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Resumo

GONCALVES, Helena Piima. Determinacao da atividade citotoxica in vitro de
compostos fitoquimicos e associacdes em células MDBK e de melanoma
(B16F10). 2019. 71 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-
Graduacao em Veterindria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Os produtos naturais sao considerados promissores agentes para prevengao e
tratamento do cancer. O melanoma evidencia-se pela alta malignidade e potencial
metastatico, sendo a quimioterapia a principal modalidade de tratamento, porém,
ocasiona citotoxicidade e efeitos deletérios ao organismo. Estas adversidades
impulsionam a pesquisa por tratamentos alternativos para o melanoma, com eficacia
e seguranca. Neste ambito, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade citotoxica in
vitro dos compostos fendlicos (acido cafeico e &cido p-cumarico), terpénicos
(eucaliptol e gama terpineno) e flavonoide (quercetina), em células neoplasicas de
melanoma murino (B16F10) e células de linhagem de rim bovino (MDBK), além de
avaliar as associacfes entres estes e a carboplatina. Os compostos fitoquimicos
foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich ®), sendo testados nas concentracoes
de 3 a 0,02 mg.mL*. Apds diluicdo em meio de cultivo celular e DMSO 0,5%, os
compostos e carboplatina foram distribuidos em placas de 96 pocos, sobre as células
B16F10 e MDBK, que foram incubadas por 24 horas, a 37°C com atmosfera umida e
5% de COa2. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT e a leitura por
espectrofotometro (540nm). Todos 0s compostos apresentaram efeito citotéxico para
as células de melanoma, variando entre alta e moderada citotoxicidade. Em relacao
as células MDBK, os compostos apresentaram toxicidade baixa a moderada. A
toxicidade dos compostos para as células B16F10 foi maior do que para as células
MDBK. Considerando as médias de todas as concentracdes testadas, a quercetina
apresentou alta toxicidade para B16F10, e baixa toxicidade para as células MDBK. Os
compostos acico cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol e gama terpineno apresentaram
baixa toxicidade para MDBK e moderada toxicidade para B16F10. Quanto as
associacfes entre 0s compostos e carboplatina, os niveis de toxicidade variaram em
funcdo das concentracdes testadas. Carboplatina (1 mg.mL?') apresentou baixa
toxicidade para as células de melanoma, enquanto que as associacbes de
carboplatina com acido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol, gama terpineno e
quercetina (1 mg.mL1) promoveram aumento na toxicidade para B16F10. Conclui-se
gue os compostos acido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol, gama terpineno e
quercetina apresentam atividade citotoxica em B16F10, e as associagfes dos
compostos com carboplatina incrementaram a atividade deste quimioterapico.
Portanto, estes compostos sdo promissores para a sequéncia de pesquisas.

Palavras-chave: acido cafeico; &cido p-cumarico; eucaliptol; gama terpineno;
quercetina



Abstract

GONCALVES, Helena Piima. Determination of the in vitro cytotoxic activity of
phytochemical compounds and associations in MDBK and melanoma cells
(B16F10). 2019. 71 p. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pés-
Graduacao em Veterindria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Natural products are considered promising agents for cancer prevention and
treatment. Melanoma is evidenced by the high malignancy and metastatic potential,
being that chemotherapy is the main treatment modality, however, its promotes
cytotoxicity and deleterious effects to the organism. These adversities drive research
into alternative treatments for treatment of melanoma, effectively and safely. In this
context, the objective of this study was to evaluate the in vitro cytotoxic activity of
phenolic compounds (caffeic acid and p-coumaric acid), terpenes (eucalyptol and
gamma terpinene) and flavonoid (quercetin) in murine melanoma (B16F10) and bovine
kidney cells (MDBK), in addition to evaluating the associations between these and
carboplatin. Phytochemicals were obtained commercially (Sigma-Aldrich ®) and were
tested at concentrations of 3 to 0.02 mg.mL*. After dilution in cell culture medium and
0.5% DMSO, the compounds and carboplatin were distributed in 96-well plates on the
B16F10 and MDBK cells, which were incubated for 24 hours at 37°C with humid
atmosphere and 5% of CO2. Cell viability was assessed by MTT assay and
spectrophotometer reading (540nm). All compounds showed a cytotoxic effect on
melanoma cells, ranging from high to moderate cytotoxicity. Regarding cytotoxicity in
MDBK, the compounds showed low to moderate levels of toxicity. The toxicity of the
compounds to B16F10 cells was greater than for MDBK cells. Considering the
averages of all concentrations tested, the quercetin compound showed high toxicity to
B16F10 cells, and low to MDBK cells. The compounds caffeic acid, p-coumaric acid,
eucalyptol and gamma terpinene showed low toxicity to MDBK and moderate toxicity
to B16F10 cells. Regarding the associations between the compounds and carboplatin,
the levels of toxicity varied according to the concentrations tested, and their activities
were dose-dependent. Carboplatin (1 mg.mL) had low toxicity to melanoma cells,
whereas carboplatin (1 mg.mL?) was associated with caffeic acid, p-coumaric acid,
eucalyptol, gamma terpinene and quercetin in 1 mg. mL%, all promoted increased
cellular toxicity to B16F10. Thus, it is concluded that the compounds caffeic acid, p-
coumaric acid, eucalyptol, gamma terpinene and quercetin have antiproliferative
activity in B16F10, and the associations of the compounds with carboplatin increased
the antiproliferative activity of this chemotherapeutic in neoplastic cells. Therefore,
these compounds are promising for the sequence of researches with interest in
molecules with antineoplastic activity.

Keywords: caffeic acid; eucalyptol; gamma terpinene; p-coumaric acid; quercetin
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1 Introducéo

O uso de produtos naturais, tanto em terapias tradicionais como nas
contemporaneas, € muito documentado devido as suas propriedades terapéuticas e
baixa toxicidade tecidual (SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2019; VIANA et al., 2017).
A pesquisa com plantas e seus derivados vem revelando muitas moléculas
promissoras, que interferem no crescimento e progressao do cancer (CRAGG &
NEWMAN, 2019). Devido a imperiosa necessidade de empenhar-se na prevencao do
cancer, buscam-se agentes que interfram na evolugdo do processo de
carcinogénese, de forma a reduzir a adeséo e migracao de células neoplasicas, que
Sao processos iniciais envolvidos na disseminacao tumoral (BOUZAIENE et al., 2015).
Os compostos fitoquimicos tém méritos como agentes quimioterapicos devido ao seu
efeito antiproliferativo nas células neoplésicas e as baixas toxicidades em células
normais (SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2019).

Extratos e 0leos essenciais de plantas da familia Lamiaceae vem
demonstrando ser fonte de compostos de interesse farmacolégico, por apresentarem
substancias com atividades antioxidante, antifingica, antibacteriana, antiviral E
antiparasitaria (CAPELA, 2017; CLEFF et al., 2010; GIORDANI 2017; GUTERRES,
2015; WALLER et al., 2017), e também efeito citotoxico em linhagens celulares
neoplasicas, incluindo os melanomas (ELANSARY & MAHMOUD, 2015; MOORE et
al., 2016; PEREZ-SANCHEZ et al., 2018; RUSSO et al., 2009; SILVA, 2016).

Os fitoquimicos sdo compostos originarios das plantas, e constituem uma
heterogénea classe com propriedades biolégicas diversas, e fazem-se pertinentes
para a terapia oncolégica (RUSSO et al., 2014). Estes compostos isolados possuem
atividade antitumoral relatada por diversos autores (BOUZAIENE et al., 2015; CHUNG
et al., 2004; SAMPATH et al., 2018; SHAILASREE et al., 2015; SOBRAL et al., 2014),
inclusive em células de melanoma (ASANOVA et al., 2003; FERRAZ et al., 2013;
SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2019).
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Constata-se uma preocupacao acerca da elevada incidéncia de cancer em
humanos e animais e o grandioso impacto mundial decorrente dessa doenca. Os
dados ainda ndo estdo bem determinados, mas os indices de cancer em animais de
estimacao sdo semelhantes a ocorréncia em seres humanos, e acredita-se que pelo
menos metade das mortes de animais de companhia com idade superior a 10 anos
sejam causadas pelo cancer (GYLES, 2015; NATIONAL CANINE CANCER
FOUNDATION, 2015).

O melanoma € uma neoplasia maligna originaria dos melandcitos, que afeta o
homem e os animais domésticos, como cdo, gato e cavalo, e ainda, espécies
silvestres e marinhas (NISHIYA et al., 2016). C&es e humanos compartilham
semelhancas na patogénese e desenvolvimento da doenca, que é caracterizada pela
alta malignidade, potencial metastatico e débil resposta terapéutica (HERNANDEZ et
al., 2018). Contudo, diferentemente dos humanos, o melanoma em caes dificilmente
afeta os locais expostos a radiacdo solar, sendo que a cavidade oral € o local mais
acometido nesta espécie (SIMPSON et al., 2014). Sua magnitude na oncologia
veterinaria deve-se ao carater de malignidade e comportamento agressivo,
relacionado ao elevado indice de mortalidade dentre os pacientes oncoldgicos
(NISHIYA et al., 2016). Carboplatina € considerada a droga quimioterapica de escolha
para o tratamento do melanoma canino (DANK et al., 2014), porém, a mesma
apresenta diversos efeitos colaterais (OUN et al, 2018).

Diante destas circunstancias, os compostos de origem natural merecem ser

investigados em relacdo as suas possiveis aplicacdes clinicas na terapia do cancer.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade citotdéxica de compostos fendlicos, terpénicos e
flavonoide frente as linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) e de rim
bovino (MDBK), assim como associacfes destes compostos com quimioterapico

comercial carboplatina.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer o cultivo de linhagem celular de melanoma murino B16F10 para
avaliar o efeito citotoxico de compostos fitoquimicos;

- Verificar a atividade citotdxica in vitro de acido cafeico, acido p-cumaérico,
eucaliptol, gama terpineno e quercetina em células de linhagem B16F10;

- Avaliar o efeito citotoxico in vitro de acido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol,
gama terpineno e quercetina em células de linhagem MDBK;

- Avaliar o efeito citotoxico in vitro das associacdes entre o quimioterapico
carboplatina e os compostos acido cafeico, acido p-cumérico, eucaliptol, gama

terpineno e quercetina em células de melanoma murino B16F10;



3 Revisado de Literatura

3.1 Conceito, mecanismo de desenvolvimento do cancer e melanoma

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA) (2018), o cancer
corresponde a segunda maior causa de mortes no mundo em pessoas, depois das
doencas cardiovasculares. Segundo estimativas, surgiram 582.590 novos casos de
cancer no Brasil em 2018, sendo 282.450 casos em mulheres e 300.140 em homens
(INCA, 2018), e de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os indices
de cancer duplicaram nos ultimos 30 anos, e as projecfes indicam que 0S casos € a
mortalidade associada, irdo continuar aumentando de forma progressiva (SOBRAL et
al., 2014). Na medicina veterindria, o cancer também possui grande relevancia, sendo
uma das principais causas de morbidade e mortalidade em cées e gatos,
principalmente quando idosos (SILVA, 2016). Estima-se que metade dos cdes com
mais de 10 anos de idade serdo afetados pelo cancer, sendo que os céaes de menor
porte sdo menos acometidos. O indice de mortalidade decorrente é de até 60%, sendo
este percentual variavel em funcdo da raca (NATIONAL CANINE CANCER
FOUNDATION, 2015). Aproximadamente 4,2 milhdes de cdes sdo diagnosticados
com cancer anualmente nos EUA. O cancer em cées ocorre espontaneamente, e tem
fisiopatologia e apresentacdo clinica semelhante ao cancer humano, sendo que a
andlise genética de tumores caninos revelou caracteristicas compartilhadas entre as
duas espécies (SCHIFFMAN & BREEN, 2015).

