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RESUMO

O cancer é uma doenca complexa de causa multifatorial, considerado um grande problema de
salde publica pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma das principais causas de
morbimortalidade em todo o mundo. Embora os tratamentos tenham evoluido
significativamente, ainda existe uma busca constante por medicamentos mais eficazes. Diante
disto, uma fonte importante para desenvolvimento de medicamentos sdo os Produtos Naturais
(PN). A exemplo disto s&o os terpenos que demonstram atividade bioldgica contra o cancer,
atuando durante a tumorigénese precoce, estagios carcinogénicos tardios, fase de invasdo e
metéstase. Um terpeno bastante abundante na natureza e que demonstrou atividade anticancer
em estudos in vivo e in vitro foi o limoneno. No entanto, os mecanismos da atividade
antitumoral do limoneno ndo sdo totalmente compreendidos. Assim, o objetivo do presente
estudo é realizar uma revisdo sistematica, metanalise da literatura e prospeccéo de patentes para
avaliar a atividade antitumoral de terpenos e mecanismo de acéo do limoneno. Para avaliar o
desenvolvimento dos terpenos para atividade antitumoral, foi realizada uma busca de patentes
de terpenos ou formulacdes a base de terpenos em bancos de dados especializados da
Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI) e Espacenet. Em paralelo uma revisdo
sistematica com meta-analise foi realizada para avaliar o mecanismo de ac¢éo do limoneno em
células tumorais. Os resultados da revisdo de patentes indicam a China e o Japdo como 0s paises
gue mais depositaram patentes de terpenos, trés delas foram depositadas por industria e apenas
uma € comercializada. Embora exista grande interesse cientifico pelos terpenos, a industria
pouco tem investido nesta classe de produtos naturais para o cancer. Ja a revisao sistematica
indica que o mecanismo de acdo utilizado pelo limoneno parece ser a induncdo de células a
apoptose principalmente pela via mitocondrial, podendo também ativar outras vias de
sinalizacdo para apoptose. E a metanalise sugere que o limoneno atua principalmente na
apoptose induzida pela regressdo tumoral sendo, portanto, um produto natural promissor para
uso no tratamento de varios tipos de cancer.

Palavras-chave: limoneno, cancer, neoplasia, atividade antitumoral, revisao de patentes, revisao

sistematica, metandlise.
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ABSTRACT

Cancer is a complex disease of multifactorial cause, considered a major public health problem
by the World Health Organization (WHO). One of the main causes of morbidity and mortality
worldwide. Although treatments have evolved significantly, there is still a constant search for
more effective drugs. An important source is Natural Products (PN). An example of this,
terpenes demonstrate biological activity against cancer, acting during early tumorigenesis, late
carcinogenic stages, invasion phase and metastasis. A terpene that is quite abundant in nature
and has demonstrated anticancer activity in in vivo and in vitro studies was limonene. However,
the mechanisms of limonene's antitumor activity are not fully understood. The aim of the
present study is, therefore, to evaluate the antitumor activity of terpenes and the mechanism of
action of limonene in tumor cells. To assess the development of terpenes for antitumor activity,
a search for terpene patents or terpene formulations was carried out in specialized databases of
the World Intellectual Property Organization (WIPO) and Espacenet. Of the total of the seven
patents included in the review, China and Japan were the countries that filed the most, three of
them were filed by industry and only one is commercialized. Although there is great scientific
interest in terpenes, the industry has invested little in this class of natural cancer products. A
systematic review with meta-analysis was used to assess the mechanism of action of limonene
in tumor cells through a comprehensive systematic search using the Scopus, MEDLINE-

PubMed, Web of Science and Science Direct databases, using the descriptors: "limonene ",

cancer -,

neoplasm "," tumor ". The risk of bias was assessed and considered high, according
to the Risk of Bias tool from SYRCLE (RoB). The mechanism of action used by limonene
seems to be the induction of cells to apoptosis mainly by the mitochondrial pathway, and can
also activate by other signaling pathways. The meta-analysis suggests that limonene acts mainly
in apoptosis induced by tumor regression and is therefore a promising natural product for use
in the treatment of various types of cancer.

Keywords: limonene, cancer, neoplasm, antitumoral activity, patent review, systematic review,

metanalysis.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca multifatorial complexa, as taxas de mortalidade variam entre
paises e seus diferentes tipos. Essas variagcBes podem ser atribuidas a diferencas no estilo de
vida, clima, ambiente, poluicéo, entre outros fatores (CHAUDHARY et al., 2012; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). Esta doenca é considerada um grande problema de salde
publica pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), uma das principais causas de
morbimortalidade em todas as faixas etrias (RUSSO, A. et al., 2019; YUAN et al., 2017). Em
2018, cerca de 18 milhdes de pessoas em todo o mundo tiveram céncer e mais de 9 milhdes
foram & obito. A OMS estima que em 2040 esses numeros possam dobrar. (FIDLER et al.,
2017).

Os tratamentos tradicionais para 0 cancer sdo a remocgao cirirgica, quimioterapia ou
terapia hormonal e radioterapia. Esses agentes antineoplasicos sdo citotoxicos e causam ao
paciente varios efeitos colaterais, como reducdo da formacéo de células sanguineas, perda de
cabelo, esterilidade e resisténcia a medicamentos, enfraquecendo a eficacia das terapias,
impedindo o progresso do progndstico do paciente, alto custo do tratamento e variabilidade na
eficacia (Ateba et al., 2018; Li et al., 2017; Yuan et al., 2017). Para além disso, 0s agentes
quimioterapéuticos levam a destruicdo de células de maneira inespecifica, incluindo células
cancerigenas e ndo cancerigenas (ZEINELDIN, 2017).

Estudos sobre o cancer realizados nos ultimos anos trouxeram uma compreensao mais
clara da progressdo e dos mecanismos de resisténcia e sobrevivéncia, contribuindo para o
desenvolvimento de tratamentos. No entanto, a sua incidéncia continua a aumentar e as terapias
existentes ainda sdo limitadas em termos de eficacia e tem efeitos colaterais significativos
(CHEONG et al., 2018).

Em razdo disso, existe um grande interesse cientifico e farmacéutico na descoberta de
novos agentes anticancer. Os Produtos Naturais (PN) constituem fontes importantes de
compostos para busca de novos tratamentos anticancer (AMARAL et al., 2015). Nesta
perspectiva, na area antitumoral houve algumas aprovacdes significativas nos quase cinco anos
a partir de 01 de janeiro de 2015a 30SEP2019. No total 13 aprovacdes de drogas para tratamento
do cancer, dentre eles vale destacar a aplidine um produto natural marinho, foi aprovado na
Austrélia no final de 2018 para o tratamento do mieloma multiplo. Os demais medicamentos
sdo derivados de produtos naturais, aprovados par o tratamento de Vvarios tipos de cancer
(NEWMAN; CRAGG, 2020).
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Vérias classes de PN como os terpenos, demonstram atividade bioldgica e efeitos
benéficos na saide humana. Em particular, no caso do cancer, atuando durante a tumorigénese
precoce, estagios carcinogénicos tardios, fase de invasdo e metastase (BRAICU et al., 2017).
Os PN possuem uma ampla gama de caracteristicas bioativas e sdo encontrados na maioria dos
medicamentos atualmente disponiveis no mercado farmacéutico. Durante décadas, estudos in
vitro e in vivo tém analisado compostos naturais e suas atividades antimicrobianas,
antioxidantes, antiproliferativas e anticancer a fim de estabelecer seu potencial terapéutico e
seu uso no tratamento de doengas humanas (ASAMOTO et al., 2002; CHANDER et al., 1994;
RUSSO, R. et al., 2013).

Os terpenos (isoprendides) possuem uma diversidade notavel de estrutura, e podem
constituir uma fonte muito importante ou ateé reservatorio indispensavel para quimioterapicos
capazes de superar as lacunas dos tratamentos atuais (ATEBA et al., 2018). Existem varios
estudos que demonstraram o potencial dos terpendides na prevencao e tratamento do cancer de
mama (BISHAYEE et al., 2011; RABI; BISHAYEE, 2009; YANG et al., 2011).

Rabi e Bishayee estudaram os efeitos bioldgicos dos terpendides dentre eles o d-
limoneno, alcool perilico, retinol, acido trans-retindico, acido oléico, acido ursoélico, caroteno e
licopeno para quimioprevencdo ao cancer de mama. Ja Bishayee et al. (2011) examinaram o
status e as perspectivas futuras que implicam a utilizacéo de triterpendides de origem vegetal e
anadlogos semi-sintéticos como potencial quimiopreventivo e agentes terapéuticos contra
canceres humanos. Yang et al. (2011) destacaram possiveis alvos moleculares e propriedades
bioldgicas dos terpenos, capazes de inibir a proliferacdo de células tumorais e induzir apoptose,
no tratamento de cancer de mama e de prostata.

Uma classe de terpenos bastante estudada sao os monoterpenos isolados de varias plantas
medicinais sdo muito utilizados como medicamento tradicional no tratamento de diabetes,
cancer, anti-hiperlipidémico,hipertensdo, inflamacdo, etc (RAVICHANDRAN et al., 2018).
Um monoterpeno de grande importancia € o limoneno, um componente facilmente encontrado
no 6leo de casca de citrus e de outros 6leos. Seus metabdlitos, alcool perilico e acido perilico,
sdo encontrados no plasma humano. Tanto o limoneno quanto seus metabdlitos demonstraram
atividade anticancer, atribuido a sua capacidade de induzir apoptose em células cancerigenas
(MUKHTAR et al., 2018).

Uma das atividades estudadas do limoneno é a sua a¢do anticAncer (ASAMOTO et al.,
2002; ELEGBEDE et al., 1986; JIRTLE; ARIAZI; GOULD, 1993). Sua acao anticancer foi

citada pela primeira vez na literatura por Homburger, Treger e Boger (1971), em uma analise
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da inibigdo da carcinogénese por meio do uso de dleo a base de laranja, administrado por via
subcutanea em ratos, demontrando sua atividade inibitoria em adenomas pulmonares.

Desde entdo, estudos analisaram a agdo do limoneno em vérios tipos de céncer,
combinando-o com outros componentes ou apenas de forma isolada. Como exemplos, Haag et
al. (1992) analisaram a ac&o do limoneno na regresséo do cancer de mama; Gould et al. (1994)
estudaram sua capacidade de prevenir o cancer de mama; Giri et al. (1999) analisaram a agéo
do limonemo na hepatocarcinogénese e observaram que produzia apoptose em células humanas
com leucemia. Em estudo mais recente os autores avaliaram a profileracdo de células de cancer
de pulmao apds tratamento com limoneno, e percebeu que 0 mesmo suprimiu o crescimento
celular tanto in vitro como in vivo(YU et al., 2018). No entanto, os mecanismos da atividade
antiproliferativa, anticancer e antineoplasica do limoneno néao sdo totalmente compreendidos.

Diante do exposto, o presente estudo se justifica pela necessidade de busca de novos
compostos com atividade anticancer para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas com
maior eficacia e menores efeitos colaterais para o paciente. Logo, o limoneno tem se mostrado
como um potencial composto para atividade antineoplésica.

Sendo assim, 0 objetivo desse estudo foi buscar na literatura, por meio de uma reviséo
sistematica, estudos que demonstrassem a atividade antitumoral e elucidassem o mecanismo de

acdo do limoneno.

