014). As células de Kupffer sdo macrofagos fixos nas
membranas dos sinusoides e podem ser encontradas em todo o figado (MATTOS;
DANTAS-CORREA, 2010).
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A andlise histopatolégica do figado dos animais do grupo controle mostrou a
presenca de figado reacional que pode ser consequéncia local de um efeito sistémico
(tumor). Os animais tratados com o 5-FU sofreram um dano hepatico caracteristico de
necrose, corroborando assim, os dados da literatura (PITA et al., 2012).

O tratamento com a dose de 25 mg/kg do HE-03 induziu alteracbes
histopatologicas comuns relatadas na literatura como evidéncia de fraca
hepatotoxicidade, como por exemplo, discreto infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario
perivascular e subcapsular e esteatose macrovesicular e microvesicular, lesdes de
etiologia metabdlica, geralmente reacional a terapia medicamentosa, porém de
natureza reversivel e com rapida melhora apds a retirada da droga ou ajuste de dose
(MONTENEGRO et al., 2008; TORTI, etal., 2001; VASCONCELOS et al. 2007). Esses
achados corroboram com dados da literatura nos quais a analise histopatoldgica, apos
administracdo da piperina (100 e 500 mg/kg), mostrou esteatose microvesicular e
infiltrado focal de células inflamatérias. Além desses efeitos, que foi observado
também para o HE-03, a piperina induziu ainda hiperplasia das células de Kupffer,
congestdo venosa centrolobular, degeneracdo de hepatécitos, hemorragia
sinusoidalnecrose de células hepaticas (PIYACHATURAWAT; GLINSUKON;
TOSKULKAO, 1983, BEZERRA et al., 2006).

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar
intrinsicamente ligados. A mutacéo € consequéncia de danos no DNA e estes danos
podem ser 0 processo inicial da formacdo de neoplasias por carcindGgenos quimicos
(VIEIRA; SANTOS; CHEN-CHEN, 2010).

Estudos demonstram a correlacdo entre compostos mutagénicos e efeitos
carcinogénicos (VIEIRA; SANTOS; CHEN-CHEN, 2010). Adicionalmente, muitas
drogas antineoplasicas podem causar efeitos colaterais que incluem inducdo de
genotoxicidade em células nao tumorais (VIEIRA; PAULA; CHEN-CHEN, 2010).

Para se conhecer o potencial genotéxico de um determinado composto existem
testes de genotoxicidade bem definidos e internacionalmente reconhecidos pelas
agéncias reguladoras como parte da bateria de testes recomendada para o registro
de novos produtos que entram no mercado mundial (HAYASHI et al., 2007). Dentre
0s meétodos disponiveis para avaliagdo destaca-se o ensaio do microndcleo, que

detecta tanto clastogenicidade — quebra de cromossomos, quanto aneugenicidade —
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aneuploidia ou segregacdo cromossomica anormal devido a disfungcdes no aparato
mitético (HAYASHI et al., 2007; BONASSI; EL-ZEIN; BOLOGNESI, 2011).

Assim, quando um produto em teste aumenta a frequéncia de eritrécitos
micronucleados, ha a indicacdo de que ele interfere na divisdo nuclear dos
eritroblastos da medula, quebrando cromossomos ou interferindo no fuso, levando ao
aparecimento de fragmentos de cromatina, ou cromossomos inteiros, que nao se
incorporaram ao nucleo das células-filhas, os micronucleos (NEPOMUCENO; SILVA,
2010).

Tendo em vista esse fato, no presente trabalho foi investigado o potencial
mutagénico in vivo do HE-03 por meio do ensaio do micronucleo em sangue periférico.

O tratamento com HE-03 ndo provocou aumento significativo no nimero de
eritrocitos micronucleados no sangue periférico dos animais tratados com a dose de
2000 mg/kg, levando ao entendimento da auséncia de capacidade genotdxica desta
substéancia. Esse resultado corrobora com dados da literatura que mostra auséncia de
genotoxicidade no ensaio de micronucleo da piperina com doses de até 574 mg/kg
(THIEL et al., 2014), evidenciando melhor efeito do HE-03 nesse ensaio.

Diante do exposto, é possivel inferir que esse trabalho apresenta dados
relevantes, tanto do ponto de vista farmacol6gico como toxicoldgico, que subsidiam a
realizacdo de testes pré-clinicos adicionais, especialmente de mecanismo de ac¢éo, e

posteriormente testes clinicos com o HE-03.
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7 CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados com o analogo da piperina 2-oxo-2-(4-

etilamina)-piperinoato de etila (HE-03), foi possivel concluir que:

HE-03 apresentou baixa citotoxicidade frente eritrocitos de camundongos;

e HE-03 apresentou baixa toxicidade aguda em camundongos;

e HE-03 apresentou potente atividade antitumoral in vivo em modelo de

carcinoma ascitico de Ehrlich;

o HE-03 exerce seu efeito antitumoral por interferir na progressao do ciclo celular

e apresentar acao antiangiogénica;

e HE-03 apresentou baixa toxicidade in vivo, em animais com CAE submetidos

ao tratamento de doses repetidas (nove dias);

e HE-03 ndo apresentou genotoxicidade in vivo, nas condi¢des avaliadas.
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ANEXO A - Fluxograma de realizacéo do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de 300 mg/kg.

Smag/kg
3 animals

S0ma/kg
3 animals

300mg/ka
3 animals

2000mg/kg
3 animals

smglkg 50mg’kg 300mg/kg 2000magrkg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
A 4 v
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 05 > 5.50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

B(at 50)
at 1% step

LDE0 cut-off
mg'kg b.w.

3(at 300)
at 1% step

other 3

-per step three animals of a single sex [ normally females | are used
-0,12.3: WNumber of moribund or dead animals at each step
- GHS: Globally Harmonized Classification System (mgfhkg bow.)

- = - unclassified

- Testing at 5000 mg'kg bow.: see Annex 3
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ANEXO B - Triagem farmacol6égica comportamental

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificagdo dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado,

(++] efeito intenso

até 30

1h 2h

dh

4h

1-SHNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Imitabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsbes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas
Qutras

b - Depressora

Hipnosze

Ptose palpebral

Sedagdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulagdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

“Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorgdes abdominais

Abdug&o das patas do trem posterior

Pedalar
Estereotipia_

2 -5N AUTOMNOMO
Diarréia
Constipagdo
Defecagdo
Respiracdo forgada
Lacrimejamento
Micgdo

Salivagio

Cianose

Tono muscular
Forga para agarrar
3 -MORTE
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