O céancer surge a partir de mutacdes genéticas no DNA da célula, interferindo
no metabolismo celular e no mecanismo de proliferacdo. Estas alterac6es ocorrem em
proto-oncogenes, que sdo genes inativos em células normais, que ao serem ativados
em oncogenes, transformam as células normais em ceélulas neoplasicas. As células
alteradas adquirem caracteristicas invasivas e passam a multiplicar-se de forma
indiscriminada, invadindo tecidos adjacentes, acessando a circulagdo sanguinea e
linfatica, deslocando-se pelo organismo, atingindo tecidos e 0Orgados distantes
ocasionando metastases. Também ocorrem a extingdo de fatores supressores

tumorais e apoptose, e progressao da angiogénese (INCA, 2018; VIANA et al.,2017).
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Conforme o INCA (2018), o processo de desenvolvimento e formacao do
cancer, denominado carcinogénese, abrange trés estagios: iniciagdo, - onde genes
modificam-se pela acdo dos agentes cancerigenos ou oncopromotores, porém o
tumor ainda nédo é clinicamente detectavel; promocéao, - que ocorre a partir da célula
iniciada, que foi geneticamente alterada e gradualmente transforma-se em maligna; e
progressao, - caracteriza-se por multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas, culminando com o surgimento das manifestacbes clinicas. O
desenvolvimento do cancer € influenciado por fatores genéticos e externos ou
ambientais, que atuam como carcinégenos ou oncopromotores, promovendo a
iniciacdo ou progressdo da carcinogénese. O sistema imunolégico também
desempenha um papel fundamental na patogenia, e o fortalecimento da imunidade
constitui uma medida preventiva e terapéutica para os diversos tipos de cancer
(CHANG & SHEN, 2014).

Dentre os canceres de pele, destaca-se o melanoma, devido a alta malignidade
(BERWICK et al., 2016). O melanoma possui origem neuroectodérmica, e forma-se a
partir dos melandcitos, células originarias da crista neural, que durante o processo de
embriogénese migram para a epiderme e sdo responsaveis pela producdo de
melanina, substancia pigmentar que determina a cor da pele. Isto explica a alta
capacidade de produzir metastases, jA que a disseminacdo é uma caracteristica
inerente a este tipo celular (WAINSTEIN & BELFORT, 2018). Ao sofrerem mutacdes
genéticas a partir da exposicao prolongada a agentes carcindgenos, os melandcitos
manifestam alteracdes em seu metabolismo e em sua capacidade proliferativa, que
torna-se descontrolada (VARGAS et al., 2011). O melanoma afeta a pele e mucosas,
e pode surgir em qualquer parte do corpo, na forma de sinais ou manchas, formando-
se a partir de lesBes pigmentadas pré-existentes, ou mesmo de pele integra, sem
alteracdes. Manifesta-se através de lesdes escurecidas com bordas irregulares, de
tamanho, formato e coloracdo variaveis, acompanhadas de prurido ou descamacao
(INCA, 2018). E uma neoplasia heterogénea, com ampla variedade de subtipos
histologicos, caracterizada por mutacdes genéticas e influenciada pela interacdo
gene-ambiente (BERWICK et al., 2016).

A incidéncia mundial de melanoma aumentou drasticamente nos ultimos 50
anos, bem como os indices de mortalidade decorrentes (BERWICK et al., 2016). No

Brasil, o cancer de pele representa 30% dos tumores malignos registrados, e 0
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melanoma corresponde a 3% destes, sendo o0 mais preocupante, devido ao seu
carater de malignidade e alto potencial metastatico (INCA, 2018).

A epidemiologia do melanoma é complexa, e os fatores de risco incluem
exposicao solar e a radiacado UV (ultravioleta), condicdes individuais do hospedeiro,
fatores genéticos, bem como, a interagdo entre estes elementos (BERWICK et al.,
2016). Em humanos, a exposicao prolongada ao sol e aos raios ultravioletas (UV)
aumenta o risco da doenca, bem como a condicéo de pele e cabelos claros, e historico
familiar de cancer de pele (INCA, 2018).

Além de representar um grave problema para a saide humana, o melanoma
também afeta de forma marcante os animais, principalmente os cdes. Melanomas de
cdes e humanos compartilham semelhancas nas caracteristicas histopatolégicas,
comportamento clinico e mecanismos moleculares envolvidos, com o0
desenvolvimento neoplasico gradativo, heterogeneidade individual e tumoral, alto
indice de recidivas, além da propensao para desenvolver metastases em linfonodos
regionais e em 0rgaos, como o encéfalo. Em relacdo ao tratamento, em ambas as
espécies, o melanoma costuma ser resistente a quimioterapia e radioterapia
(BERGMAN et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2018; SIMPSON et al., 2014). Ademais,
a estreita relacdo entre cées de estimacdo e humanos possibilita que compartilhem
ambientes, e sejam expostos aos mesmos fatores potencialmente carcinégenos, que
podem levar ao desenvolvimento e a progressdo de tumores (HERNANDEZ et al.,
2018).

Nos cdes, os indices de melanoma situam-se em torno de 100.000 casos
diagnosticados anualmente nos Estados Unidos, sendo considerado um tumor
relativamente comum, com idade média de 11,6 anos no momento do diagndstico
(BERGMAN et al., 2013). Em relacéo a etiologia do melanoma canino, varios fatores
estdo relacionados, tais como suscetibilidade genética, consanguinidade, exposicao
quimica, hormonal e traumas. A radiacao solar e UV também pode estar envolvida no
desenvolvimento tumoral, principalmente em areas expostas, como o rosto e orelhas
(NISHIYA et al., 2016); porém, diferente do homem, a influéncia da radiagéo é menos
significativa para o desenvolvimento do melanoma em céaes, visto que possuem pelos,
que protegem a pele (HERNANDEZ et al., 2018). No entanto, ndo ha um consenso
exato a respeito da etiologia do melanoma em caes (NISHIYA et al., 2016). Alguns
autores citam predisposi¢cdo genética e racial para o melanoma, sendo que os caes

de pelo e pelagem preta ou pigmentada séo mais predispostos, e a prevaléncia desta
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doenca é maior em caes de racas definidas, como schnauzer, doberman, scottish
terrier, poodle, golden retriever, dachshund e cocker spaniel (BERGMAN et al., 2013;
NISHIYA et al., 2016). O melanoma canino frequentemente acomete a cavidade oral,
e costuma manifestar-se com menor frequéncia na pele, sendo este ultimo sitio de
prognostico mais favoravel, em contraste ao melanoma oral, que tem progndstico
desfavoravel (BERGMAN et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2018).

Para o diagnéstico de melanoma, tanto em humanos quanto em animais,
recomenda-se avaliacdo completa dos pacientes através de exames clinicos,
laboratoriais, histopatolégicos e de imagem. Ainda, devem-se realizar avaliacdes
peridédicas em individuos pertencentes aos grupos de risco (humanos de pele clara,
exposicao solar crbnica; cdes de pelo e pelagem escura, histérico familiar)
(BERGMAN et al., 2013; INCA, 2018; WAINSTEIN & BELFORT, 2018). Quando o
melanoma é detectado em estagios iniciais, € possivel intervir, e 0 prognéstico é
favoravel. Ultimamente, efetuou-se um incremento na sobrevida dos pacientes, devido
ao fomento a deteccéo precoce e a introducdo de novas abordagens terapéuticas
(INCA, 2018).

Para o controle e prevencdo do melanoma, é fundamental considerar os fatores
genéticos em conjunto com os fatores ambientais. Qualquer alteracdo na pele de
seres humanos ou animais requer atencdo e deve ser avaliada por um especialista
(BERWICK et al., 2016).

3.2 Abordagem terapéutica de pacientes com melanoma

Quando o melanoma é diagnosticado precocemente, o progndstico do paciente
é favoravel, assim como as possibilidades de cura. Neste momento, o tratamento
cirdrgico é o mais indicado, respeitando as margens cirdrgicas tumorais (INCA, 2018).
Dependendo do grau de malignidade e do estagio da doenca, a quimioterapia pode
ser empregada (WAINSTEIN & BELFORT, 2018).

Os agentes mais utilizados nos protocolos quimioterapicos séo a dacarbazina,
temozolamida, cisplatina, carboplatina, nitrosouréias (carmustina e lomustina) e
agentes que atuam sobre os microtubulos (alcalbides da vinca e taxanos). A
dacarbazina é um agente alquilante, e é considerado o quimioterapico padrédo para o
tratamento do melanoma metastatico em humanos desde 1972. Ainda, estes

medicamentos séo utilizados em regimes de quimioterapia combinada entre eles, ou
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associados com agentes adjuvantes, tais como imunoestimulantes (interferon e
interleucina-2), horménios (tamoxifeno) ou agentes biolégicos (proteinas bcl-2)
(WAINSTEIN & BELFORT, 2018; YANG et al., 2009).

O melanoma costuma ser resistente a radioterapia, porém esta pode ser
utilizada para tratamentos paliativos (WAINSTEIN & BELFORT, 2018). Para o
melanoma em estagio metastatico, caracterizado pela proliferacdo das células
tumorais para outros tecidos ou 6rgaos, a abordagem € mais criteriosa. Nestes casos,
0 objetivo € prolongar a evolucdo da doenca, promover o bem-estar e aumentar a
sobrevida do paciente. No entanto, atualmente existem novos medicamentos e muitas
pesquisas baseadas em técnicas de imunologia e biologia molecular em andamento,
com o objetivo de expandir o éxito do tratamento, como a imunoterapia (INCA, 2018;
WAINSTEIN & BELFORT, 2018).