17



REVISAO DE
LITERATURA




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O céancer se trata de um grupo de doencas heterogéneas que pode afetar qualquer parte do
corpo e possui muitos subtipos anatdmicos e moleculares (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020), séo intrigantes e assustadoras que vem acometendo seres Vivos
multicelulares ha 200 milhdes de anos. Estas doencas tém causa multifatorial e abrangente,
compreendendo em uma ou mais mutacGes nas sequéncias de DNA, resultando em
anormalidades na fisiologia celular (BRAICU et al., 2017; GILL; KUMAR; NAVGEET,
2016).

Essas células, chamadas cancerigenas, invadem e destroem outras células normais
(SHAH et al., 2013). Seu crescimento anormal no corpo pode levar a morte (BRANDAO et al.,
2010). O cancer possui uma caracteristica peculiar em que as proprias células do corpo sdo 0s
agentes de destruicdo (HAUSMAN; HAUSMAN, 2019).

A proliferacdo e eliminacdo de células controlada é necessaria para manter 0S processos
fisiolégicos de homeostase no organismo. A morte celular é essencial para este processo, que
envolve dois mecanismos: morte celular programada e necrose. A morte celular programada se
da por um processo geneticamente programado de suicidio celular em resposta a sinais
especificos, sendo que a apoptose celular € um tipo de morte celular programada. Normalmente
controlada por uma variedade de sinais extra e intracelulares, a morte celular programada se
diferencia da necrose por possuir caracteristicas morfolégicas em que mantem a homeostase do
tecido. A necrose pode ocorrer durante varias doencas incluindo cancer, processo ndo
controlado que geralmente é iniciado por certos estimulos como trauma fisico ou toxico (JAN;
CHAUDHRY, 2019).

No caso das células cancerigenas que possuem alguma alteracdo genética esse
crescimento nédo é controlado, resultando em uma massa anormal no tecido, provocado por esse
crescimento (Figura 1). Seu desenvolvimento € quase autbnomo e o seu crescimento persiste
mesmo apos ter cessado 0s estimulos que provocaram a alteragdo genética. Esta massa anormal

é denominada de neoplasias que na pratica, sao conhecidos como tumores (BRASIL, 2018).
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Célula geneticamente
alterada

Hiperplasia Diéplasia Cancer in situ

Figura 1. Tipos de crescimento celular.

Fonte: ABC do cancer: abordagens bésicas para o controle do cancer / Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva.

As neoplasias malignas podem ser divididas em carcinoma in situ (cancer ndo invasivo)
e 0 cancer invasivo. O carcinoma in situ é considerado o primeiro estagio, localizado e restrito
ao tecido de origem, sendo um tipo de cancer que em sua maioria € curdvel quando tratado
precocemente (figura 1). Esta classificacdo ndo se aplica para canceres do sistema sanguineo
(BRASIL, 2018).

Ja o cancer invasivo, como o nome ja diz, as células cancerigenas ja invadiram outras
camadas do tecido ou 6rgao de origem, vao para a corrente sanguinea ou linfatica e adquirem a
capacidade de disseminar para outras partes do corpo. Esta capacidade de invadir e se
disseminar formando novos focos fora do local de origem é uma caracteristica do cancer, sendo
chamados de metastase (BRASIL, 2018).

Esse processo de invasdao e, consequente, disseminacdo possui Vvarias etapas,
impulsionadas por altera¢fes genéticas, epigenéticas e até mesmo ambientais em que as fungdes
bioldgicas sdo distorcidas resultando em um carcinoma invasivo. Essas malignidades e suas
consequéncias trazem problemas e preocupacdes para satde do individuo (JABIR et al., 2018).
Embora seja uma doenca que pode afetar pessoas em diferentes faixas etarias, o risco aumenta
com o0 aumento da idade para varios tipos de cancer (FIDLER et al., 2017).

Os tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células geneticamente alteradas,
como o carcinoma que tem inicio em tecidos epiteliais (pele ou mucosas) e 0 sarcoma que se
inicia em tecidos conjuntivos (ossos, musculo ou cartilagem) (BRANDAO et al., 2010). O
cancer diagnosticado com mais frequéncia é o cancer de pulmao, seguido pelo cancer de mama

feminino e cancer colorretal, variando entre os paises, por exemplo, o cancer de colo de Utero
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e Sarcoma de Kaposi, muito mais comum nos paises com Indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) baixo, do que nos paises com IDH alto (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

E a segunda principal causa de morte no mundo (AVGERINOS et al., 2019). Somente
em 2018 cerca de 18 milhdes de pessoas tiveram cancer e 9,6 milhdes morreram da doenca
(figura 2), sendo responsavel por cerca de 30% de todas as mortes prematuras por Doencas
Croénicas Nao Transmissiveis (DCNT) entre adultos com idades entre 30 e 69 anos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020).

cgm . Mortalidade
Incidéncia

n.6%
Pulmio

18.4%

1.6% 29.3% Pulmio

Mama Outros

36.7%
Outros

9.2%
Colo-reto

s ‘PZ% Leaggsrﬁia
' Colo-reto
330 : / \ : t§2%
Colo uterino stomago
3% 0% 3.8%
Bexiga . f_f/ Pré.s,.gata Préstata Fiag.‘;:ibo
3% 4.5% 6.6%
Tireoid 5.7% Pancreas )
IreoIde 329 47% Estébmago Mama
Colo uterino | Figado Eséfago
3.2%
Eséfago
18.1 Milhdes de casos 9.6 Milhées de mortes

Figura 2. Distribuig&o de casos e obitos pelos 10 principais tipos de cancer em 2018 para ambos
0S Sexos.

Fonte: Adaptada de: WHO report on cancer: setting priorities, investing wisely and providing
care for all. Geneva: World Health Organization; 2020.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), o Brasil
tem uma estimativa de 625 mil novos casos de cancer para o triénio 2020-2022. Dessa
estimativa, 177 mil sdo de cancer de pele ndo melanoma, 66 mil para de mama, 66 mil para de
prostata, 41 mil para de c6lon e reto, 30 mil para de pulméo e 21 mil para de estdmago. Quanto
a distribuicdo da incidéncia por regides do Brasil, a regido Sudeste é a que mais concentra casos,
com incidéncia de 60%, seguida da Nordeste com mais de 27% e da Sul com mais de 23%

(BRASIL, 2019).
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De acordo com a Figura 3, a representacdo grafica mostra que no Brasil, nos periodos de
1999 a 2003 e de 2014 a 2018, da distribuicdo proporcional de mortes por cancer, mais de 12%
representaram casos de cancer de pulmao e de brénquios. Este tipo de cancer € um dos mais
incidentes nas regides Sul e Sudeste brasileiro assim como o cancer de mama e prostata
(BRASIL, 2019).

Ainda sobre a estimativa de casos de cancer, a figura 4 mostra a representacdo por sexo
dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil para 0 ano de 2020. O cancer de prostata e de

0.00 0.94 1.87 2.81 3.74 4.68 5.61 6.55 7.48 8.42 9.35 10.29 11.22 2.16 13.09 14.03
Proporcao (%)

mama sdo 0s mais incidentes entre homens e mulheres, respectivamente, sendo o de mama o
tipo que mais levou a 6bito mulheres em 2018, segundo dados divulgado pelo INCA (BRASIL,
2019).

Figura3. Distribuicdo proporcional do total de mortes pelas topografias selecionadas*, segundo
localizagdo primaria do tumor, homens e mulheres, Brasil, periodo 1999-2003 e periodo 2014-
2018.

*esbfago (C15), estomago (C16), colon (C18), reto (C20), figado e vias biliares intra-hepaticas
(C22), pancreas(C25), bronquios e pulmdes(C34), melanoma maligno da pele (C43), outras
neoplasias malignas da pele (C44), sarcoma de kaposi (C46) e mama (C50). Fontes:
MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informacdo sobre Mortalidade — SIM MP/Fundacao
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE MS/INCA/Conprev/Divisdao de
Vigiléancia.
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Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%

Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, bronguio e pulmao 17.760 7,.9% Colo do atero 16.590 7,4%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,brénguio e pulmao 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Esdfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 3,4% Qvario 6.650 3,0%

Linfoma néo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do (tero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5.220 2,3%

Figura 4. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Fonte: Estimativa 2020: incidéncia de cancer no Brasil / Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva.

2.2 Tratamento para o cancer

O tratamento para o cancer vai depender do tipo e em que estagio se encontra. N&do existe
um método especifico, varias opgdes podem ser utilizadas como a quimioterapia, cirurgia,
radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia ou até mesmo a combinacdo deles com o objetivo
de obter o maximo de eficacia e sucesso com o tratamento (WANG; LEI; HAN, 2018;
ZUGAZAGOITIA et al., 2016).

Os graves efeitos colaterais dos tratamentos, quimioterapia e radioterapia, séo
responsaveis pelas altas taxas de mortalidade associadas ao cancer (SHAH et al., 2013). A
quimioterapia, principalmente, baseia- se na busca e destruicdo das células cancerigenas,
contudo, pode levar também a destruicdo das células normais, causando graves efeitos
colaterais como: diarreia, nauseas, vomitos, alopecia entre outros sintomas. Outra consequéncia
dos efeitos colaterais é a suscetibilidade a outras infeccbes (BRANDAO et al., 2010; WANG;
LEI; HAN, 2018).

Em vista disto, busca-se desenvolver um tratamento quimioterapico para o cancer com
efeitos toxicos minimos ou inexistentes. E as plantas tém sido utilizadas ha muitos anos pelo
homem para tratamento de diversas doencas, inclusive o cancer. Constata-se que mais de 50%
dos medicamentos atuais em uso clinico séo originados de Produtos Naturais (PN) e muitos dos
quais ja tém capacidade comprovada de controle de células cancerigenas (SHAH et al., 2013).
Portanto, os PN tém sido utilizados para desenvolver medicamentos com minimos efeitos

colaterais, principalmente os derivados de plantas, que tém atraido o interesse de pesquisadores
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assim como da industria farmacéutica para explorar os diversos compostos naturais e suas
atividade bioldgicas (ATEBA et al., 2018; GILL; KUMAR; NAVGEET, 2016).

2.3 Quimioterapicos derivados de plantas

H& cada vez mais argumentos para revisar produtos naturais em busca de novos
compostos para novas drogas. Historicamente, os PN derivados de plantas e de animais foram
fontes de muitos medicamentos, e recentemente entraram para 0s ensaios clinicos como agentes
antineoplasicos e antimicrobianos. Dos medicamentos aprovados entre 1981 e 2010 pela
agéncia americana de alimentos e medicamentos (Food and Drug Administration), 34% dos
medicamentos de pequenas moléculas tinham como fonte produtos naturais ou derivados dos
mesmos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Os esforcos para descoberta dos compostos terapéuticos anti-cancer originados de plantas
vém desde a década de 1950, o que levaram a descoberta de diversos medicamentos
antineoplasicos. Atualmente, fitoquimicos encontrados em plantas de regides tropicais e
subtropicais sdo estudados por suas propriedades potenciais antineoplasicas (CHEN et al.,
2017). Exemplo disto s@o os alcaloides vimblastina e vincristina, compostos isolados da
Catharanthus roseus, popularmente conhecida como Vinca, atualmente utilizados no
tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos e leucemia
linfoblastica aguda infantil (UNNATI et al., 2013).