Na oncologia veterinaria, o tratamento para pacientes com melanoma ainda
nao foi bem estabelecido, sendo a cirurgia e a quimioterapia as abordagens mais
habituais (GYLES, 2015; HERNANDEZ et al., 2018). A cirurgia é indicada para o
tratamento do melanoma canino localizado, como na cavidade oral, ocular, cutaneo e
digital. Porém, em casos de metastase, a quimioterapia é recomendada, mas 0s
resultados nem sempre séo satisfatérios (HERNANDEZ et al., 2018). A quimioterapia
consiste na aplicacdo de drogas citotoxicas, sendo que os derivados de platina
(cisplatina e carboplatina) sdo os mais utilizados para esta finalidade (HERNANDEZ
et al., 2018; NISHIYA et al., 2016). Para o melanoma canino, a carboplatina é a droga
de primeira escolha (DANK et al., 2014), assim como para os felinos, visto que a
cisplatina ndo é recomendada, pois apresenta toxicidade pulmonar para esta espécie,
com graves repercussodes sistémicas, e risco de morte (SPUGNINI et al., 2011).

A radioterapia € menos utilizada, porém, pode ser eficaz para o controle de
melanoma em cdes, mas a resposta € satisfatéria apenas em tumores menores e
localizados (NISHIYA et al.,, 2016). A quimioterapia metrondmica consiste na
administracéo diaria de agentes alquilantes em baixas doses, como a ciclofosfamida,
clorambucil ou lomustina, geralmente em combinagcdo com anti-inflamatérios néo
esteroides, como piroxicam ou meloxicam, para inibir a angiogénese (ADAMS, 2017).
Outra opcdo é a eletroquimioterapia, que consiste na aplicacdo local de pulsos
elétricos no tecido tumoral, promovendo a eletroporacdo das células, que torna a
membrana celular mais permeavel aos medicamentos antineoplasicos (ADAMS,
2017).
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As perspectivas para a oncologia veterinaria incluem as terapias direcionadas,
a combinagcdo de drogas, e a imunoterapia e suas vertentes, assim como para o
melanoma humano (HERNANDEZ et al.,, 2018). Na veterinaria, no ambito da
imunoterapia, ja estdo sendo utilizadas vacinas para o melanoma. A Oncept® é uma
vacina terapéutica, desenvolvida pela Merial® (USA), e estd comercialmente
disponivel desde 2007, para o tratamento do melanoma em cédes. E uma vacina
xenogénica, produzida com o gene da tirosinase humana, proteina expressa pelos
melandcitos, envolvida na sintese de melanina. A vacina parece nao curar o
melanoma, porém, promove aumento da sobrevida (ADAMS, 2017; NISHIYA et al.,
2016).

O cancer em céaes e humanos compartilha semelhancas nas caracteristicas
genéticas, fisiopatologia e apresentacdo clinica. Portanto, os cdes fornecem um
poderoso recurso para a pesquisa oncolégica, e a ocorréncia natural do cancer nesta
espécie serve como modelo para a compreensao da doenca e suas particularidades.
Neste ambito, a oncologia comparada, fundamentada na investigacédo do cancer entre
as espécies, permite que descobertas cientificas a respeito desta doenca beneficiem
a saude animal e humana (GYLES, 2015; SCHIFFMAN & BREEN, 2015).

Acredita-se que a melhor opgéo para o tratamento do melanoma humano e
canino seja, invariavelmente, a identificacdo precoce das lesbes em estagios iniciais
da doenca, para que consiga-se intervir de maneira expressiva, impactando no
prognastico e nos indices de mortalidade (BERWICK et al., 2016).

Embora muitos medicamentos para o tratamento do céancer possam ser
clinicamente aplicaveis, as drogas convencionais sdo conhecidas por sua alta
toxicidade celular e efeitos colaterais. Assim sendo, drogas anti-cancer eficazes, com
minima toxicidade ao paciente, sdo altamente desejaveis (CHUNG et al., 2004). A
quimioterapia € o método mais utilizado para o tratamento do cancer em geral. No
entanto, esta terapia induz efeitos adversos, visto que ndo afeta somente as células
neoplasicas, mas também as células normais do organismo, implicando em
consequéncias como diarreia, anemia, leucopenia e neutropenia, gerando
imunossupressao e maior risco de adquirir infecgcdes (RZEPECKA-STOJKO et al.,
2015; VIANA et al.,, 2017). Assim, nas ultimas décadas, esforcos vem sendo
concentrados para o desenvolvimento de terapias menos agressivas, frequentemente

baseadas em produtos naturais, que pudessem atuar na proliferacdo das células
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neoplasicas e na reducdo dos efeitos deletérios aos pacientes com céancer
(RZEPECKA-STOJKO et al., 2015).

3.3 Aplicacao de produtos naturais para a terapia do cancer

As formas alternativas para o tratamento do cancer estdo difundindo-se
mundialmente (RZEPECKA-STOJKO et al., 2015). Avancos tecnolégicos possibilitam
a pesquisa por novas moléculas de origem natural a serem utilizadas de forma isolada
ou em associacdo com outras drogas, com o objetivo de destruir células neoplésicas
sem prejudicar células saudaveis (SAMPATH et al., 2018). Estima-se que 60% das
drogas aprovadas para o tratamento do cancer sdo derivadas de produtos naturais,
ou sado desenvolvidas por meio de conhecimentos gerados através da atividade de
seus componentes (SHAILASREE et al., 2015). Muitos trabalhos tém descrito a
utilizagdo da medicina popular e extratos vegetais (SILVA, 2016) aumentando a
resposta anti tumoral in vivo e in vitro, e indmeras plantas apresentam potencial para
originar novos agentes similares (DOLL-BOSCARDIN et al., 2012; FERRAZ et al.,
2013; JIN et al., 2002; SAMPATH et al., 2018).

A resisténcia tumoral a quimioterapia convencional e os efeitos adversos
inspiram a busca por novas opcoes terapéuticas, mais eficazes e com menores
impactos deletérios ao organismo. Ainda, a prépria quimioterapia pode ser beneficiada
por substancias naturais, que sdo potencialmente capazes de sensibilizar as células
cancerigenas as drogas (RZEPECKA-STOJKO et al.,, 2015). Estas podem ser
utilizadas para inibir a fase de iniciagdo do desenvolvimento tumoral, e neste ambito
reside o conceito de quimioprevencao, que baseia-se em deter a carcinogénese nos
estagios iniciais, através do emprego de agentes naturais ou sintéticos. Desta forma,
afeta-se o desenvolvimento de tumores e 0s processos subsequentes de invasao e
metastase (RUSSO et al., 2014; RZEPECKA-STOJKO et al., 2015).

Muitos compostos naturais presentes na dieta, como 0s compostos fendlicos e
flavonoides, induzem a apoptose nas células cancerigenas. A apoptose é uma das
mais potentes defesas contra o cancer, visto que elimina as células mutantes
potencialmente deletérias. Este processo de morte celular € ativado de forma
intrinseca ou extrinseca, e as pro-caspases sao transformadas em caspases ativas,

levando a morte celular. O aumento das fases GO e G1 no ciclo celular sdo indicadores
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de apoptose, induzida por agentes causadores de dano ao DNA (ANANTHARAJU et
al., 2016; RZEPECKA-STOJKO et al., 2015).

Desta forma, produtos derivados de plantas, como extratos e 6leos essenciais
e seus componentes quimicos naturais vém sendo extensivamente estudados por
diversos grupos de pesquisa em oncologia no mundo inteiro, visto que muitos
apresentam acoOes terapéuticas (CRAGG & NEWMAN 2019; ELANSARY &
MAHMOUD, 2015; LOIZZO et al., 2008; PADUCH et al., 2007; RZEPECKA-STOJKO
et al., 2015; SAMPATH et al., 2018; SOBRAL et al., 2014).

As plantas da familia Lamiaceae mostram-se promissoras, ja que seus extratos,
Oleos essenciais e compostos isolados apresentam propriedades terapéuticas
variadas, como antioxidante, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria (CAPELA,
2017; CLEFF et al., 2010; GIORDANI 2017; GUTERRES, 2015; WALLER et al., 2017),
e ainda, atividade antineoplasica, demonstrada pelo efeito citotoxico em linhagens
celulares neopléasicas humanas e animais, inclusive de melanoma (ELANSARY &
MAHMOUD, 2015; GRONDONA et al., 2014; MOORE et al., 2016; PEREZ-SANCHEZ
et al., 2018; RUSSO et al., 2009; SILVA, 2016), inclusive em células de melanoma.

3.4 Propriedades medicinais e anticancer de compostos fitoquimicos

Os compostos fitoquimicos séo derivados de plantas, e constituem uma
heterogénea classe de moléculas com atividades farmacologicas, mostrando-se
proveitosos para a terapia oncolédgica (RUSSO et al., 2014). Estudos com substancias
naturais e cancer tém sido desenvolvidos na tentativa de obtencdo de moléculas
promissoras, que interfiram na evolucdo do processo de carcinogénese, de forma a
reduzir a adesdo e migracdo de células neoplasicas, que sao processos iniciais
envolvidos na disseminagao tumoral (BOUZAIENE et al., 2015).

A principal limitagdo dos produtos naturais e extratos vegetais é a manutencao
de concentracdes eficazes na circulagcdo, devido a sua biodisponibilidade e
peculiaridades farmacocinéticas (SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2019). As principais
classes de compostos fitoquimicos com propriedades medicinais séo os flavonoides,
alcaloides, fendlicos e terpénicos (SAMPATH et al., 2018). Sendo que, 0s compostos
fitoquimicos isolados possuem atividade antitumoral relatada por diversos autores
(BOUZAIENE et al., 2015; CHUNG et al., 2004; SAMPATH et al., 2018; SHAILASREE
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et al., 2015; SOBRAL et al., 2014), inclusive em células de melanoma (ASANOVA et
al., 2003; FERRAZ et al., 2013; SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2019).

3.4.1 Compostos flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas, e compreendem um
extenso grupo de compostos polifendlicos de estrutura quimica e fisica variavel,
onipresentes nas plantas, e em alimentos como frutas, vegetais, chas e vinho
(KUMAR & PANDEY, 2013). A diversidade de padrdes estruturais dos flavonoides
resulta em amplo espectro de atividades farmacolégicas, tais como antioxidante,
prevencdo de doencas cardiovasculares, hepatoprotecdo, antibacteriana, anti-
inflamataoria, antiviral e anticancerigena. Em virtude destes atributos, os flavonoides e
seus analogos sintéticos vem sendo intensamente estudados em relacdo a prevencao
e tratamento de diversas afec¢des (KUMAR & PANDEY, 2013; RAVISHANKAR et al.,
2013). Varios mecanismos moleculares sdo propostos para o efeito anticancer dos
flavonoides, que atuam nas fases de iniciacdo e promocdo da carcinogénese,
influenciando no desenvolvimento e progressdo tumoral, através da modulacéo de
diferentes enzimas e receptores, em vias relacionadas a inflamacéo, diferenciacéo
celular, proliferacdo, apoptose, angiogénese, metastase e reversao da resisténcia a
diferentes drogas (KUMAR & PANDEY, 2013; RAVISHANKAR et al., 2013; RUSSO
et al., 2014). A biodisponibilidade e a atividade bioldgica dos flavondides dependem
da sua configuracao, e da quantidade de grupos hidroxila em sua estrutura (KUMAR
& PANDEY, 2013).

A quercetina representa o mais abundante flavonoide, sendo encontrado em
uma variedade de frutas, vegetais e bebidas. Este composto apresenta uma gama de
propriedades biolégicas: antioxidante, anti-inflamatoéria, antialérgica,
imunoestimulante, antimicrobiana, além de atuar na prevencéao e terapia de doencas
cardiovasculares e cancer (NAM et al., 2016; RUSSO et al., 2012; YUAN et al., 2015).
Recentemente, muitas pesquisas tém focado em sua atividade antitumoral (JIANG et
al., 2018; NAM et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016; YUAN et al., 2015). A
guercetina pode ser considerada um agente quimiopreventivo ideal, visto que interfere
em todos os estagios da carcinogénese, desde a iniciagdo até a invaséo, e atua em
diferentes aspectos genéticos, bioquimicos e imunoldgicos que sustentam o

desenvolvimento e manutencdo de tumores, com atividades anti-proliferativa, pro-
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apoptotica, anti-angiogénica e efeito supressor de crescimento (RUSSO et al., 2012;
YUAN et al.,, 2015). Em combinacdo com agentes quimioterapicos, a quercetina
melhora a eficacia terapéutica, revertendo a resisténcia (YUAN et al.,, 2015), e
apresentando baixa toxicidade para células normais (RUSSO et al., 2014). Entretanto,
alguns pontos devem ser considerados ao avaliar as potencialidades desta molécula,
como a pobre biodisponibilidade e baixa solubilidade (JIANG et al., 2018; RUSSO et
al., 2012). Estas limitacbes podem ser contornadas através do uso de nanotecnologias
e sistemas aprimorados de entrega e distribuicdo de drogas (ARAS et al., 2014;
FAROOQI et al., 2018; JIANG et al., 2018).

3.4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, e séo
encontrados em alimentos como graos, cereais, frutas, legumes, café, chas e mel. O
consumo regular destas substancias tem sido relacionado com a reducdo da
incidéncia de diversas enfermidades. Atividades antioxidantes, anti-inflamatoria,
anticancer e combate de doencas associadas ao estresse oxidativo tém sido
relacionadas aos fenolicos (ANANTHARAJU et al., 2016).

Segundo a literatura, os efeitos antineoplasicos sao decorrentes da inibicdo da
iniciacdo e progressdo do cancer, através da modulacdo de processos essenciais.
Ainda, parecem interferir em outros processos como bloqueio do ciclo celular;
incremento de proteinas supressoras de tumores (tais como a p53); modulacao dos
niveis de eROS (espécies reativas do oxigénio); inibicdo de sinalizadores que
controlam a proliferacéo celular, angiogénese e apoptose. A inducao de apoptose é 0
principal mecanismo pelo qual os compostos fendlicos promovem o efeito anticancer
(ANANTHARAJU et al.,, 2016; RZEPECKA-STOJKO et al.,, 2015). Dentre os
compostos fendlicos de relevancia, podemos citar o acido cafeico e o &cido p-
cumarico.

O acido cafeico caracteriza-se como um composto fendlico, sendo amplamente
encontrado em vegetais e frutas, e pesquisado em virtude de suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdérias e antineoplasicas (BOUZAIENE et al., 2015; CHUNG
et al., 2004; JUNG et al., 2007; NAGAO et al., 2001; ROSENDAHL et al., 2015).

As propriedades terapéuticas do &cido cafeico estendem-se a alguns

derivados, como o CAPE (acido fenil éster cafeico), que apresenta melhor
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biodisponibilidade em relacéo ao acido cafeico. Este € um dos compostos majoritarios
do propolis que possui fungdes anticancer muito relevantes, e € uma das moléculas
de origem natural mais pesquisadas na esfera terapéutica oncologica
(ANANTHARAJU et al., 2016; JUNG et al., 2007; RZEPECKA-STOJKO et al., 2015).

Em testes in vivo, o &cido cafeico retardou o crescimento tumoral e a
angiogénese em ratos portadores de carcinoma renal humano xenogréfico, além de
nao demonstrar citotoxicidade em células renais normais (JUNG et al., 2007).

O acido p-cumarico € amplamente encontrado em plantas e alimentos, como
tomate, cenoura, milho e amendoim (JAGANATHAN et al., 2013). O mesmo apresenta
propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, antidepressiva e antineoplasica, ao
demonstrar atividade citotoxica em diversas linhagens celulares (BOUZAIENE et al.,
2015; CHANG & SHEN, 2014; JAGANATHAN et al., 2013). Estudo conduzido por
Shailasree e colaboradores (2015) demonstrou o efeito citotoxico do acido p-cumarico
em células de neuroblastoma, através da geracédo de eROS e disfungcao mitocondrial,
induzindo autofagia e apoptose. Além disso, o acido p-cumarico € um produto seguro,

visto que néo induz toxicidade as células normais (CHANG & SHEN, 2014).

3.4.3 Compostos terpénicos

Os compostos terpénicos ou terpenos constituem uma extensa e variada classe
de compostos presentes na natureza, encontrados em plantas e vegetais, como flores,
frutas e legumes. A fragrancia tipica de muitas plantas deve-se a presenca dos
terpenos, o que constitui um artificio atrativo ou repelente, importante na prevencao
contra patégenos ou herbivoros. Sdo muito utilizados pela industria de alimentos,
farmacéutica, cosmética e como inseticidas (PADUCH et al., 2007; SOBRAL et al.,
2014).

Os terpenos possuem propriedades antimicrobianas, antifungicas,
antiparasitarias, antivirais, anti-inflamatorias, antialérgicas, imunomoduladoras, dentre
outras, além de serem empregados na prevencdo e terapia de diversas doencas,
inclusive o cancer (PADUCH et al., 2007; SAMPATH et al., 2018; SOBRAL et al.,
2014). Existem diversos mecanismos pelos quais 0s monoterpenos apresentam acao
quimiopreventiva: atuacao nas fases iniciais da carcinogénese, impedindo a interacéo
dos carcinbgenos com o DNA, ou durante a fase de promocdo, inibindo a migragéo e

desenvolvimento de células neoplasicas; em estagios mais avancados do processo
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de desenvolvimento tumoral, induzem a apoptose celular, rediferenciacéo celular,
além de interferir em mecanismos moleculares regulatorios. Ainda, promovem
aumento da permeabilidade da membrana celular, promovendo perda da integridade
estrutural da camada lipidica (GRONDONA et al., 2014; PADUCH et al., 2007). Alguns
estudos mostram que os terpenos melhoram a penetracdo de agentes pela via
transdérmica, que € uma alternativa para a administracdo de drogas antitumorais,
principalmente para longos tratamentos (PADUCH et al., 2007).

Os terpenos sao divididos em grupos: monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e tretraterpenos (SAMPATH et al.,, 2018). Os terpenos
apresentam baixa toxicidade, e s&o considerados seguros, podendo ser utilizados em
individuos com imunossupressao; porém, altas concentracfes destes compostos
podem vir a apresentar toxicidade (PADUCH et al., 2007). A atividade antitumoral de
diversos 6leos essenciais de plantas deve-se a presenca de monoterpenos em sua
composicdo (SOBRAL et al., 2014). Os terpenos sado acessiveis, e constituem uma
promissora classe de agentes para a oncologia.

O eucaliptol ou 1,8-cineol € um monoterpeno de aroma caracteristico, que
apresenta atividades anti-inflamatérias, analgésicas, antioxidantes, antiproliferativas,
anti-invasivas, antiangiogénicas e pré-apoptéticas (SOBRAL et al.,, 2014),
demonstrando efeito citotoxico em diversas linhagens celulares tumorais, como
carcinoma oral (CHA et al., 2010), carcinoma de pele (SAMPATH et al., 2018) e
melanoma (ASANOVA et al., 2003).

O gama terpineno é um composto volatil da classe dos monoterpenos, sendo
constituinte majoritario de diversos 6leos essenciais, como o de eucalipto (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2012). Este composto demonstrou atividades antioxidantes,
antibacterianas, anti-inflamatérias e citotoxicas (BORGOU et al., 2010; DOLL-
BOSCARDIN et al., 2012; FERRAZ et al., 2013; SOBRAL et al., 2014).

3.5 Determinacéao da citotoxicidade de produtos naturais

Os produtos naturais com atividades biolégicas promissoras requerem ser
avaliados ndo apenas quanto a sua eficacia, mas também em relacdo a sua toxicidade
e segurancga para o organismo. Portanto, numa perspectiva terapéutica, a avaliacdo
da toxicidade celular é de suma importancia, pois é essencial a um composto atuar

seletivamente nas células neoplasicas, com minimas alteracdes em células normais,
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considerando a possivel utilizagdo destas substancias para a prospec¢do de
medicamentos (BEDNARZUK, et al., 2010; BLANK, 2013; RAFIQ et al., 2015).

Os ensaios para investigacédo das atividades biolégicas de produtos naturais
necessitam ser complementados pelos ensaios de citotoxicidade, e estes constituem
uma etapa preliminar no estudo de qualquer substancia, pois a toxicidade é um
aspecto restritivo ao seu emprego como medicamento (BEDNARZUK, et al., 2010;
BLANK, 2013; SILVA, 2016). Nos testes de citotoxicidade, sdo avaliados os efeitos
gue as moléculas promovem a nivel celular, e para tal, sdo amplamente utilizados os
cultivos celulares, que sdo estabelecidos a partir de células obtidas de 6érgdos ou
tecidos de animais ou seres humanos. Considerando a crescente preocupacao da
sociedade em geral acerca da utilizacdo de animais de laboratério em pesquisas, e 0s
principios do bem-estar animal, a utilizacdo de cultivos celulares constitui uma
alternativa conveniente, e que apresenta vantagens como a praticidade, sensibilidade
e reprodutibilidade (BEDNARZUK, et al., 2010; BONES & MOLENTO, 2012).