Outras descobertas importantes na area foram realizadas, o que fomentou o Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute - NCI) a realizar uma
triagem de possiveis agentes antitumorais de origem vegetal. Dentro desta investigacdo foi
descoberto o paclitaxel, composto isolado da casca do teixo (Taxus baccata L. e Taxus
brevifolia Nutt.). Em 1971 os estudos revelaram sua capacidade de regredir cancer de mama e
ovério, e a resisténcia a terapia tradicional (ATEBA et al., 2018; BRANDAO et al., 2010;
SHAH et al., 2013).

Estas descobertas sdo de grande importancia na luta contra o cancer, comprovadas pelo
grande nimero de medicamentos de origem natural no mercado farmacéutico, os quais sdo
extraidos de diversas fontes e amplamente estudados pelos grupos de pesquisas e industria,

buscando novas perspectivas para obtengdo de novos compostos quimioterapicos mais potentes,
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seletivos e que causam menores efeitos colaterais (SOUZA, M. V. N.; GONCALVES, R. S. B.;
PINHEIRO, A. C.; FERREIRA; C., 2007).

Pesquisas pré-clinicas e clinicas na oncologia demontraram que substancias de origem
vegetal, sendo elas administradas tanto como alimentos integrais como compostos isolados, tem
efeito sobre todos os estagios do cancer (BRAICU et al., 2017).

Os metabolitos secundéarios também chamados de Fitoquimicos, sdo compostos quimicos
provenientes de plantas, que sdo sintetizados como sistema de defesa e responsavel pela cor,
sabor e aromas dos diversos vegetais. Eles ja foram bem documentados como moléculas que
possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoria e imunomodulatoria significativa em modelo
in vitro e in vivo. Comprovou-se também que muitas destas moleculas regulam o ciclo celular,
a morte celular programada, a angiogénese e a atividade de células tronco no tecido
cancerigeno, podendo suprimir o crescimento acelerado de células cancerigenas no corpo
(BRAICU et al., 2017; KUBATKA et al., 2020).

A atividade antitumoral pode ser encontrada em compostos que possuem uma variedade
de grupos, como isoprenoides (incluindo terpenoides e carotenoides), macrélidos policetidicos,
antraciclinas, indolocarbazois e enedinas. Estes grupos agem através de diversos mecanismos
como efeito antioxidante, inducdo de apoptose, parada do ciclo celular. Desde a descoberta
desses grupos com atividade antitumoral, os produtos naturais tém contribuido para uma parte
significativa da terapia anticancer (CHEONG et al., 2018).

2.4 Terpenos e limoneno

Nesse contexto, os terpendides/terpenos sdo compostos da unidade basica isopreno
(C5HB), classificados em monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides e
tetraterpendides, conforme o nimero de monémeros ligados (GILL; KUMAR; NAVGEET,
2016), realizando atividade anti-inflamatoria, antitumorigénica e hipolipidémica
(SLEDZINSKI et al., 2018; SOELBERG; DAVIS; JAGER, 2016; XU; ARTHURTON;
BAENA-LOPEZ, 2018). Por exemplo, o paclitaxel (Taxol®), aprovado em 1993, é um
diterpeno extraido da Taxus brevifolia, e introduziu os terpenos no mercado de drogas
anticancer (ATEBA et al., 2018).

O D-limoneno (4-isopropenil-1-methylcyclohexene) é um monoterpeno monociclico,
principal composto de éleos essenciais citricos encontrados em frutas como liméo e laranja,

possui atividade descrita na literatura como antitumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
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antiparasitaria, larvicida, antifungica e antioxidante (FERRARINI et al., 2008; JUNIOR et al.,
2009; MENEZES et al., 2016; SANTANA et al., 2020; SINGH et al., 2010; VELAZQUEZ-
NUNEZ et al., 2013).

Considerado como um dos terpenos mais comuns da natureza, o limoneno e seus
metabolitos tm demonstrado numerosos efeitos bioquimicos como agentes quimioterapicos.
Séo reconhecidos como agentes anticancer devido a sua capacidade de induzir apoptose por
regulacdo positiva de fatores pro-apoptdticos e regulacdo negativa de fatores anti-apoptéticos
(MUKHTAR et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Realizar uma revisdo sisteméatica, metanalise da literatura e prospeccdo de patentes para

avaliar a atividade antitumoral de terpenos e mecanismo de a¢&o do limoneno.

3.2 Objetivos Especificos

- Realizar uma revisdo de patentes para avaliar o desenvolvimento do uso de terpenos ou
formulagBes com terpenos para o tratamento de varios tipos de cancer;
- Realizar uma revisao sistematica seguida de metanalise para avaliar a atividade antitumoral

do limoneno;
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4 METODOS

4.1 Revisdo de Patentes

O presente estudo trata da busca de patentes de terpenos que tragam possibilidades de
tratamentos inovadores para o cancer. Para isso, foi utilizado o descritor 'terpeno’ e o cddigo
A61P da Classificagdo Internacional de Patentes (IPC), que indica atividade terapéutica
especifica de compostos quimicos ou preparacdes medicinais.

A busca foi realizada nas bases de dados da Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual (OMPI/WIPO sigla em inglés) e ESPACENET (banco de dados gratuito de
patentes), para patentes registradas até o ano de 2019. O maior nimero de patentes foi
encontrado no ESPACENET (483), seguido pelo banco de dados da OMPI (118), totalizando
assim 601 patentes. As patentes encontradas foram depositadas em um periodo entre 1970 e
2019. Todas as patentes foram devidamente listadas e classificadas em uma planilha de acordo
com o0 ano de publicacéo e o pais de origem.

Como critério de incluséo, selecionou-se patentes publicadas até 2019, que descreveram
ensaios pré-clinicos e/ou clinicos sobre o efeito antitumoral de terpenos, assim como aquelas
escritas em qualquer idioma, uma vez que patentes relevantes foram escritas em chinés (45%)
e japonés (28%). Como critérios de exclusao as patentes em que descreveram outros efeitos que
ndo incluisse o antitumoral de terpenos e que nao descrevessem 0s experimentos realizados
para arfirmar a atividade antitumoral.

Assim, as préximas etapas foram excluir patentes duplicadas (91) e aquelas que nédo
tratavam de atividade antitumoral apés a leitura de titulos e resumos (476). Posteriormente,
utilizou-se a ferramenta de traducdo da plataforma ESPACENET para possibilitar a leitura
completa das patentes, traduzindo os textos de chinés e japonés para o inglés, resultando em 34
patentes para a leitura completa.

Apés a leitura completa, foram excluidas 27 patentes que ndo descreviam os testes
realizados para demonstrar a atividade antitumoral do composto ou formulacéo, resultando ao

final em 7 patentes selecionadas (Figura 5).
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Estudos identificados nas bases de dados usando a palavra-chave
“terpen0” (n= 601): WIPO (118), Espacenet Patent Search (483)

Excluséo de duplicatas ( n=601-91=510)

v

Leitura de titulos e resumos (n= 510)

Exclusdo de Terpenos e/ou formulagdes de
terpenos para o tratamento de outras doencas
(n=510 -476= 34)

v

Leitura do texto das patentes na integra (n= 34)

v
Selec¢do final (h=7)

Figura 5. Fluxograma das patentes selecionadas.

4.2 Revisdo sistematica e Metanalise

Este estudo foi conduzido seguindo a declaracédo Itens Preferidos para Relatorios para
Revisdes Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA-www.prisma-statement.org) e
complementada por orientacdes do Cochrane Collaboration Handbook, versdo 5.2, e pela
Abordagem Colaborativa para Meta-Analise e Revisdo de Dados de Estudos Experimentais em
Animal (CAMARADES).

A questdo de pesquisa foi elaborada utilizando a estratégia PICO, onde: P - populacéo,
paciente ou problema, | - fenémeno de interesse ou intervencdo, C - contexto ou comparagao e
O - resultado. Essa estratégia foi utilizada para permitir a resolucdo da questdo da pesquisa
clinica e otimizar a recuperacdo de evidéncias das bases de dados. Neste estudo, a pergunta foi:
"Como ocorre a atividade antitumoral ou antineoplasica do limoneno?" De acordo com 0s
critérios: P — células ou tumores de cancer; | — uso do limoneno; C — placebo ou padréo ouro;

O - Atividade antitumoral ou antineoplésica do limoneno.
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4.2.1 Estratégia de pesquisa

Quatro bancos de dados foram utilizados para buscar artigos apropriados que
cumprissem o objetivo deste estudo. Os bancos incluidos foram a Biblioteca Nacional de
Medicina (MEDLINE-PubMed), Web of Science, Scopus e Science Direct. Foram utilizadas
diferentes combinacGes de descritores segundo cada base de dado: "limoneno", "céancer",
"neoplasia”, "tumor"”. As buscas foram realizadas em estudos até dezembro de 2019. A
estratégia de busca foi elaborada para identificar trabalhos sobre o uso do limoneno no
tratamento do céncer.

As citagdes foram limitadas manualmente aos estudos com limoneno no tratamento do
cancer. E importante mencionar que ndo houve contato com os pesquisadores incluidos nesta

reviséo para tentar identificar dados néo publicados.

4.2.2 Selecéo do Estudo

Todos os titulos de busca eletronica, resumos selecionados e artigos de texto completo
foram revisados independentemente por um minimo de dois revisores (J.F.C.B., F.O.C.,
D.V.C.M,, F.AF.C.e H.S.R.S.). Discordancias sobre os artigos foram resolvidas por consenso.
Os seguintes critérios de inclusdo foram aplicados: estudos sobre o uso de limoneno no
tratamento do cancer. Os estudos foram excluidos de acordo com os seguintes critérios: ndo
usar limoneno sozinho; estudos que avaliaram outra acdo do limoneno além dos efeitos
antitumorais; artigos de revisdo; meta-analises; resumos; anais de conferéncias; editoriais /

cartas; relatos de casos.

4.2.3 Extracdo de dados e avaliacdo de risco de viés

Os dados foram extraidos por um revisor usando formularios padronizados e verificados
por um segundo revisor. As seguintes informac6es foram extraidas de todos os estudos: desenho
do estudo; modelo estudado - in vitro ou in vivo; mecanismo de acdo; célula cancerigena;
Origem e dose de limoneno; Método de avaliagdo; Resultados principais; e conclusoes.

O risco de viés foi avaliado usando a ferramenta de risco de viés da SYRCLE para

estudos com animais. O risco de viés foi classificado como baixo, incerto ou alto.
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4.2.4 Sintese de dados

Definiu-se os efeitos do tratamento como diferenca média (DM) com intervalos de
confianca de 95% (ICs). Média e desvio padrdo (DP) foram obtidos para cada grupo de estudo
e o resultado de interesse foi usado para calcular os tamanhos dos efeitos. O método
DerSimonian e Laird foi utilizado para produzir um modelo de efeitos aleatérios, assumindo
heterogeneidade nos estudos.

O método Florest plot foi usado para representar graficamente os tamanhos dos efeitos
e 0 IC de 95%. Um teste bicaudal foi utilizado para determinar a significancia estatistica (p
<0,05). A heterogeneidade estatistica foi avaliada pelo teste Cochran Q e quantificada pelo
indice 12 [14]. As andlises foram realizadas usando o Review Manager 5.3 [15].
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5 CAPITULO |

5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO DA REVISAO DE PATENTES

As patentes encontradas durante a busca nas bases de dados foram devidamente listadas
e classificadas de acordo com o ano de publicacdo, o pais de origem e a Classificacdo
Internacional de Patentes (CIP).