A linhagem celular B16F10 de melanoma murino tem sido frequentemente
utilizada em testes laboratoriais, e foi estabelecida por Fidler em 1973. E oriunda do
melanoma murino B16, de natureza maligna e metastatica. Para o seu
desenvolvimento, células foram coletadas de tumor primario subcutaneo de
camundongos C57BL/6, e cultivadas em laboratério até a obtencdo da linhagem
B16F10, que possui comportamento agressivo e capacidade invasiva e metastatica.
Estas células também sdo bastante utilizadas para testes in vivo, através da
inoculacao experimental em camundongos para o desenvolvimento de tumores (DA
SILVA et al., 2013; VIANA et al.,, 2017). As células de melanoma sédo de fécil
manutenc¢ao em cultivo laboratorial, por sua alta capacidade proliferativa. Desta forma,
constituem-se em excelente modelo para avaliar a atividade de agentes
antiproliferativos, como os fitoterapicos (LEAL et al., 2003).

Diversas metodologias séo utilizadas para avaliagdo da toxicidade celular de
diferentes produtos ou compostos, e determinados agentes promovem danos na
membrana mitocondrial, através da despolarizacdo, alterando assim sua
permeabilidade (DOLL-BOSCARDIN et al., 2012). O ensaio do MTT é amplamente
utilizado para esta finalidade. Constitui-se em um ensaio colorimétrico, onde, atraves
da reducdo do sal MTT, avalia-se a atividade enzimatica mitocondrial celular, ou a
auséncia desta, indicando lesdo preliminar que culmina com a morte celular
(MOSMANN, 1983).



27

Apesar das vantagens da utilizacdo de testes de citotoxicidade in vitro, estes
podem n&do demonstrar de forma completamente fidedigna os efeitos que determinada
substancia exerceria em um organismo vivo, visto que em cultivos celulares ndo é
possivel reproduzir os processos metabolicos e de biotransformacao (SILVA, 2016).
Portanto, apesar da aplicabilidade dos ensaios de citotoxicidade estes s&o
considerados preliminares e de triagem, sendo recomendado que a partir destes,
testes in vivo subsequentes sejam realizados para a validacdo de substancias ou
compostos (BLANK, 2013).
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ABSTRACT

Phytochemicals exhibit promising antineoplastic activity. Melanoma shows malignancy and
metastatic potential, and conventional therapies promote deleterious effects on the organism.
These limitations stimulate the investigation of new molecules for the treatment of melanoma,
aiming for safe and effective results. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
in vitro cytotoxic activity of phenolic compounds (caffeic and p-coumaric acids), terpenes
(eucalyptol and gamma terpinene) and flavonoid (quercetin) in murine melanoma (B16F10)
and bovine kidney (MDBK) cells, and the chemotherapeutic carboplatin was used as control.
Eight concentrations of the compounds (3 to 0.02 mg.mL-1) were evaluated by the MTT
method. The compounds showed high cytotoxic activity in B16F10 cells at concentrations 1.5

mg.mL-1 (caffeic acid and gamma terpinene), 0.75 mg.mL-1 (p-coumaric acid, eucalyptol and
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quercetin) with low toxicity in renal cells. Quercetin demonstrated high selectivity index (IS >

100) for B16F10. These phytochemicals are promising, however studies should be proceed.

Keywords: caffeic acid; carboplatin; eucalyptol, gamma terpinene, quercetin, p-coumaric acid

1. Introduction

The plants represent an inestimable source of bioactive resources of pharmacological
interest, with emphasis on the secondary metabolites, which are chemical compounds of low
molecular mass, and that present diverse biological activities (Blank et al. 2017; Cleff et al.
2010; Cragg and Newman, 2013; De Matos et al. 2016; Silva, 2016; Sobral et al. 2014).
Phytochemicals have been widely explored because of their importance in cancer prevention
and therapy, through modulation of different cellular processes and interference in the
progression of cancer and metastases, as well as low toxicity and reduced side effects (Nam et
al. 2016; Russo et al. 2014; Srivastava et al. 2016). Phytochemical compounds include
flavonoids, phenolics and terpenes. These compounds have been extensively explored, due to
their antioxidant properties (Russo et al. 2014; Srivastava et al. 2016), anti-inflammatory
(Paduch et al., 2007), antimicrobial (Cleff et al. 2010; De Matos et al. 2016; Giordani, 2017;
Guterres, 2015; Waller et al. 2017), antiparasitic (Capella, 2017), besides anticancer activity
(Silva, 2016; Sobral et al. 2014; Srivastava et al. 2016). Melanoma is a skin cancer that develops
from melanocytes. Genetic and environmental factors are involved in its pathogenesis, and it
stands out for the high malignancy and metastatic potential, with increasing incidence and
mortality, presenting little responsiveness to conventional treatments (Harris et al. 2016; VVargas
etal. 2011). In addition to setting up a problem for human health, melanoma also affects animals
significantly (Hernandez et al. 2018; Silva, 2016). Chemotherapy is the most widely used
treatment for melanoma (Srivastava et al. 2016; Viana et al. 2017), however, it promotes
systemic toxicity and a decrease in patient's quality of life, and in cases of advanced or
metastatic melanoma, it is usually ineffective (Vargas et al. 2011). Platinates are the drugs of
choice for the treatment of melanoma in human and veterinary medicine (Cunha et al. 2013).
Among these, carboplatin is regularly used, and although effective, its use is limited by adverse
effects (Oun et al. 2018). These limitations stimulate the investigation of new therapeutic
modalities for the treatment of cancer, particularly melanoma, aiming for better results, with
safety, specificity and efficacy (Srivastava et al. 2016; Viana et al. 2017). Given the
antineoplastic potential and pharmacological application, phytochemical compounds require

evaluation in melanoma cells, since this is a cancer type with high morbidity and mortality
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rates, where treatments are limited. Thus, the present study aimed to evaluate the cytotoxic
activity of phenolic compounds (caffeic acid and p-coumaric acid), terpenes (eucalyptol and
gamma terpinene) and flavonoid (quercetin) in neoplastic melanoma (B16F10) and non-
neoplastic (MDBK) cells, and the commercial chemotherapy drug carboplatin was used as a

positive control.

2. Results and discussion

The phenolics, terpenes and flavonoid compounds used in this study were selected
because of previous studies where they were constituents of plant extracts that demonstrated
promising activities (Blank et al. 2013; Cleff et al. 2010; Giordani, 2017; Silva, 2016; Waller
et al. 2017). Analyzing the results, it was observed that phytochemicals inhibited the
proliferation of B16F10 neoplastic cells at all concentrations tested, with variable results
depending on the type of compound and the concentration used, and the flavonoid quercetin
resulted in higher cytotoxicity for B16F10 cells, whereas the lower cytotoxicity was observed
with gamma terpinene. Regarding the carboplatin chemotherapy, evaluated from 1 mg.mL™,
low toxicity to melanoma cells was observed at all concentrations tested, with a percentage of
cell viability between 75 and 100% (Figure 1).

The treatments quercetin (mean cell viability 33%) and gamma terpinene (mean cell
viability 77%) differed statistically at all concentrations (p <0.05), whereas the eucalyptol, p-
coumaric acid and caffeic acid statistically equal, with mean cell viability for B16F10 around
60%. DMSO was used to dissolve the phytochemical compounds, and toxicity was assessed
where it showed low toxicity to B16F10 cells when tested at concentrations of 2 to 0.03%.

The compounds showed dose-dependent toxicity in MDBK cells, with higher levels of
toxicity at higher concentrations (Figure 2). Considering the averages of all concentrations
evaluated, the compounds may be increasingly sorted according to their toxicity to renal cells:
gamma terpinene (87% cell viability) > quercetin (85%) > eucalyptol (80%) > p-coumaric acid
(79%)> caffeic acid (75%).

In figure 3, are compared the cellular viabilities of B16F10 and MDBK in different
concentrations, which showed high toxicity to B16F10 cells and low toxicity to MDBK cells.
When considering the mean of all concentrations evaluated (3 to 0.02 mg.ml?), quercetin
showed high viability in MDBK cells (85%), being considered low toxicity as well as high
toxicity for neoplastic cells (33%). The phenolic compounds caffeic and p-coumaric acid
presented viability of 75% and 79% in MDBK cells, and 62% and 64% in B16F10 cells,

respectively, and the terpenes eucalyptol and gamma terpinene presented 80% and 81%
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viability in MDBK and 66% and 77% in B16F10. These values correspond to low toxicity to

renal cells and moderate toxicity to neoplastic cells.

The selectivity index of the compounds, as well as the CCso of MDBK cells and

neoplastic cells (B16F10), are shown in Table 1. Quercetin showed high selectivity index (IS >

100), proving to be a highly selective compound for neoplastic cells.

Table 1. Values for CCso of the compounds (cytotoxic concentration to 50% of cells) of MDBK

cells and neoplastic cells (B16F10), and the selectivity index of the compounds.

CCso MDBK cells CCs0B16F10 cells | Selectivity index
Caffeic acid 3mg. mL? 0,75mg. mL™* 4
P-coumaric acid 3,5mg. mL? 0,75mg. mL*? 4,6
Eucalyptol 1,5mg. mL? 0,5mg. mL* 3
Gamma terpinene 3mg. mL? 3mg. mL* 1
Quercetin 4 mg. mL? 0,04 mg. mL* 100

Phytochemical compounds such as caffeic acid, p-coumaric acid, eucalyptol, gamma
terpinene and quercetin are widely found in plants and vegetables, and are major constituents
of various extracts and vegetable oils that have antibacterial, antifungal, antiparasitic and
antineoplastic properties, as Origanum vulgare, Origanum majorana, Rosmarinus officinalis,
Eugenia uniflora e Polygonum hydropiperoides, showing promising to continue the studies
(Blank et al. 2017; Capella, 2017; De Matos et al. 2016; Giordani, 2017; Guterres, 2015; Silva,
2016; Waller et al. 2017).

In the literature, were found works investigating the antineoplastic activity of the
phytochemical compounds, especially on a quercetin. The antineoplastic activity presented by
quercetin in B16F10 cells in our study has been reported in other studies, which highlight the
molecule as promising for cancer therapy, in addition to exhibiting chemopreventive
characteristics (Russo et al. 2014; Srivastava et al. 2016). Confirming our results, quercetin was
evaluated on A375 human melanoma cells (Srivastava and Srivastava, 2019), where it
demonstrated antiproliferative activity in the MTT assay, with CCsp of 0,006 mg.mL™, whereas
in our study, CCso in murine melanoma cells was 0.04 mg.mL™. This difference is probably
due to the different cell types used. Quercetin has been considered a pleiotropic molecule, which
acts on multiple intracellular targets, affecting different signaling pathways in neoplastic cells,
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and affecting all stages of carcinogenesis, from initiation to invasion and metastasis, with no or
limited toxicity to normal cells (Russo et al. 2014; Srivastava et al. 2016).

The caffeic acid had a dose-dependent effect on the viability of melanoma cells
(B16F10), similarly to that observed in Chung et al. (2004) study, where this compound
demonstrated effect on the proliferation of human hepatocellular carcinoma, and reduced the
viability of neoplastic cells by 61% at the concentration of 0,2 mg.mL™, as well as inhibited the
growth of human breast cancer cells (MCF-7, T47D e MDA-MB-231), at the concentration of
0,006 mg.mL* (Rosendahl et al. 2015). Studies have shown that caffeic acid has potential
against skin cancer, since it suppresses carcinogenesis by inhibiting the expression of mediators
associated with proliferation, angiogenesis and cell migration (Kang et al. 2008). Bouzaiene et
al. (2015) evaluated the phenolic compounds caffeic acid and p-coumaric acid at concentrations
of 0,006 and 0,12 mg.mL™, showing significant inhibition of colon cancer (HT29-D4) and lung
cancer cells (A549), and suggested that anticancer activity occurred due to reduction of cell
proliferation, adhesion and migration, showing promising anti-metastasis agents. Jaganathan et
al. (2013) found an inhibitory effect of honey on the proliferation of colorectal carcinoma cells
(HCT15 and HT29), as well as p-coumaric acid, one of its major compounds, demonstrating
inhibitory activity in cells with values of CCso 0,16 and 0,19 mg.mL™, in addition to promoting
the induction of apoptosis. P-coumaric acid also demonstrated inhibitory activity against breast
cancer cells (CCs00,08 mg.mL™), colorectal (CCs00,02 mg.mL™) and liver (CCs 0,01 mg.mL"
1, and cell cycle analysis confirmed that the compound leads to apoptosis (Chang and Shen,
2014).

Eucalyptol, in our study with B16F10 cells showed moderate or high toxicities,
depending on the concentration used. This has been shown by other authors, who have reported
pronounced antitumor activity in melanoma cells (H157 and HT144 lines), with inhibition rates
of 95 and 96%, respectively (Asanova et al. 2003). According to the literature, eucalyptol causes
cytotoxicity and induces mitochondrial and caspase-dependent apoptosis when used in human
oral squamous cell carcinoma (KB) (Cha et al. 2010). Eucalyptol has been shown to be a
potential candidate for skin carcinoma (A431), through cytotoxic effect and generation of ROS,
induction of apoptosis and cell cycle arrest, through increased expression of the p53 protein.
However, the effect on normal keratinocytes was minimal (Sampath et al. 2018). In the study
by Wang et al. (2012), ovarian cancer cells (SK-OV-3 and HO-8910) and hepatocellular
carcinoma (Bel-7402) treated with eucalyptol exhibited low cytotoxicity. Among the
compounds evaluated in this study, gamma terpinene was the least effective in B16F10

melanoma cells. Ferraz et al. (2013) evaluated gamma terpinene in murine melanoma
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(B16F10), hepatocellular carcinoma (HepG2) and normal lymphocytes (PBMC), observing
cytotoxicity (CCso 0,009 mg.mL™) for B16F10 cells, lower values than our study, where the
CCso of gamma terpinene for B16F10 was 2,2 mg.mL™t. Gamma terpinene showed cytotoxicity
in Jurkat leukemia line with CCso of 0.13 mg.mL* and was not cytotoxic to murine macrophage
(J774A.1) and cervical tumor cells (HeLa) in concentrations up to 0,3 mg.mL™. Another
comparative study demonstrated a superior effect of Eucalyptus benthamii essential oil against
tumor cells when compared to the isolated terpene compounds, which was attributed to the
synergistic effect between the constituents of the oil (D6ll-boscardin et al. 2012).

The cytotoxic activities demonstrated by each compound may be closely related to their
physico-chemical and structural characteristics, such as the number of carbon atoms in the chain
and the hydroxyl groups (Paduch et al. 2007). Thus, it is observed that the antineoplastic activity
of quercetin, which stands out in relation to the other compounds, can be justified by the greater
amount of hydroxyl groups in its structure (Kumar and Pandey, 2013).

3. Experimental

The compounds caffeic acid, p-coumaric acid, quercetin, eucalyptol and gamma
terpinene, purity >95% were obtained commercially (Sigma-Aldrich®, USA), as well as the
chemotherapeutic carboplatin  (Blau Pharmaceutical S/A). The compounds and the
chemotherapeutic used, as well as their origin, class, formula and chemical structure, and the

concentrations evaluated, are described in table 2.

Table 2. Description of the commercially acquired compounds and chemotherapeutics and the

concentrations used in the in vitro experiment on B16F10 and MDBK cells.

Identification Origin Chemical Chemical Chemical structure Concentration
classes formula assessed

Caffeic acid Sigma- Phenolic CoHg04 9
S=""0H B
Aldrich® o 3-0,02 mg.mL™*

OH

P-coumaric Sigma- Phenolic CoHs03 - Q
_ -1
acid Aldrich® @/\AOH 3-0,02 mg.mL

HO
Quercetin Sigma- Flavonoid CisH1007 OH © o
Aldrich® o () o O o | 3-0,02mg.mL?
OH
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Gamma Sigma- Terpene CioHze CHg
terpinene Aldrich® HECYU 3-0,02 mg.mL™*
CHy
Eucalyptol Sigma- Terpene CioH1s0 CHs
Aldrich® - 3-0,02 mg.mL?
CHg
HsC
Carboplatin Blau Platinum | CeH1N204Pt N o o
3
pharmaceut. | derivatives :P< :§<> 1-0,007 mg.mL™?
HsN Q
SIA ? Y

The B16F10 (murine melanoma) and MDBK (bovine kidney) cell lines used were
provided by Fundacdo Universidade de Rio Grande and Laboratorio de Virologia (LABVIR) —
UFPel, respectively. During the experiment, B16F10 cells were maintained in Dulbecco's
modified Eagle's medium (D-MEM, Sigma-Aldrich®), added antibiotic, antifungal, glutamine
and 10% fetal bovine serum (SFB, Gibco®), and the MDBK cells were kept in minimum
essential medium (E-MEM, Sigma-Aldrich®), added antibiotic, antifungal and 10% fetal
bovine serum (FBS, Gibco®), and stored at 37° C in humidified atmosphere with 5% CO.. For
determination of cytotoxicity in both cell lines, stock solutions were prepared containing 1 ml
aliquots of each of the compounds, which were dissolved in 0.5% dimethylsulfoxide (DMSO),
and diluted in E-MEM and D- MEM (Sigma-Aldrich®, USA) and adjusted to a pH of 7.7. Eight
concentrations of each of the compounds were used, starting from the initial concentration of 3
mg.mL*a 0,02 mg. mL?, in serial dilutions.

B16F10 and MDBK cells were seeded into 96 well plates, and after the formation of the
cell carpet the compounds were added in triplicate. After 24 hours of incubation at 37°C with
5% COo, cell viability was assessed according to Mosmann (1983), using the MTT method
(Sigma-Aldrich®, USA), with subsequent spectrophotometer reading at 540 nm. MDBK cells
treated only with E-MEM and B16F10 cells treated with D-MEM alone were used as controls.
Control with the DMSO solvent on B16F10 cells was also performed.

The classification of the compounds for cellular toxicity and antiproliferative effect was
based on Mahmoud et al. (2011). High cytotoxicity was considered when cell viability was
between 1 and 50%; moderate cytotoxicity when viability was between 51 and 75% and low
cytotoxicity when viability was between 75 and 100%. The percentage of cell viability was
evaluated using the following formula:

L mean of treatment
Cell viability (%) = x 100
meand of control
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The selectivity index of the compounds was also considered and consisted of the ratio
between the CCsp (cytotoxic concentration of the compound to 50% of the cells) of the MDBK
(non-neoplastic) cells and the CCsg of the neoplastic cells (B16F10). The higher the ratio, the
more selective was the compound for the neoplastic cells, and consequently the lower the effect

on the normal cells. The selectivity index was evaluated using the following formula:

CC50 non neoplastic cells (MDBK)
CC50 neoplastic cells (B16F10)

Selectivity index =

Statistical analysis was performed using SPSS 20.0, using analysis of variance
(ANOVA), comparing the means of cell viability by the Tukey test in relation to the different
compounds and the eight concentrations used. Values of p <0.05 were considered statistically
significant.

Conclusions

According to the results, it is concluded that phytochemicals are promising for antitumor
activity, especially quercetin, which demonstrated a high selectivity index for melanoma cells.
Caffeic acid, p-coumaric acid, eucalyptol and gamma terpinene showed low selectivity for
B16F10, however other concentrations should be evaluated, as well as the sequence of studies,

given the promising results observed.
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Figure 1. Graphical demonstration of cytotoxic activity of different concentrations of
phytochemical compounds (3 to 0.02 mg.mL-1) and carboplatin (1 to 0.07 mg.mL-%) in B16F10
melanoma cells. * (a, b, c, d: different letters show statistical difference between treatments, p
<0.05).
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Figure 2. Graphical demonstration of cytotoxic activity of different concentrations of
phytochemical compounds in bovine kidney MDBK cells. * (a, b, c: different letters show

statistical difference between treatments, p <0.05).
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B16F10 and MDBK cell viability
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Figure 3. Graphical demonstration of viability of B16F10 and MDBK cells after treatments
with caffeic acid, p-coumaric acid, quercetin, eucalyptol and gamma terpinene in different
concentrations. * (a, b, c: different letters show statistical difference between treatments in the
same cell line, p <0.05)
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RESUMO

O melanoma € o0 mais agressivo entre os tipos de cancer de pele, com altas taxas
de mortalidade associadas. Este tipo de cancer costuma ser resistente as
terapias convencionais, além destas apresentarem muitos efeitos deletérios ao
organismo. A carboplatina é um dos principais quimioterapicos utilizados no
tratamento do melanoma, e exerce efeito citotoxico através de interferéncia na
sintese de DNA, porém, apresenta efeitos colaterais diversos. Os produtos
naturais sdo objeto de muitas pesquisas que visam encontrar substancias para
o tratamento do cancer com maiores indices terapéuticos. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade citotdxica das associacdes entre carboplatina
e 0s compostos &cido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol, gama terpineno e
quercetina em células de melanoma murino (B16F10). Foram utilizadas sete
concentragdes (a partir de 1 a 0,03 mg. mL?, em diluicbes seriadas) da
carboplatina, dos compostos isolados acido cafeico, acido p-cumarico,
eucaliptol, gama terpineno e quercetina, e das associacdes da carboplatina com
0s compostos. A combinacdo entre carboplatina e os compostos fitoquimicos
resultou em niveis de citotoxicidade significativamente maiores em relacdo ao
guimioterapico isolado, para as células de melanoma B16F10, com destaque
para gama terpineno (1% viabilidade celular) e eucaliptol (2% viabilidade celular),
mostrando que estes compostos sao promissores para a terapia do melanoma.