A anélise temporal realizada revelou um aumento no nimero de pedidos de patentes
relatando o uso de terpenos nos Gltimos 20 anos. Dentro desse intervalo, foi possivel detectar
uma diminui¢do no numero de patentes registradas entre os anos 2000-2004, aumentando
novamente o nimero de depositos de patentes em 2005 nos documentos encontrados nesta

pesquisa (Figura 6).
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Figura 6. Numero de pedidos de patentes por ano, resultantes da pesquisa com as palavras-
chave 'terpeno’ e com classificacdo internacional de patentes: A61P = atividade terapéutica
especifica de compostos quimicos ou preparacfes medicinais (bancos de dados Espacenet e
WIPO, dezembro de 2019).

A revisdo de Newman e Cragg (2020) apresenta uma analise temporal dos medicamentos
anticancer disponiveis no periodo 1981-2019. Seus resultados corroboram com os resultados
desta revisdo, pois 0os dados expostos demonstram uma ascensdo no numero de patentes
anticancer depositadas, principalmente a partir do periodo de 1990-1999.

Quando observados, o depdsito de patentes por paises percebe-se um crescimento
desproporcional. O pais com o maior nimero de patentes foi a China (215), seguida pelo Japao
(135) e pelos Estados Unidos (35) (Figura 7). Embora o Brasil tenha uma das maiores
diversidades biologicas do mundo, sua legislacdo ndo permite o registro de patentes relacionado

ao todo ou parte de seres vivos naturais e materiais biolégicos encontrados na natureza, ou ainda
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que dela isolados, consoante estabelece o inciso IX, do artigo 10 da Lei 9.279, de 1996
(BRASIL, 1996).

H& uma tendéncia para paises como Estados Unidos e China apresentarem mais depositos
de patentes, o que pode ser atribuido a situagdo econémica e aos investimentos em tecnologia
na area de inovacao, nos quais os dois paises possuem cultura de propriedade intelectual em
pesquisa tecnoldgica (ALVES et al., 2019).

A incidéncia do nimero de pessoas com cancer aumenta, enquanto 0S recursos
terapéuticos para esse objetivo ainda sdo limitados, principalmente quando se trata de eficécia,
efeitos colaterais e resisténcia a medicamentos. Um dos desafios mais importantes no campo
da oncologia ¢ a falta de medicamentos antitumorais eficazes e capazes de superar a resisténcia
aos medicamentos e a reducdo dos efeitos colaterais associados ao tratamento de muitos tipos
de cancer (ATEBA et al., 2018).

Pais de Aplicacéo
300
250
200
150
100

258

141

47 35 47
50 13 11 17 20 6 15

CN JP Uus WO RU KR AU EP NZ CA Others

Figura 7. Nimero de patentes depositadas po paises.
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500

400
300
200
100

0
AB61P AG1K CO7D C07C A61Q A23L C12N C12R C07J C12P AO1IN GO1N CO7H Others

Figura 8. Classificacdo Internacional de Patentes (IPC) - subclasse.
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As subclasses da IPC que tiveram mais destaques nessa pesquisa foram as A61P e A61k,
conforme a Figura 8, e estdo relacionadas com a atividade terapéutica especifica de compostos
quimicos ou preparacdes medicinais e preparac@es para finalidades médicas, odontolégicas ou
higiénicas, respectivamente. E importante ressaltar que cada patente possui mais de uma
classificagdo. Esse resultado confirma a aplicacdo de patentes candidatas ao desenvolvimento
de novos produtos com aplicagdo na oncologia por exemplo.

A identificacdo de novos agentes antineoplasicos é importante devido ao aumento da
morbimortalidade por cancer nos Gltimos anos, impulsionando na busca de novos compostos
quimioterapicos (BLASCO-BENITO et al., 2018). Diante disso, é evidente que a busca por
novos compostos anticancer naturais se tornou um foco importante para a melhoria da terapia
do céncer (ATEBA et al., 2018).

Assim, o0s terpenos sdo compostos comumente usados pela industria farmacéutica como
ingredientes ativos em medicamentos para o tratamento de varias doencas. Para o cancer temos
o paclitaxel no mercado, um diterpeno. J& para a malaria, a artemisinina ou precursores
sintéticos (hecogenina), dentre outros (SILVA; CARVALHO; GUIMARAES; S; et al., 2019).

Nesta revisdo, do total das sete patentes incluidas, duas foram depositadas no Japéo e
realizaram testes in vitro e in vivo. O restante (5) foi depositado na China e realizado testes in
vitro (tabela 1). Embora a industria seja a maior requerente de patentes, nesta analise, percebeu-
se que apenas trés delas foram depositadas por ela.

A primeira patente denominada avicilina (JP20140162970), desenvolvida por uma
inddstria farmacéutica, € uma mistura de terpenos dissolvidos em 6leo de girassol. E uma
composicao oral composta de: sexterpendides, monoterpendides (3-6%), diterpendides neutros
(11-15%), acido diterpénico (23-28%), acido triterpénico (8-16%), compostos fenolicos (0,1-
0,2%) e acidos graxos insaturados e saturados (0,1-0,3%). Em relacdo aos terpenos totais, pelo
menos 10% é composto de acetato de bornila, com a finalidade de induzir uma cascata de
processos, desenvolvendo assim agentes antitumorais para o tratamento de doencas
cancerigenas de varias origens.

A avicilina é comercializada pela Initium Pharma sob o nome de Abisil®, embora o site
da industria afirme que existem estudos que determinaram um amplo espectro de atividade
farmacoldgica, incluindo atividade antitumoral. Contudo, ndo é comercializado para esse fim,
mas para o tratamento de inflamag6es como Ulceras troficas e feridas sépticas cirargicas e pos-
traumaticas a longo prazo, otite, sinusite, rinite, rinofaringite, faringite, amigdalite, pos-

amigdalectomia, laringite, entre outras condi¢des inflamatdrias.
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A composicdo farmacéutica da avicilina foi testada pela Initium Pharma nas
concentragdes entre 30 e 1000 pg/mL em linhas celulares (Jukart - leucemia linfoblastica de
células T, Raji - leucimia de células B, K562 - leucemia mieldide cronica, U937 - leucemia
mielocitica, Mel P - melanoma, T47D - cancer de mama, SKOV3 - cancer de ovério, PC3 -
cancer de prostata), pelo ensaio colorimétrico de viabilidade celular por Brometo de MTT- 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio. Os dados experimentais indicam que a avicilina
induz seletivamente a morte dessas células por um mecanismo do tipo apoptético, aumentando
significativamente a chance de sucesso da terapia antitumoral usando em combinacdo agentes
antiangiogénicos (JP20140162970, 2014).

Assim, 0 método oral de administracdo da avicilina, com horario definido e forma de
dosagem oral, inibe o processo angiogénico de progressdo maligna e tem efeitos antirrecaida e
anti-metastatico. Nenhum sintoma de toxicidade foi observado com a administracdo da
avicilina, demonstrando atividade antitumoral nas linhas celulares de tumor transplantavel em
camundongos, reduzindo assim a toxicidade da cisplatina quando combinada com a mesma.

Certamente ja se sabe que analogos de platina, como cisplatina e carboplatina, estdo entre
agentes quimioterapéuticos com amplo espectro de atividade clinica em inimeras neoplasias
malignas (Dasari e Bernard Tchounwou, 2014). Embora ambos sejam parte integrante do
manejo quimioterapéutico, a cisplatina é o padrdo-ouro para uma variedade de neoplasias, pois
é mais eficaz no tratamento de tipos de tumores especificos (HO; WOODWARD; COWARD,
2016).

Todavia, a cisplatina possui um perfil de toxicidade bem reconhecido, incluindo vémitos,
disfuncéo renal, neurotoxicidade e ototoxicidade (HO; WOODWARD; COWARD, 2016). Da
mesma forma que apresenta resisténcia intrinseca ou adquirida, limita severamente sua
aplicacao na clinica (ZHOU et al., 2020).
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Tabela 1. Patentes usadas para atividade antitumoral.

Numero de
Aplicacdo

Inventor/Companhia
(Pais)

Ano

Formulacao

Compostos

Mecanismo de ac¢éo

Testes

Status de

desenvolvimento

JP20140162970

CN201010205334

CN201410201914

CN201410201856

CN201410202318

CN201410202192

JP19970261106

MAKSIMOVNA PINIGINA, NINA

etal/ INITIUM PHARM (Jap3o)

BOWEN IFOR DELME; ALI
AHMED YASINE /COMPTON
DEVELOPMENTS LTD (China)

ZHANG QIQING; CHEN L; HU
XIAO; WANG
BINGSHUAI/FUZHOU
UNIVERSITY (China)

CHEN LI; HU XIAO; WANG
BINGSHUAI; ZHANG QIQING/
FUZHOU UNIVERSITY (China)

CHEN LI; HU XIAO; WANG
BINGSHUAI; ZHANG QIQING/
FUZHOU UNIVERSITY (China)

CHEN LI; HU XIAO; WANG
BINGSHUAI; ZHANG QIQING/
FUZHOU UNIVERSITY (China)

KOMAKI HISAYUKI et al./
HIGETA SHOYU CO LTD (Japio)

2014

2010

2014

2014

2014

2014

1997

Abisil (nome comercial);
Agente ativo: Abisil (Abies sibirica
terpenos) com Acetato de Bornila
contendo 10.0% — 20.0g
Agente aditivo: 6leo de girasol 100

g

Formulagao de compostos
terpenoides dos extratos de
Commiphora guidotti e
Commiphora molmol (mirra)

Indole terpeno esperadina B
derivedo de Aspergillus oryzae

Indole terpeno esperadina E
derivedo de Aspergillus oryzae

Indole terpeno esperadina F
derivedo de Aspergillus oryzae

Indole terpeno esperadina H
derivedo de Aspergillus oryzae

Formulag¢do com o novo composto
terpeno 0406 TP-1 administrado via
intraperitoneal

Acetato de bornila e
terpenoides

trans-p-ocimeno, y-
bisabolene and a-
bisabolene

Indole terpeno
esperadina B

indole terpeno
esperadina E

indole terpeno
esperadina F

indole terpeno
esperadina H

Novo composto
0406TP-1, Nocardia
brasiliensis cepa
IFM0406 (FERM BP-
5498).

Inducdo do processo de
inibicdo da angiogénese ou
ativacdo do processo de
apoptose endégena

Inducdo de apoptose em
células humanas de cancer

boa atividade antitumoral
na linha celular de cancer
de colo uterino humano

boa atividade antitumoral
na linha celular de cancer
de colo uterino humano

boa atividade antitumoral
na linha celular de leucemia
promielocica humana HL-
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boa atividade antitumoral
na linha celular de cancer
de colo uterino humano e

linha celular de leucemia

K562

Agente antitumor,
imunossupressor

Invitro e
in vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro and

in vivo

Recusa

Inativa

Ativa

Ativa

Ativa

Ativa

Cancelada




O efeito terapéutico da administracdo oral ativa multipla é atribuido a sinergia entre os
terpenos que compdem a formulagdo. Além disso, o0 desenvolvimento da composi¢ao
farmacéutica antitumoral tem um efeito antiangiogénico, aumenta a eficicia e diminui a
resisténcia da cisplatina (JP20140162970, 2014).

Atualmente, a combinagdo entre agentes quimioterapéuticos e produtos naturais para
tratar pacientes com cancer tornou-se de grande interesse. O objetivo de tais pesquisas €
aumentar a sensibilidade e citotoxicidade do tratamento, diminuir a resisténcia ou diminuir 0s
efeitos adversos e as complicagdes causadas pela quimioterapia (ATEBA et al., 2018).

A segunda patente tem em sua férmula compostos terpendides obtidos a partir de extratos
de Commiphora guidotti e Commiphora molmol (mirra) (CN201010205334, 2010). Ambos 0s
extratos produzem niveis significativamente mais altos de apoptose nas células cancerigenas,
isto significa que esses extratos tém atividade especifica nas células tumorais em dosagens
apropriadas.

A composicdo farmacéutica dessa patente pode ser administrada por via oral, parenteral
ou em conjunto com outros medicamentos, agentes ou marcadores. Verificou-se que 0s
terpendides utilizados sdo trans-fB-ocimeno, y-bisaboleno ou a-bisaboleno presentes nos
extratos de mirra funcionam como drogas anticancer, induzindo apoptose in vitro em células
cancerigenas humanas, como nas linhas celulares MM6 - leucemia de mondcitos e A375 -
melanoma da pele humana. Indicando também o uso do extrato de mirra na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento ou prevencao de cancer.

Ainda no contexto de produtos naturais, temos aproximadamente 1,5 milh&o de espécies
de fungos na Terra, cerca de 100.000 espécies ja foram descritas. Sendo uma fonte de
descobertas de novos compostos atribuidos a sua biodiversidade, evidentemente néo
conhecemos todo o potencial biossintético desses organismos. O fungo Aspergillus nidulans foi
estudado e é indicado como fonte promissora de novas estruturas e biomoléculas ativas
(BLADT et al., 2013).

As  patentes  identificadas como  “CN201410201856, CN201410201914,
CN201410202192, CN201410202318”, registradas em 2014, referem-se ao indole terpeno
esperperina B, E, F e H derivado de Aspergillus oryzae, respectivamente. Os compostos tém o
efeito de inibir a proliferacdo de células tumorais e possuem atividade antitumoral in vitro.
Aspergillus oryzae foi cultivado por fermentacdo, em seguida, os compostos foram separados

e purificados do material fermentado.



Experimentos in vitro confirmaram que os compostos tém atividade antitumoral nas
linhas celulares hela de cancer de colo de utero humano, leucemia promielocitica humana HL-
60 e linha celular K562 de leucemia humana. Os inventores indicam que podem ser preparados
medicamentos inibidores da proliferacéo celular ou medicamentos antitumorais para pesquisa.

A invengéo JP19970261106 refere-se a um novo composto 0406 TP-1, que descreve seu
método de producéo e indicacdo de uso. Esse composto, ndo conhecido convencionalmente, foi
isolado e coletado de uma cultura de um microorganismo denominado Nocardia brasiliensis, e
sua excelente atividade fisiolégica é relatada com efeitos antitumorais e imunossupressores. De
acordo com os inventores, 0 composto teve a atividade antitumoral confirmada por testes in
vitro, medindo citotoxicidade contra celulas tumorais de leucemia (P388), bem como testes in
vivo medindo a taxa de sobrevivéncia dos camundongos nos quais as células de leucemia (P388)
foram transplantados.

A atividade imunossupressora do composto 0406TP-1 foi determinada medindo a
atividade inibitéria da blastogénese em uma reacdo mista de linfécitos alogénicos de
camundongo, bem como mensurando o efeito inibitdrio na inducao de células T citotdxicas por
imunizacéo celular alogénica in vivo usando camundongos. Os inventores relataram que no
grupo de camundongos que recebeu o composto 0406 TP-1 ndo houve dbitos e o ganho de peso
foi constante, enquanto o grupo controle que recebeu adriamicina apresentou 6bitos e 0 ganho
de peso foi menor. Com estes resultados, os inventores sugerem que o composto 0406TP-1 tem
baixa toxicidade e é seguro para a fabricacdo de drogas para esses fins.

Tendo em vista das patentes incluidas nesta revisdo, € importante observar que, embora
os estudos farmacoldgicos in vitro sejam um passo primordial para aprender as primeiras
informacdes sobre a atividade de extratos brutos, fracdes ou compostos isolados, eles ndo levam
em consideracdo 0s processos farmacocinéticos. Por exemplo, alguns medicamentos sdo
inativos in vitro, mas podem exibir atividade in vivo ou o inverso também pode ser verdadeiro.
Assim, estudos in vivo sdo indispensaveis, proporcionando maior clareza e reflexdo precisa da
atividade dos produtos estudados (ATEBA et al., 2018).

Para além disso, a necessidade de estudar novas terapias deve ser desenvolvida com
estratégias contra a resisténcia quimioterapéutica das células cancerigenas. Assim, produtos
naturais tém sido uma fonte para a busca de novos compostos a serem utilizados para prevenir
ou tratar o cancer (YUAN et al., 2017).



5.2 CONCLUSAO

A importancia dos produtos naturais no combate ao cancer vem se consolidando pelo
numero de medicamentos ja comercializados de origem natural. E embora exista muitos artigos
publicados sobre atividade antitumoral de terpenos, percebe-se que pouco se tem depositado
nas bases internacionais de patentes. Isto pode ser explicado pelo fato de que para se
desenvolver uma patente os estudos devem estar em etapas mais avancadas no processo de
desenvolvimento de novos medicamentos, observa que a maioria dos estudos estdo ainda em
fase experimental. A induUstria a mais interessada neste processo pouco tem investido nesta

classe de produtos naturais para o cancer.



6 CAPITULO II

6.1 RESULTADOS DA REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

6.1.2 Selegéo de Estudos

O processo seguido para a selecdo dos artigos € mostrado na Figura 9. Foram
identificados 3.568 artigos, com 2.449 estudos no Science Direct, 554 no Scopus, 381 no Web
of science e 184 no PubMed. Apds a exclusdo de 497 artigos duplicados, os 3.071 titulos foram

lidos e 126 artigos foram selecionados para leitura completa.

Apobs a exclusdo de artigos ndo apresentados na integra, duplicatas, cartas ao leitor,
estudos de caso ou aqueles cujo tema ndo incluisse o assunto desta reviséo, restaram 11 artigos.
Por fim, foram adicionados mais seis artigos, incluindo artigos identificados nas referéncias dos
textos da pesquisa inicial, resultando na inclusdo de 17 artigos na revisao (figura 9). Houve um
alto nivel de concordancia em relacdo a inclusdo / exclusdo entre os dois pesquisadores que

examinaram o0s artigos recuperados (indice Kappa> 80%). Vale ressaltar que ndo houve

exclusdo devido ao idioma, excluindo, portanto, o viés de idioma.

Atigos identificados na busca: SCIENCE DIRECT = 2,449; PUBMED =
184; WEB OF SCIENCE= 381; SCOPUS = 554: (n = 3,568)

>

A 4

313 estudos considerados

potencialmente relevantes pela revisao

>

L

126 estudos considerados relevantes por
titulo, resumo e texto na integra.

A 4

11 Estudos incluidos

A 4

17 estudos incluidos na
revisao sistematica

497 duplicatas

2,758 citacdes excluidas: ndo
relevantes pela revisdo do
titulo

187 citacbes excluidas: ndo
relevantes pelo resumo

115 citacBGes excluidas: ndo
relevantes por revisdo de
texto completo

6 estudos considerados
relevantes pela pesquisa

Figura 9: Diagrama de fluxo para pesquisa e triagem de literatura.




6.1.3 Caracteristicas dos estudos incluidos

Os estudos selecionados foram conduzidos nos seguintes paises: EUA (5), Japéo (3),
Argentina (2), China (2), india (2), Franca (1), Reino Unido (1) e México (1). Os artigos foram
publicados entre 1984 e 2018 (Tabela 1 e Tabela 2). Quatro dos estudos usaram um modelo de
estudo in vitro (Tabela 1) e onze usaram um modelo de estudo in vivo (Tabela 2), e dois usaram
os dois modelos para obter resultados. O limoneno usado nos estudos foi obtido comercialmente
e doses variadas de D-limoneno foram usadas.

Entre os estudos in vitro, os métodos mais utilizados foram ensaios de proliferacéo e
viabilidade por ensaios MTT (trés) (JIA et al., 2013; MANUELE et al., 2009, 2010). A
participacdo da NOS foi estudada através da determinacdo de nitritos totais e atividade da NOS,
e citometria de fluxo foi usada para avaliar a apoptose celular (MANUELE et al., 2009, 2010).
Apenas dois estudos avaliaram a acdo do limoneno no ciclo celular usando citometria de fluxo
(BARDON; PICARD; MARTEL, 1998; MANUELE et al., 2009). Entre os quatro estudos in
vitro, dois usaram linhas celulares de linfoma de células T murinas e duas usaram linhas
celulares de cancer de mama humano e cancer de colon, como mostrado na Tabela 1 e Tabela
2.

Entre os estudos in vivo, seis realizaram experimentos em ceélulas de carcinoma
mamario, trés em células de cancer gastrico, uma em ceélulas de cancer de pulméo, uma em
células de cancer de figado, uma em células de cancer de pele e uma em células de linfoma.
Dos treze estudos in vivo, 11 deles usaram indutores em animais para a formagéo de tumores.
Apenas dois desses estudos usaram linhas celulares de origem humana (LU et al., 2004; YU et
al., 2018).

A avaliacdo do tumor foi o método mais utilizado para avaliar a acdo do limoneno nos
estudos do modelo in vivo (8) (ASAMOTO et al., 2002; CHANDERL et al., 1994; ELEGBEDE
et al., 1984, 1986; GIRI; PARIJA; DAS, 1999; HAAG; GOULD, 1994; UEDO et al., 1999;
YANO et al., 1999). Dois estudos procuraram avaliar sua a¢do antitumoral in vivo e in vitro e
investigar seu mecanismo de acdo (DEL TORO-ARREOLA et al., 2005; YU et al., 2018). Um
dos estudos (DEL TORO-ARREOLA et al., 2005) realizou um teste antitumoral in vivo, no
entanto, os autores ndo relatam a randomizacdo dos grupos. Os niveis plasmaticos de
metabolitos do D-limoneno também foram avaliados neste estudo, assim como o efeito do D-

limoneno na producdo de NO em macrofagos peritoneais in vitro, bem como fagocitose,



quimiotaxia e sua atividade microbiana. A resposta imune celular e subpopulacgdes de células T
também foram avaliadas por citometria de fluxo.

Um estudo (YU et al.,, 2018) utilizou um modelo in vivo de xenoenxerto em
camundongos tratados com d-limoneno. Os camundongos foram randomizados e divididos em
trés grupos. Além disso, os efeitos do d-limoneno na apoptose por citometria de fluxo e na via
de sinalizacéo da autofagia foram investigados in vivo e in vitro. Testes imuno-histoquimicos
foram utilizados para avaliar o efeito do d-limoneno nas células cancerigenas in vivo
(CHAUDHARY et al., 2012; JIRTLE; ARIAZI; GOULD, 1993; LU et al., 2004). Apenas um
estudo in vivo utilizou o limoneno como tratamento topico (CHAUDHARY et al., 2012), os

outros estudos administraram o limoneno na dieta dos animais.