Palavras-chave: carboplatina; compostos fitoquimicos; melanoma; quimioterapia

ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive among skin cancers, with associated high
mortality rates. This type of cancer usually is resistant to the conventional
therapies, besides these present many deleterious effects to the organism.
Carboplatin is a major chemotherapeutic agent used in the treatment of
melanoma, and exerts a cytotoxic effect through interference in DNA synthesis.
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However, it has several side effects. Natural products are the subject of much
research aimed at finding substances for the treatment of cancer with higher
therapeutic indexes. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
cytotoxic activity of the associations between carboplatin and the compounds
caffeic acid, p-coumaric acid, eucalyptol, gamma terpinene and quercetin in
murine melanoma cells (B16F10). Were used seven concentrations (from 1 to
0,03 mg.mL™, in serial diluitions) of carboplatin, of the isolated compounds caffeic
acid, p-coumaric acid, eucalyptol, gamma terpinene and quercetin, and
carboplatin combinations with the compounds. The combination of carboplatin
and phytochemical compounds resulted in significantly higher levels of
cytotoxicity than the isolated chemotherapy for BL6F10 melanoma cells, with a
range of terpinene (1% cell viability) and eucalyptol (2% cell viability), showing
that these compounds are promising for melanoma therapy.

Keywords: carboplatin; chemotherapy; melanoma; phytochemical compounds

Introducéo

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA, 2018), cancer € a
denominacdo dada ao conjunto de mais de 100 doencas, caracterizadas pelo
crescimento desordenado de células malignas invadindo tecidos e 6rgaos,
podendo se espalhar de forma metastatica para diversas regides do corpo,
sendo considerada a segunda maior causa de morte por enfermidades no
mundo.

O melanoma maligno é a forma mais agressiva de cancer de pele, sendo
que em 80% dos casos é responsavel pelo 6bito do paciente. Felizmente,
representa uma pequena fracdo da casuistica oncolégica (ALQATHAMA &
PRIETO, 2015), visto que em 2018, na espécie humana foram relatados
aproximadamente 3% de casos (INCA, 2018). Na espécie canina o0 melanoma é
bastante estudado para uma melhor compreensdo da doenca, pois 0s caes
servem como modelos experimentais para estudos pré-clinicos em pessoas,
tendo assim um beneficio matuo para ambas espécies (HERNANDEZ et al.,
2018). Outro fato relevante é o vinculo que os seres humanos tém com seus
cées, deixando-0s expostos aos mesmos fatores de risco que predispdem ao
melanoma (PAOLONI & KHANNA, 2008).

As principais terapias utilizadas para tratamento do melamoma sao

cirurgia, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia (DOMINGUES et al., 2018).
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Dentre os quimioterapicos, a carboplatina tem sido utilizada com frequéncia no
tratamento dos pacientes com melanoma (NISHIYA et al., 2016), ocasionando
efeito citotdxico através de interferéncia na sintese de DNA (BRABEC &
KASPARKOVA, 2005), porém, apresenta efeitos adversos como
mielossupressao, nefrotoxicidade, hepatoxicidade e cardiotoxicidade (OUN et al,
2018). A toxicidade sistémica e a resisténcia sdo os maiores obstaculos
relacionados a quimioterapia, que desafiam a ciéncia a buscar novas alternativas
para o tratamento do cancer. Neste ambito, os produtos naturais tém recebido
ampla atencédo, com o objetivo de encontrar moléculas anticancer com maiores
indices terapéuticos (INDAP et al., 2006). Entre os produtos naturais, estdo os
compostos fendlicos, terpénicos e flavonoides, os quais sdo oriundos do
metabolismo secundario das plantas, e sua diversidade funcional e estrutural
desperta a atencao de pesquisadores, em constante e aprimorado processo de
estudo (SRIVASTAVA et al., 2016; THEIS & LERDAU, 2003). Extratos vegetais
ricos nestes compostos tém as suas propriedades biolégicas e terapéuticas
reconhecidas, como atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana e
antineoplasica (CLEFF et al., 2010; DE MATOS et al., 2016; GIORDANI, 2017,
GUTERRES, 2015; SILVA, 2016; WALLER et al., 2017).

Os compostos de ocorréncia natural sédo considerados agentes
promissores para a prevencdo e terapia do céancer, devido s suas acdes
multimodais, atuando de diferentes formas no processo de desenvolvimento do
cancer, e por apresentarem toxicidade limitada (HARVEY et al.,, 2015;
SRIVASTAVA et al., 2016). Dentre os compostos com atividade citotoxica
reconhecida, podemos citar o acido cafeico (BOUZAIENE et al., 2015; CHUNG
et al., 2004; ROSENDAHL et al., 2015), acido p-cumarico (CHANG & SHEN,
2014; JAGANATHAN et al.,, 2013; ANANTHARAJU et al., 2016), eucaliptol
(RODENAK KLADNIEW et al., 2017), gama terpineno (DE BRITO PASSOS et
al., 2015; FERRAZ et al., 2013) e quercetina (JIANG et al., 2018; RUSSO et al.,
2014; SRIVASTAVA et al., 2016). Ainda, a associacdo entre quimioterapicos
convencionais e produtos naturais pode promover efeitos aditivos ou sinérgicos,
tornando as células neoplasicas sensiveis a agentes anticancerigenos,
aumentando seu efeito terapéutico, e inibindo a quimiorresisténcia (LEE et al.,
2015; SRIVASTAVA et al., 2016).
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Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito citotoxico
das associacbes entre carboplatina e os compostos &cido cafeico, acido p-
cumarico, eucaliptol, gama terpineno e quercetina em células de melanoma
murino (B16F10).

Material e métodos

Os compostos fitoquimicos com grau de pureza 295% foram adquiridos
comercialmente (Sigma-Aldrich®, USA), bem como o0 quimioterapico
carboplatina (Blau Farmacéutica S/A). Os compostos e suas formulas e

estruturas quimicas estéo ilustrados na figura 1.
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Figura 1. Férmula estrutural dos compostos fitoquimicos adquiridos comercialmente, testados de
forma associada a carboplatina em células B16F10.

A linhagem celular B16F10 (melanoma murino) foi cedida pela Fundacao
Universidade de Rio Grande. Durante o experimento, as células foram mantidas
em meio Eagle modificado Dulbecco (D-MEM, Sigma-Aldrich®), acrescido de
antibiotico, antifungico, glutamina e 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®),
sendo armazenadas em estufa a 37°C em atmosfera umida com 5% de COa:.
Para determinacédo da citotoxicidade dos compostos e do quimioterapico, foram

preparadas solucdes estoque de 1 ml de cada, dissolvidos em dimetil-sulfoxido
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(DMSO) a 0,5%, e diluidos em D-MEM (Sigma-Aldrich®, USA) e ajustadas a um
pH de 7,7. Foram utilizadas sete concentracdes da carboplatina isolada (1
mg.mL1a 0,03 mg. mL?1) e das associaces de carboplatina com os compostos
(acido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol e gama terpineno), partindo da
concentracgdo inicial de 1 mg.mL*a 0,03 mg. mL%, em diluicdes seriadas.

As células B16F10 foram semeadas em placas de 96 pocos, e apos a
formacao do tapete celular foram adicionados os compostos, em triplicata. Apés
24 horas de incubacéo a 37°C com 5% de COz2, a viabilidade celular foi avaliada
segundo Mosmann (1983), utilizando o método do MTT (Sigma-Aldrich®, USA),
com posterior leitura em espectrofotometro a 540 nm. Células B16F10 tratadas
somente com D-MEM foram usadas como controles.

A classificacdo dos compostos quanto a toxicidade celular baseou-se em
Mahmoud e colaboradores (2011), conforme férmula a seguir. Foi considerada
alta citotoxicidade quando a viabilidade celular esteve entre 1 e 50%; moderada
citotoxicidade quando a viabilidade esteve entre 51 e 75% e baixa citotoxicidade
guando a viabilidade esteve entre 75 e 100%. O percentual de viabilidade celular

foi avaliado utilizando a seguinte formula:

média do tratamento

. on) —
Viabilidade celular (%) —idia do controle * 100

Resultados e discusséo

Os graus de toxicidade das associacdes entre a carboplatina e o0s
compostos fitoquimicos variaram em funcdo das concentracdes testadas, onde
percebemos que as atividades dos mesmos foram dose-dependentes, sendo
gue as concentra¢cdes mais altas de todas as associac¢des testadas promoveram
alta toxicidade para as células de melanoma B16F10. O DMSO foi utilizado para
dissolver os compostos fitoquimicos, e foi avaliada a sua toxicidade, onde
demonstrou baixa toxicidade para as células B16F10 quando testado nas
concentracdes de 2 a 0,03%.

A carboplatina isolada, quando avaliada em concentracdes a partir de 1
mg.mL™* nas células B16F10, apresentou 75-100% de viabilidade celular, ou

seja, nao foi efetiva, visto que apresentou baixa toxicidade. A associacao entre
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carboplatina e eucaliptol (figura 2), a partir de 1 mg.mL%, apresentou alta
toxicidade para as células B16F10 nas concentracGes de 1 a 0,06 mg.mL™%, bem
como, a combinacéo entre carboplatina e gama terpineno (figura 3) promoveu
também alta toxicidade nas concentracdes de 1 a 0,03 mg.mLt. Os compostos
fendlicos acido cafeico (figura 4) e acido p-cumarico (figura 5), quando
associados a carboplatina, apresentaram também alta toxicidade nas
concentracdes de 1 a 0,03 mg.mL* (acido cafeico) e de 1 a 0,06 mg.mL™* (4cido
p-cumarico). A associacao entre quercetina e carboplatina (figura 6) apresentou
alta toxicidade nas concentracdes de 1 a 0,25 mg.mLt. Podemos perceber que
as associacoes entre os compostos e a carboplatina exerceram melhor efeito
citotbxico em comparag¢do aos compostos isolados, exceto a quercetina, que
guando avaliada de forma isolada obteve maior efeito citotéxico em relacédo a

sua associacdo com o quimioterapico.