6.1.4 Sintese de dados

A maioria dos estudos avaliou diferentes marcadores, impossibilitando a realizagéo de
uma unica meta-analise para todos os estudos. Entre os 13 estudos in vivo incluidos na revisao
sistematica, apenas quatro apresentaram dados que puderam ser analisados por meta-analise.
Portanto, realizamos duas metanalises de subgrupos (dois dos dois estudos) para avaliar 0s
efeitos do limoneno nos tumores, atraves da determinacgéo do indice apoptotico e avaliacdo da
regressdo tumoral.

O MD do indice apoptético foi de 8,13 (IC 95% 2,57 a 13,69) e 12 = 96%, indicando,
respectivamente, que o limoneno teve um efeito positivo na determinacéo do indice apoptético
em comparacdo com um grupo controle (p = 0,004), e que houve alta heterogeneidade entre os

estudos (Figura 10).

Figura 10. Meta-analise da determinacdo do indice apopt6tico - Limoneno versus grupo
controle.

Limonene Injury group Mean Difference Mean Difference
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Para avaliacdo da regresséo tumoral, o MD foi de 30 (IC 95% 0,60 a 59,40), mostrando

que o limoneno teve um efeito positivo na avaliagdo da regressao tumoral em comparacgao ao



grupo lesdo (p <0,05), com 12 = 100%, indicando também uma alta nivel de heterogeneidade

entre os estudos (Figura 11).

Figura 11. Meta-analise da avaliacdo da regressdo tumoral - Limoneno versus grupo controle.
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Tabela 2. Caracteristicas e qualidades metodoldgicas dos estudos incluidos in vitro.

Autores, ano,
Pais

Célula
cancerigena

Origem e dose
do limoneno

Método de avaliacdo

Mecanismo de agao

Principais resultados

Concluséo

Manuele et
al., 2009.
Argentina

linfoma de
células T murina

Sigma (St
Louis, MO,
USA). 10a 60
pg/ml limoneno

Ensaios de proliferacéo e
estudos de viabilidade pelo
método de excluséo do azul
de tripano e MTT, ensaios

de apoptose e analise do
ciclo celular por citometria

de fluxo, determinacédo
total de nitrito e atividade
da iNOS.

Este estudo sugeriu a
participacdo do NO nas
células indutoras da agdo do
limoneno a apoptose.

O limoneno exerceu uma agao
antiproliferativa nas células tumorais
BW 5147 e, paralelamente a esse

efeito, também diminuiu a viabilidade

celular. Ambos os efeitos foram
exibidos em uma resposta de

concentragéo, bem como na indugéo de

células a apoptose.

Em conclusdo, os resultados
descritos apontam para o
limoneno como um regulador do
NO, que por sua vez constitui um
sinal envolvido na modulacédo da
proliferaco celular. 1sso prova o
potencial do limoneno como uma
droga eficaz para o tratamento de
linfomas.

JiaS-Setal,
2013. China

cancer colorretal

Sigma
Chemical.
ConcentragBes
variaveis de D-
limoneno por
48 h

Ensaio de viabilidade
celular para MTT, medicéo
de apoptose por citometria

de fluxo e analise por

Western blot.

O D-limoneno inibiu a

ativacdo de Akt e ativou a via significativamente a viabilidade celular

intriseca de sinalizagdo da

apoptose nas células LS174T.

O D-limoneno inibiu

de maneira dependente da dose € a
viabilidade das células LS174T por
inducéo de apoptose..

Os resultados do presente estudo
sugerem que o D-limoneno inibiu
a ativagdo da Akt e ativou a via
intrinseca de sinalizacdo da
apoptose nas células LS174T.

Manuele et
al., 2010.
Argentina

linfoma de
células T murina

N&o relatado.
ConcentragBes
de20 pg/mL a
180 ug/ mL de

limoneno

Ensaios de atividade de
superdxido e peroxidase;
ensaios de proliferacéo e

estudos de viabilidade,

todos analisados por
citometria de fluxo.

Este estudo sugeriu que o
limoneno em altas
concentragdes também
atuava através de um
mecanismo combinado no
qual o NO e a inibigdo da
farnesilacéo de proteinas
estdo envolvidos.

O limoneno causa efeitos tardios de
apoptose e necrose a partir de 60 ug /
mL. Tanto em concentragdes altas
quanto baixas, o limoneno aumenta
significativamente os niveis totais de
nitrito, aumentando a expresséo do
iNOS.

O limoneno foi capaz de aumentar
os niveis de NO, produzindo
efeitos antiproliferativos,
induzindo a apoptose celular por
dois mecanismos ativando a
producdo de de H202 que, por sua
vez, ativou a via ERK, sinais
intracelulares relacionados ao
aumento do NO.

Bardon, et
al, 1998.
Franca

linhas celulares
de cancer de
mama

Sigma-Aldrich
Chemical.
Concentragdes
utilizadas
10puM a 3mM.

Experimentos de
crescimento celular, analise
do ciclo celular e
isolamento de RNA e
analise de Northern Blot.

A acdo antiproliferativa dos
monoterpenos relacionados
ao limoneno foi se deu por
alteracdes no ciclo celular.

A proliferacéo de células MCF-7 e
MDA-MB-231 néo foi afetada pelo

limoneno. Néo foi observada diferenca
entre os efeitos das duas formas Opticas

do limoneno.

Os monoterpenos podem inibir o
crescimento de linhas celulares de
cancer de mama humano em
cultura. Entre os compostos
testados, o limoneno foi o inibidor
menos eficaz da proliferacdo
celular.

Toro-
Arreola et
al., 2005.
México

linfoma de

células T murina

Sigma
Chemical.
Diferentes

concentragdes
de d-limonene

Estudos antitumorais,
resposta imune celular e
avaliagdo das células T por
citometria de fluxo,
deteccdo
espectrofotométrica de NO,

O d-limoneno modula a
resposta imune através de
macrofagos.

In vitro estudos indicaram que o d-

limoneno aumentou a produgdo de NO
em macrdfagos peritoneais obtidos de

camundongos portadores de tumor

O D-limoneno modulou a resposta
imune com potencial significativo
para aplicagdo clinica




microscopia de
epifluorescéncia.

Yuetal, A549 e H1299  Sigma-Aldrich In vitro avaliagéo da Tratamento com d-limoneno O crescimento celular foi inibido em O d-limoneno pode suprimir o
2018.(YU et linhas celulares (St Louis, MO, apoptose, potencial da no cancer de pulméo uma dose e tempo dependentes das  crescimento do cancer de pulméo.
al., 2018) USA).05¢e membrana mitocondrial. promove autofagia, células tratadas com d-limoneno.
China and 0.75 mM d- resultando em apoptose
USA limoneno celular.

Legenda e abreviaturas: Brometo de MTT- 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio, ensaio colorimétrico; iNOS- Oxido nitrico sintase; Akt-serina / treonina-proteina quinase (um membro
da via PI3K); Oxido nitrico; MCF-7 - linha celular de cancer de mama da Michigan Cancer Foundation-7; Linha celular de cancer de mama MDA-MB-23 Anderson Metastasis; LS174T- linhas
celulares colorretais; BW 5147 - linhas celulares de linfoma.

Tabela 3. Caracteristicas e qualidades metodoldgicas dos estudos incluidos in vivo.

Autores, ano, Célula cancerigena Origem e dose do Método de avaliagdo Mecanismo de agdo Principais resultados Conclusédo
Pais limoneno
Asamoto, et adenocarcinomas  Sigma-Aldrich,> Avaliacdo de Modificagdo pds- O tratamento com d-limoneno tendeu O d-limoneno inibiu a isoprenila¢do de
al., 2002. mamarios 99% puro. Dieta  regressdo tumoral. traducdo a reduzir a multiplicidade do tumor e  pequenas proteinas G, incluindo p21 ras, inibiu
Japéo multiplos basal envolvendo diminuiu significativamente o a carcinogénese mamaria nos ratos transgénicos
suplementada isoprenilacéo da tamanho e o volume do tumorem  c¢-Ha-ras, indicando a participacdo de P21 ras no
com d-limoneno proteina da familia  comparacdo com os ratos controle. desenvolvimento do tumor, embora nédo
a 5% Ras. houvesse evidéncia direta de que o d-limoneno
inibisse a isoprenilacéo de a proteina ras.
Chander, et tumores mamarios Aldridge Avaliacdo de O limoneno reduziu O limoneno produziu regressdo A dose de 10% de limoneno na dieta causou
al., 1994. 5% e 10% de regressao tumoral. o crescimento de  tumoral em todos os ratos. Do total regressdo do tumor. 1sso sugere que todo o
Reino Unido limoneno na tumores mamarios  de animais, 86% (13/15) exibiram  potencial do limoneno no tratamento do cancer
dieta; em ratos induzidos  mais de 50% de regressdo tumoral. de mama pode ser realizado em uma terapia
por NMU. Quaisquer novos tumores que combinada, minimizando o risco de toxicidade,
ocorreram apds o inicio do que pode ocorrer se doses mais altas forem
tratamento também regrediram usadas no tratamento cronico.
posteriormente no grupo limoneno.
Elegbede, et tumores mamérios Sigma Chemical Auvaliagdo de Né&o investigado O tratamento com d-limoneno é O D-limoneno é um inibidor eficaz ndo-toxico
al., 1984. Co. 1000 e 10000  regresséo tumoral. eficaz na extenséo da laténcia. No da carcinogénese.
EUA p.p.m. d- grupo controle, 12% dos primeiros
limoneno tumores (> 1 x 1 mm) regrediram,

enquanto nos grupos d-limoneno,
27% regrediram.




Elegbede, et tumores mamarios Sigma Chemical Avaliacdo de Néo foi investigado O grupo controle obteve uma média O d-limoneno causou a regressao de tumores
al, 1986. Co. 10% d- regressao tumoral. de 3,4 £ 2,06 tumores subsequentes  mamarios induzidos quimicamente, primarios,
EUA limoneno em comparagdo com o grupo de diferenciados e in situ. Além disso, o d-
tratamento que tiveram uma média limoneno inibiu novamente a formacéo de
de 1,3+ 1,77. No final do segundos tumores mamarios ou subsequentes.
experimento (127 dias apds o
DMBA), dos 7 ratos sobreviventes
tratados com d-limoneno, apenas 2
apresentaram tumores, enquanto no
grupo controle 5 dos 6 ratos
sobreviventes apresentaram tumores.
Giri, etal., tumores de figado Sigma Chemical. Avaliacdo de O limoneno inibiua  Os ratos tratados com limoneno Camundongos tratados com limoneno
1999. India 5% limoneno regressdo tumoral.  isoprenilagdo pés-  juntamente com NDEA e NDEA-PB isoladamente ou juntamente com NDEA e
traducgdo de exibiram caracteristicas histologicas NDEA-PB ndo tiveram efeito carcinogénico no
pequenas proteinas  semelhantes as de um camundongo figado e superexpressdo de c-jun e c-myc
G (21-26 kDa) que normal. O aumento do peso do inativada, tanto nos niveis de RNA quanto de
incluem membros figado por peso corporal por proteina nos tumores de tumor mediados por
do grupo ras de tratamento com carcinégeno nao NDEA e NDEA-PB em camundongos AKR . O
proteinas de aumentou no grupo tratado com limoneno pode ser um candidato poderoso para
transducéo de sinal limoneno. A andlise imuno- testes pré-clinicos e clinicos para
que estdo histoquimica (IHC) mostrou que a  quimioprevengao e terapia do cancer de figado.
implicadas na superexpressao de c-jun e c-myc foi
carcinogénese. completamente inibida nos
camundongos tratados com
limoneno. Além disso, os ratos
tratados apenas com limoneno foram
imuno-histoquimicamente negativos
para essas duas oncoproteinas.
Toro- linfoma de células Sigma Chemical. Estudos antitumorais, O d-limoneno In vivo: O d-limoneno aumentou O D-limoneno modulou a resposta imune com
Arreola et T murina In vivo: 10% d- resposta imune modula a resposta significativamente a vida Util de potencial significativo para aplicacéo clinica
al., 2005. limoneno. celular e avaliacdo imune através de  camundongos portadores de linfoma.
México

das células T por
citometria de fluxo,
deteccéo
espectrofotométrica
de NO, microscopia
de epifluorescéncia.

macroéfagos




Uedoetal., adenocarcinoma  SigmaChemical Avaliacdo de Inibiu a A administracdo oral de 2% de A administracdo de limoneno inibiu a
1999. Japdo de cancer gastrico Co. 1% e 2% regressao tumoral. farnesilacdo da limoneno aumentou carcinogénese gastrica. Aumento da apoptose e
limoneno oncoproteina ras significativamente o indice diminuicdo da proliferaco celular podem estar
apoptético de cancer gastrico e intimamente relacionados a inibigdo da
diminuiu significativamente o indice  carcinogénese gastrica pelo limoneno, sem o
de marcagdo. Nenhum cancer exibiu  envolvimento da farnesilacéo da oncoproteina
mutacdes pontuais de ativacdo no ras.
cddon 12 de K-ras em nenhum
grupo.
Yanoetal., adenocarcinoma  SigmaChemical Avaliacdo de O limoneno inibiu a Todos os tumores induzidos no A administracdo combinada a longo prazo de
1999. Japdo de cancer gastrico Co. regressao tumoral. carcinogénese estdbmago eram adenocarcinomas. limoneno e cloreto de sédio suprimiu
1% limoneno gastricainduzida ~ N&o houve diferencas significativas ~ significativamente a atividade da ODC, que foi
por MNNG em nos tipos histolégicos de elevada apenas pelo cloreto de sédio.
ratos Wistar. adenocarcinomas entre 0s quatro
grupos. Além disso, ndo houve
diferengas significativas na
profundidade de envolvimento dos
canceres gastricos entre 0s quatro
grupos.
Jirtle, Haag, tumores mamarios Né&o relatado A coloragdo imuno- O limoneno pode O tratamento com limoneno na dieta O limoneno tem potencial no tratamento do
Ariazi e murinos histoquimica do induzir a causou a regressao de 87% desses  cancer de mama, visando o receptor M6P / IGF-
Gould, 1993. TGF-B1 e do receptor  superexpressdo do  tumores induzidos por DMBA, sem Il
EUA M6P / IGF-11 e do receptor M6P / qualquer toxicidade sistémica
receptor M6P / IGF-  IGF-I11 no nivel do observavel. Estes resultados
Il e expresséo do mMRNA. demonstraram que os niveis do
mRNA do TGF-p1 receptor M6P / IGF-11 e TGF-p1
foi determinada por aumentam substancialmente nos
ensaios de protegéo tumores mamarios regressivos
da RNase. tratados com limoneno.
Luetal., Cancer gastrico ~ Sigma Company Ensaio imuno- Os efeitos Houve uma diferenca significativa no O D-limoneno mostrou-se ndo tdxico, ndo
2004. China Linhagem celular d-limoneno histoquimico inibitorios do d- indice Apoptotico no d-limoneno e  afetou o comportamento dos animais e foi capaz
BGC-823 (15mL/kg/d) limoneno no grupo combinado em comparagdo  de inibir as metéstases no figado e em outros
induziram a com o grupo controle e o grupo 5-FU 6rgdos.
apoptose de células (P <0,05). As metastases no figado,
cancerigenas. peritdnio e outros érgdos do cancer
gastrico e a formacéo de ascites
foram significativamente inibidas nos
grupos d-limoneno e combinados.
Chaudary et Tumores de pele  Sigma Company. Andlise imuno- O tratamento topico O tratamento topico com d-limoneno O tratamento topico com d-limoneno mostrou

al., 2012.
India

Aplicado
topicamente- D-
limoneno

histoquimica, ensaios

de antioxidantes ndo
enzimaticos e

com d-limoneno
inibiu a sinalizacdo
Ras/Raf/ ERK1 e

efeitos quimiopreventivos na redugdo de
tumores cutaneos, protegendo contra o

teve efeito anti-inflamatoério, inibindo
a expressdo de COx-2 e ativando as
enzimas antioxidantes, atenuando o




(50mg/kg a
100mg/kg peso
do rato)

enzimaticos e analise

de Western blot.

edema e a hiperplasia causados pelo
DMBA. Os tumores pré-tratados com
d-limoneno nas duas concentra¢fes
de 50mg / kg e 100mg / kg / peso
corporal inibiram a via de sinalizacdo
de Ras / Raf / ERK 1.

promoveu um
estado pro-
apoptatico,
retardando a
tumorigénese da
pele de murinos.

desenvolvimento de tumores pelo papilloma
virus.

Aldrich,
Milwaukee.
Dietas com

limoneno a 10%

Avaliacdo de
regressao tumoral.

O tempo necessario para o tumor
primario regredir para uma massa
ndo palpavel nos grupos tratados com
limoneno (DMBA e NMU) foi
significativamente menor do que o
tempo para regressdes espontaneas
no grupo controle alimentado por
pares.

Essa observagao
sugere que 0
limoneno pode ter
um mecanismo de
acéo citostatico em
vez de citotdxico.

O limoneno é eficaz na inducéo de regressao em
tumores grandes

Haag, tumores mamarios
Lindstrom, murinos
Gould, 1992.

EUA

Yu et al, A549and H1299
2018. China cell lines
and USA

d-limoneno da
Sigma-Aldrich
(St Louis, MO,
USA). 0.5e0.75
mM d-limoneno

Experimentos em
animais
Xenoenxertos.

Tratamento com Ensaios in vivo, apds 4 semanas de
limoneno no cancer tratamento com d-limoneno, os
de pulméo promove tumores diminuiram de tamanho em

autofagia, dois grupos tratados quando
resultando em comparados ao grupo controle.

apoptose celular.  Indicando que o d-limoneno inibe o

crescimento do cancer de pulméo in
vitro e em um modelo in vivo.

O limoneno pode suprimir o crescimento do
cancer de pulma@o e induzir a apoptose por um
mecanismo que envolve a autofagia.

Legenda e abreviac¢@es: 5-FU (5- fluorouracil); DMBA-7,12-dimetilbenz (a) antraceno; NMU-N-metil-N-nitrosoureia; COx-2- cicloxigenase-2; NDEA-N-nitrosodietilamina; Proteina K-ras; TGF-

B1- Fator de crescimento transformador beta 1; proteinas de c-Ha-ras-proto-oncogene 21 Ras (quinase regulada por sinal extracelular) / Raf (proteina serina / treonina quinase) / ERK1 (quinase

regulada por sinal extracelular); Linha celular de cancro BGC-823- humano géstrico; A549 - linha celular epitelial basal alveolar humana adenocarcinica; H1299 - linha celular de carcinoma de
pulm&o humano; c-jun e c-myc (proto-oncogenes); M6P / IGF-1IR-manose 6-fosfato / receptor de fator de crescimento semelhante a insulina-11; mensageiro de mMRNA- &cido ribonucleico; AKR

- modelo de estirpe albino de rato



6.1.4 Risco de viés

As Figuras 12 e 13 resumem o risco de vies dos 13 estudos em animais, com base na
ferramenta de risco de viés SYRCLES. Na andlise, apenas trés estudos ndo apresentaram
alto risco de viés em nenhum momento. Em relacdo ao viés de selecdo (com base nos trés
primeiros itens do SYRCLES), a maioria dos estudos mostrou um risco de viés alto ou
incerto. Quanto ao viés de desempenho (quarta e quinta questdes do SYRCLES), apenas
dois estudos apresentaram baixo risco de viés em uma das perguntas e a maioria teve um
risco incerto de vies.

Analisando o viés de deteccdo (sexta e sétima questdes do SYRCLES), esse foi o
anico item em que nenhum artigo teve um alto risco de viés, com a maioria (4) tendo um
risco baixo e o restante um risco incerto de viés. Em relacdo ao viés de atrito (oitava
pergunta do SYRCLES), a maioria dos estudos apresentava risco incerto de vies e quatro
apresentavam alto risco. Nenhum estudo teve um baixo risco de vies.

Quanto a andlise do viés de relato, a maioria dos estudos teve um alto risco de viés e
quatro tiveram um risco incerto. Nenhum estudo teve um baixo risco de viés. Por fim,
quando analisamos outras fontes possiveis de viés, seis estudos tiveram um risco incerto de
vies, cinco um risco alto e apenas um estudo foi considerado com baixo risco de viés.
Concluindo, a maioria dos estudos em animais mostrou riscos que variavam de incerto a

alto, o que influenciou negativamente sua qualidade metodologica.

Figura 12. Gréafico de risco de viés: analise os julgamentos dos autores sobre cada item de risco
de viés apresentado como porcentagem em todos 0s estudos incluidos.
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Figura 13. Resumo do risco de viés: analise os julgamentos dos autores sobre cada item de risco
de viés para cada estudo incluido.
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6.2 DISCUSSAO

Em nossa estratégia de pesquisa, incluimos 17 artigos que atendiam aos nossos critérios
de inclusdo, 6 dos quais foram extraidos de uma pesquisa manual. A busca manual é um passo
importante em uma revisao sistematica para incluir estudos que, por algum motivo, ndo foram
encontrados na estratégia de busca estabelecida, provavelmente devido ao tempo de publicacéo
ou porque estdo indexados em outros bancos de dados que ndo foram utilizados no estudo.
Atualmente, ha poucos estudos sobre a eficacia do limoneno no tratamento do cancer e seus
efeitos no sistema imunoldgico. No entanto, recentemente Yu et al. (2018) demonstraram que

o limoneno pode inibir as células de cancer de pulmao apds quatro semanas de tratamento in



vivo e in vitro através da autofagia, fazendo com que as células cancerigenas entrem em
apoptose.

Moléculas derivadas de plantas podem ser promissoras em acfes anticancer através de
mecanismos moleculares (CHIRUMBOLO et al., 2018). Especificamente, o limoneno pode
inibir o cancer de bexiga inibindo o crescimento celular induzido pela morte celular
programada, interrompendo o ciclo celular e suprimindo a captura e invaséo celular
(AVGERINOS et al., 2019).