CARBOPLATINA E EUCALIPTOL

B CARBOPLATINA CARBOPLATINA + EUCALIPTOL EUCALIPTOL

3
o
© > =1
o
)
< ~
~ o
)
o
o
~
<
©
o)
n
~
n
— ~
i
~
1 0,5 0,06

0,25 0,12
Figura 2. Demonstracdo gréfica da atividade citotéxica de diferentes concentracdes do
guimioterapico carboplatina, do composto eucaliptol e da associacao entre a carboplatina e
eucaliptol, a partir de 1 mg.mLt, em células de melanoma B16F10.
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CARBOPLATINA E GAMA TERPINENO
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Figura 3. Demonstracdo grafica da atividade citotéxica de diferentes concentracdes do
guimioterapico carboplatina, do composto gama terpineno e da associagao entre a carboplatina
e gama terpineno, a partir de 1 mg.mL1, em células de melanoma B16F10.
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Figura 4. Demonstracdo grafica da atividade citotoxica de diferentes concentracbes do
quimioterapico carboplatina, do composto acido cafeico e da associacdo entre a carboplatina e
acido cafeico, a partir de 1 mg.mL1, em células de melanoma B16F10.
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CARBOPLATINA E ACIDO P-CUMARICO
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Figura 5. Demonstracdo grafica da atividade citotoxica de diferentes concentragcbes do
guimioterapico carboplatina, do composto acido p-cumarico e da associacao entre a carboplatina
e acido p-cumarico, a partir de 1 mg.mL1, em células de melanoma B16F10.
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Figura 6. Demonstracdo grafica da atividade citotoxica de diferentes concentracdes do
guimioterapico carboplatina, do composto quercetina e da associacdo entre a carboplatina e
guercetina, a partir de 1 mg.mL1, em células de melanoma B16F10.
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Conforme observado, a atividade citotoxica das associacbfes com o
quimioterapico carboplatina podem ser ordenadas em forma crescente, de
acordo com sua efetividade e toxicidade para B16F10: gama terpineno >
eucaliptol > acido p-cumarico > acido cafeico > quercetina.

Os agentes derivados de platina, como cisplatina e carboplatina, sao
amplamente utilizados para o tratamento do melanoma (HERNANDEZ et al.,
2018), entretanto, apresentam efeitos colaterais importantes (OUN et al., 2018).
Nos caes, as principais reacdes decorrentes do uso da carboplatina sédo a
toxicidade hematologica e gastrointestinal (HUME et al., 2009), porém, é a droga
de primeira escolha para o tratamento do melanoma nesta espécie (DANK et al.,
2014). Quanto aos felinos, a cisplatina é contra indicada, visto que promove
grave toxicidade pulmonar (SPUGNINI et al., 2011), portanto, a carboplatina € a
alternativa remanescente para o melanoma em gatos. Neste contexto, a terapia
combinada é uma estratégia de tratamento eficaz para o tratamento do cancer,
pela possibilidade do uso de doses menores, e para driblar a toxicidade e
resisténcia induzida por quimioterapicos, através da utilizacdo de drogas que
funcionem por diferentes mecanismos de acdo (HEMAISWARYA & DOBLE,
2013). A combinagdo entre carboplatina e acido ferrdlico, composto natural
polifendlico, mostrou efetividade contra células de leucemia (K562), mostrando
que o0s compostos fitoquimicos podem potencializar a atividade dos
guimioterapicos (INDAP et al., 2006).

A quercetina, quando associada a carboplatina, aumenta a atividade
antineoplasica da mesma, produzindo maior citotoxicidade as células de
melanoma; apesar de que, quando testada de forma isolada, a quercetina
mostrou-se ainda mais efetiva. Yuan e colaboradores (2015) observaram que a
quercetina, além de induzir apoptose em células de cancer oral, reverteu a
resisténcia destas células a droga quimioterapica vincristina. De forma
semelhante, a quercetina modula a resposta de células de cancer de pulméo
(LEE et al., 2015) e de cancer de pancreas (CAO et al., 2015) a gemcitabina. A
adicdo de quercetina ao tratamento com quimioterapicos do grupo das platinas,
oxiplatina e cisplatina, promoveu a sensibilizagéo de células de cancer de ovario
a acao destas (NESSA et al., 2011). Em um estudo realizado em camundongos
com tumores de mama, onde a quercetina foi administrada na dieta, associada

a injecdes intratumorais de doxorrubicina, foi observado efeito sinérgico, visto
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gue esta combinacao induziu a regressao tumoral, além de aumentar a sobrevida
dos camundongos. Cabe ressaltar que a quercetina ou a doxorrubicina isoladas
nao produziram os mesmos efeitos (DU et al., 2010).

Sabe-se que a migracdo e a invasao celular sdo mecanismos adotados
pelas células tumorais para disseminar-se pelo organismo e escapar dos
tratamentos, assim, este seria outro beneficio que poderia ser obtido com o0 uso
de compostos fendlicos, j& que estes inibem estes mecanismos, sensibilizando
as células neoplasicas aos quimioterapicos (ANANTHARAJU et al., 2016). Em
nosso estudo, os compostos fendlicos acido cafeico e &cido p-cuméarico
incrementaram a atividade da carboplatina, o que esta de acordo com outros
autores, que trabalhando com estes mesmos compostos, demonstraram
interacdo com o farmaco anticancer 5-fluorouracil, contra células de cancer
cervical humano (HeLa) (HEMAISWARYA & DOBLE, 2013). Outro farmaco
utilizado no tratamento de melanoma é a doxorrubicina, porém, a aplicacdo desta
tem uso limitado devido a sua cardiotoxicidade, entretanto o acido p-cumarico
demonstrou efeito cardioprotetor em ratos contra o estresse oxidativo induzido
pela doxorrubicina, mostrando-se proveitoso como adjuvante na terapia do
cancer (ABDEL-WAHAB et al., 2003). Alguns autores demonstraram o efeito
benéfico do 6leo de cdco na protecdo contra a hepatotoxicidade induzida pelo
guimioterapico metotrexato em ratos, o que poderia ser decorrente dos
compostos majoritarios, acidos cafeico e p-cumarico (FAMUREWA et al., 2017).
Ja o composto &cido cafeico isolado incrementou o potencial inibitério do
paclitaxel, quimioterapico de primeira linha contra o cancer de pulmao, em
comparacao ao tratamento com paclitaxel isolado (LIN et al., 2012). De forma
semelhante, a atividade quimiossensibilizante de acido cafeico foi examinada em
células de carcinoma mamario humano (MCF-7), resistentes a mdultiplos
farmacos, e o &cido cafeico reduziu marcadamente a CCso da doxorrubicina
(AHN et al., 1997).

A associagao da carboplatina com os monoterpenos eucaliptol e gama
terpineno obteve maiores indices de toxicidade para células de melanoma em
relacdo aos demais compostos. Os resultados foram devidos provavelmente a
interacdo e sinergismo apresentado por estas moléculas com a carboplatina.
Segundo Paduch e colaboradores (2007), estes compostos aumentam a

permeabilidade de drogas, melhorando a penetracdo de outros agentes,
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constituindo uma opcdo para o tratamento de tumores de pele. Ainda, o0s
monoterpenos s&o liberados lentamente na circulagdo e facilmente
transportados para os tecidos, e apresentam meia-vida longa, por isso,
permanecem nos tecidos e células em altas concentracdes durante maior tempo
(PADUCH et al., 2007), e estes fatores podem ter influéncia direta sobre a melhor
atividade dos monoterpenos nas células de melanoma. De acordo com Ho e
colaboradores (2004), o eucaliptol aumenta a permeabilidade transcutanea do
tamoxifeno, que é um farmaco utilizado na terapia do cancer mamario, fato que
pode ser decorrente a sua maior lipossolubilidade. Os monoterpenos foram
identificados no extrato de Thymus caramanicus Jalas, demonstrando que a
associacdo com vincristina induziu melhor efeito citototoxico em células de
carcinoma mamario (MCF-7), em comparacdo ao quimioterapico isolado, e o
efeito do extrato pode ser atribuido a presenca dos terpenos, sendo gama
terpineno um de seus principais constituintes (ESMAEILI-MAHANI et al., 2014).
Segundo a literatura, a atividade citotoxica dos terpenos esta relacionada a
concentracdo e estrutura quimica, e especialmente, a presenca de grupos

hidroxila livres e anéis aromaticos (RAO et al., 2010).

Conclusdes

A combinacdo de carboplatina com os compostos fitoquimicos resultou
em niveis de citotoxicidade significativamente maiores em relacdo ao
quimioterapico isolado e aos compostos fitoquimicos isolados (exceto a
quercetina, que isolada apresenta maior citotoxicidade), para as células de
melanoma B16F10, com destaque para gama terpineno e eucaliptol, seguido de
acido p-cumarico, acido cafeico e quercetina, demostrando que estes compostos

Sao promissores para a terapia do melanoma.
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5 Consideragdes Finais

- A cultura de células de linhagem de melanoma murino B16F10 revelou-se um ensaio
sensivel ao teste do efeito de compostos fitoquimicos sobre a viabilidade celular.

- Todos os compostos fitoquimicos (acido cafeico, acido p-cumarico, eucaliptol, gama
terpineno e quercetina) exerceram efeito citotéxico nas células B16F10, com melhor
desempenho para quercetina.

- Os compostos fitoquimicos apresentaram toxicidade dose dependente para as
células MDBK, sendo que os mesmos podem ser assim ordenados, de forma
crescente, de acordo com sua toxicidade para este tipo celular: gama terpineno >
guercetina > eucaliptol > acido p-cumarico > acido cafeico.

- Os compostos fitoquimicos foram mais téxicos para as células de melanoma do que
para as células renais.

- As associacfes entre carboplatina e os compostos fitoquimicos apresentaram alta
toxicidade para as células B16F10, sendo que gama terpineno e eucaliptol foram os
que apresentaram maior efetividade, seguidos de &cido p-cumarico, acido cafeico e
quercetina.

- Mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo destes
compostos fitoquimicos responsaveis pelas atividades biol6gicas aqui apresentadas
e 0 seu potencial como fonte de substancias a serem empregadas contra 0 cancer,
em especial o melanoma.

- Como sequéncia deste estudo, experimentos in vivo sdo interessantes para avaliar

a biodisponibilidade destes compostos no organismo.
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