O céncer em geral ¢ uma doenca na qual as células anormais estdo crescendo
incontrolavelmente e podem invadir os tecidos circundantes e se espalhar para outras partes do
corpo através da corrente sanguinea e dos sistemas linfaticos (CHEONG et al., 2018). Na
maioria dos casos, 0s tratamentos existentes sdo longos e muitas vezes ineficazes
(AVGERINOS et al., 2019).

Os resultados desse meta- limoneno podem ser um tratamento promissor para o0 cancer e
devem ser mais estudados em pesquisas futuras, que mostram sua possivel acdo em relacéo a
apoptose celular e a regressdo de tumores cancerigenos e aumentam as atividades ja conhecidas
do D-limoneno, que incluem antimicrobiano, antiparasitario, larvicida, antifungico e
antimicrobiano. propriedades antioxidantes (ARAUJO-FILHO et al., 2017; FERRARINI et al.,
2008; JUNIOR et al., 2009; MENEZES et al., 2016; SINGH et al., 2010).

Todos os artigos incluidos nesta metanalise que estudaram o mecanismo de acdo do
limoneno observaram que ele tem uma acéo de induzir a apoptose celular. No entanto, 0 modo
como funciona ndo é bem compreendido, com divergéncia entre os autores. No entanto, um
ponto positivo é que a maioria dos estudos apoia a idéia de que o limoneno aumenta os niveis
de dxido nitrico, confirmando sua importancia como marcador do processo de apoptose celular.

Os mecanismos do limoneno podem estar relacionados a caspases que sdo enzimas
importantes no mecanismo de apoptose, atuando como iniciadores e executores (SHALINI et
al., 2014; WONG, 2011). Durante o processo de apoptose, niveis aumentados de ativacdo da
caspase podem clivar enzimaticamente os compartimentos celulares. A medida que o cancer
progride, as células cancerigenas proliferam excessivamente e escapam da morte apoptética. A
ativacdo das caspases € insuficiente, sendo uma das principais caracteristicas dessas células. A
morte celular é um fator de risco durante a tumorigénese (XU; ARTHURTON; BAENA-
LOPEZ, 2018).



As principais vias de ativacdo da caspase inicial durante a apoptose sdo: a via
mitocondrial (intrinseca) e a via do receptor da morte (extrinseca) (GOLDAR; KHANIANI;
DERAKHSHAN, 2015).

A via mitocondrial é ativada em resposta ao estresse celular causado por drogas
citotdxicas, por exemplo, aquelas que regulam a familia da proteina Bcl-2. Essa via envolve 0s
efetores pro-apoptéticos BAX e BAK, que induzem a permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial, que ap6s alguns processos ativa a caspase-9. Na apoptose mediada pelo receptor
da morte, envolve o recrutamento e a ativacdo da caspase-8 ou caspase-10. Quando as caspases
iniciadoras sdo ativadas pela via intrinseca ou extrinseca, a ativacdo das caspases efetoras em -
3, -6 e -7 é mediada (DABROWSKA,; LI; FAN, 2014; JAN; CHAUDHRY, 2019; OLSSON;
ZHIVOTOVSKY, 2011; SHALINI et al., 2014).

Além disso, estudos mostram que o d-limoneno induz apoptose celular pela via
mitocondrial (CHIRUMBOLO et al.,, 2018; ELEGBEDE et al., 1986; HOMBURGER,;
TREGER; BOGER, 1971). Sabe-se que as caspases desempenham um papel importante na
apoptose.

Um dos estudos mostrou a ativacdo das caspases-9 e 3 pelo d-limoneno nas células do
célon cancerigeno LS174T (ELEGBEDE et al., 1986). Yu et al. (2018) mostraram um aumento
nas proteinas Bax e na PARP clivada durante o tratamento, sugerindo que a via mitocondrial
da morte pode desempenhar um papel importante na morte induzida por d-limoneno nas células
cancerigenas do pulmao.

Em outro estudo, o d-limoneno inibiu a viabilidade das células cancerigenas do célon
(LS174T), os autores sugerem que a apoptose induzida pelo limoneno foi possivelmente
mediada pela via mitocondrial. Caspases-9, -3 e PARP clivada foram ativadas pelo
monoterpeno, além de diminuir o nivel de proteina Bcl-2 e aumentar o Bax (JIA et al., 2013).

E importante lembrar que, embora essas proteinas sejam da mesma familia, tém funcdes
opostas, o Bcl-2 atua inibindo a apoptose, enquanto Bax neutraliza esse efeito (GOLDAR,;
KHANIANI; DERAKHSHAN, 2015; JAN; CHAUDHRY, 2019).

Altas concentracdes intracelulares de 6xido nitrico (NO) inibem a progressdo tumoral em
células cancerigenas, ativando a via intrinseca da morte celular, resultando em apoptose. Essas
concentragdes também podem ativar outras vias de sinalizacdo que controlam a progresséo do
tumor. Portanto, agentes que induzem um aumento nas concentracbes de NO podem servir
como alternativas terapéuticas no tratamento do cancer, devido a sua agdo antiproliferativa e
citotoxica (KAMM et al., 2019; MONTEIRO et al., 2019).



Foi observado que o Oxido nitrico € um importante marcador da apoptose celular
associada a parada do ciclo celular. Manuele et al. (2009, 2010), ao estudar o efeito
antiproliferativo do limoneno nas células do linfoma, observaram que as células tratadas com
limoneno apresentaram niveis aumentados de 6xido nitrico. Este é um efeito geralmente
observado em medicamentos com efeitos citostaticos e citotdxicos. O limoneno também exibiu
acdo antiproliferativa no tumou linfécitos, induzindo apoptose celular. Seus resultados
mostraram, portanto, que o limoneno induz apoptose por dois mecanismos, a ativacao das vias
P-38 MAPK e ERK, que sdo conhecidas por serem dependentes de redox.

Os resultados desta metanalise atual sugerem que o limoneno pode afetar o indice
apoptotico de tumores e a regressao tumoral. No entanto, reconhecemos que a meta-analise tem
algumas limitacGes; o pequeno nimero de estudos dificultou a forca da meta-analise e €
necessario se engajar em pesquisas de fase Il (seres humanos) para fornecer mais evidéncias
sobre a eficacia do limoneno. Outra limitacdo é 0 ano em que os estudos foram conduzidos e 0
fato de haver um pequeno nimero de estudos, geralmente do mesmo tipo de cancer.

Além disso, é necessario se engajar em pesquisas de fase 11 (seres humanos) para fornecer
mais evidéncias sobre a eficacia do limoneno. Até agora, até onde sabemos, o limoneno foi
usado como medicamento em apenas trés estudos. Dois deles usaram amostras de plasma e
urina de pacientes com cancer avancado, um para identificar e avaliar os niveis de limoneno e
seus metabolitos secundarios (POON et al., 1996), o outro para avaliar a toxicidade e a
farmacocinética (VIGUSHIN et al., 1998). O terceiro estudo, por sua vez, analisou amostras de
sangue de mulheres com cancer de mama em estagio inicial (MILLER; LANG; et al., 2013).
Em resumo, esses estudos mostraram resultados inconclusivos sobre a eficacia do limoneno em
pacientes com cancer, no entanto, eles apoiaram um novo quimioterapico promissor para
avaliacdo clinica. Assim, é necessario 0 desenvolvimento de pesquisas clinicas para testar o
limoneno em pacientes com cancer, com um tempo de intervencdo mais longo, para que seu

efeito potencial sobre a fisiopatologia da doenca seja melhor compreendido.

6.3 CONCLUSAO ARTIGO Il

Esta meta-analise sugere que o limoneno pode produzir regressao tumoral, induzindo
apoptose de células cancerigenas em varios tipos de cancer. E, portanto, um composto natural
promissor para uso clinico, mas sdo necessarios mais estudos com maior rigor metodolégico e

com progressdo para pesquisas clinicas em humanos para obter melhores evidéncias cientificas.



7 DISCUSSAO GERAL

A busca por novas terapias, mesmo adjuvantes, é substancial. No entanto, o processo de
descoberta de um composto até sua comercializagdo é longo e dispendioso, exigindo a
necessidade de ensaios pré-clinicos e clinicos até que sejam aprovados para a pratica clinica na
terapia do cancer. Sabe-se também que a resisténcia dos medicamentos atuais ja utilizados na
pratica clinica é o que impulsiona ainda mais a busca por novos compostos que atuem de forma
sinérgica e auxiliem no tratamento do cancer, reduzindo os efeitos colaterais e principalmente
se tornando mais eficazes.

As células cancerigenas utilizam mecanismos que inativam as vias indutoras da apoptose,
levando a multiplicacdo celular neoplasica. Essa resisténcia a apoptose estimula a
tumorigénese, sendo um obstaculo significativo para o tratamento do cancer. Os recentes
avangos na pesquisa contra o0 cancer estdo direcionados ao desenvolvimento de novos
medicamentos que ativem as vias apoptaticas nas células cancerigenas, resultando na apoptose
(JAN; CHAUDHRY, 2019; WONG, 2011).

E evidente o interesse cientifico em PN para o tratamento e/ou prevencao de doencas de
diversas doengas dentre elas o cancer. Realizando uma busca rapida em bases de dados como o
Medline e Scopus utilizando descritores como cancer e terpenos, percebe-se um aumento
exponencial na producédo cientifica nos Gltimos 30 anos. Contudo 0 mesmo interesse nao é
percebido por parte da industria, de acordo com os resultados na busca de patentes. Este fato
pode ser atribuido devido aos desafios que véo desde a investigacdo da aplicacdo dos compostos
até a sua efetiva aplicacdo na industria farmacéutica. Desafios estes 0s quais requer alto
investimento e processos burocraticos para se obter a protecdo da propriedade intelectual
(SILVA; CARVALHO; GUIMARAES; BARRETO; et al., 2019).

O limoneno tem se mostrado como composto relevante e promissor para tratamento de
diversas doencas dentre elas o cancer, devido suas varias atividades biologicas ja& mencionado
anteriormente no texto. Os resultados desta meta-analise corroboram para sua relevancia no
meio cientifico, contudo observa-se um declinio nas publicacBes de estudos com o limoneno
para o cancer. Esta questdo se tornou uma lacuna no conhecimento, visto que, mesmo apos
muita busca e andlise ndo foi identificado uma explicacéo para tal fato. Este desinteresse pelo
limoneno reflete também no nimero de estudos em seres humanos, onde apenas trés ensaios
clinicos foram realizados. O mais recente deles realizado em 2013, em mulheres com cancer de

mama em estagio inicial, embora os autores tenham obitido resultados promissores, 0s mesmos



recomendam novos ensaios clinicos randomizados e controlados com placebos para avaliar
melhor os efeitos do limoneno na prevencdo e tratamento do cancer de mama (MILLER,;
THOMPSON,; et al., 2013).

RevisBes sistematicas como esta sdo essenciais para direcionar a busca e esfor¢os na
descoberta de novos medicamentos para o cancer. As meta-analises se tornaram importantes na
assisténcia a saude, possibilitando a atualizagdo de especialistas em suas respectivas areas, e
sdo frequentemente utilizadas para nortear o desenvolvimento e normativas para as praticas
clinicas (PRISMA, 2015).

8 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos demonstram que os terpenos em geral, especialmente o limoneno, sdo
promissores candidatos a novas drogas. Existe uma necessidade de aumentar a qualidade
metodoldgica dos estudos pré-clinicos e assim avancar os estudos para Fase Il de ensaio clinico

em humanos.
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