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RESUMO

Estudo da interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina
em camundongos com sarcoma 180, Lorrane Nere de Lima, S&o Cristdvao, 2026. O
manejo terapéutico dos sarcomas permanece sendo um desafio clinico em funcéo da alta
heterogeneidade e complexidade dessas neoplasias. Diante disso, a associagdo de



antineoplasicos é fundamental para elevar a eficacia antitumoral e atenuar os efeitos
toxicos. A doxorrubicina, farmaco de escolha no tratamento de sarcomas, possui ampla
eficacia clinica, contudo pode causar risco de cardiotoxicidade, além de hepatotoxicidade
e toxicidade hematoldgica que sdo mediados pelo estresse oxidativo e inflamacao. O alcool
perilico, monoterpeno com propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-
inflamatorias, poderia potencializar o efeito antitumoral da doxorrubicina e atenuar seus
efeitos toxicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a interferéncia do alcool
perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180.
Para isso, 56 camundongos Swiss machos, transplantados com células de Sarcoma 180,
foram distribuidos em 8 grupos (n=7), sendo: Salina [tween 80 0,2%, via oral, em dias
consecutivos + cloreto de sodio 0,9%, em dias alternados, via intraperitoneal (ip.)]; DOX
(doxorrubicina 2 mg/kg, em dia alternados, ip.); POH 50 (alcool perilico de 50 mg/kg/dia,
via oral), POH 100 (&lcool perilico de 100 mg/kg/dia, via oral), POH 200 (alcool perilico
de 200 mg/kg/dia, via oral), POH 50 + DOX (alcool perilico de 50 mg/kg/dia, via oral +
doxorrubicina de 2 mg/kg, em dias alternados, ip.) POH 100 + DOX (&lcool perilico de
100 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina de 2 mg/kg, em dias alternados, ip.) e POH 200 +
DOX (&lcool perilico de 200 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina de 2 mg/kg, em dias
alternados, ip.). Esses tratamentos foram realizados durante 9 dias. Ap0s 0 experimento,
foram avaliados parametros de inibi¢do tumoral, massa corporal e dos érgéos, marcadores
bioguimicos de lesdo cardiaca e hepatica, estresse oxidativo no tecido cardiaco e hepético
- através dos niveis de malondialdeido (MDA), sulfidrilas totais e atividade da glutationa
peroxidase (GPX) e superdxido dismutase (SOD) - e anélise hematologica. Os dados foram
processados através dos testes de Shapiro-Wilk, analise de variancia (uma ou duas vias) e
pos-teste de Tukey. Os resultados mostraram que o tratamento combinado ndo apresentou
efeito antitumoral significativo. Nos parametros toxicologicos, o tratamento combinado
levou a perda de massa corporal e da massa do coracéo e figado, bem como, elevacéo dos
niveis de marcadores bioquimicos de lesdo cardiaca e hepatica, especialmente nos grupos
POH 50 + DOX e POH 100 + DOX. No estresse oxidativo do tecido cardiaco, 0s grupos
POH 100 + DOX e POH 200 + DOX, elevaram os niveis de MDA, com aumento da
atividade da SOD no ultimo grupo. Enquanto no tecido hepatico, ocorreu reducdo dos
niveis de MDA nos dois grupos do tratamento combinado e aumento da atividade da GPX.
Na andlise hematoldgica foi observado que no tratamento combinado, as alteracfes
induzidas pela doxorrubicina persistiram. Portanto, o alcool perilico combinado a
doxorrubicina ndo se mostrou promissor no tratamento do sarcoma 180.

Palavras-chave: Sarcoma; Doxorrubicina; Alcool perilico; Antitumoral; Toxicidades;
Estresse oxidativo.

ABSTRACT

Study of the interference of perillyl alcohol in the antitumor activity of doxorubicin
in mice with sarcoma 180, Lorrane Nere de Lima, Sédo Cristovao, 2026. The therapeutic
management of sarcomas remains a clinical challenge due to the high heterogeneity and
complexity of these neoplasms. Therefore, the combination of antineoplastic agents is
fundamental to increase antitumor efficacy and mitigate toxic effects. Doxorubicin, the
drug of choice in the treatment of sarcomas, has broad clinical efficacy; however, it can
cause a risk of cardiotoxicity, as well as hepatotoxicity and hematological toxicity
mediated by oxidative stress and inflammation. Perillyl alcohol, a monoterpene with



anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory properties, could potentiate the antitumor
effect of doxorubicin and attenuate its toxic effects. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the interference of perillyl alcohol on the antitumor activity of doxorubicin in mice
with sarcoma 180. For this, 56 male Swiss mice, transplanted with Sarcoma 180 cells, were
distributed into 8 groups (n=7), namely: Saline [tween 80 0.2%, orally, on consecutive days
+ sodium chloride 0.9%, on alternate days, intraperitoneally (ip.)]; DOX (doxorubicin 2
mg/kg, on alternate days, i.p.); POH 50 (perillyl alcohol 50 mg/kg/day, orally), POH 100
(perillyl alcohol 100 mg/kg/day, orally), POH 200 (perillyl alcohol 200 mg/kg/day, orally),
POH 50 + DOX (perillyl alcohol 50 mg/kg/day, orally + doxorubicin 2 mg/kg, every other
day, intraperitoneally), POH 100 + DOX (perillyl alcohol 100 mg/kg/day, orally +
doxorubicin 2 mg/kg, every other day, intraperitoneally), and POH 200 + DOX (perillyl
alcohol 200 mg/kg/day, orally + doxorubicin 2 mg/kg, every other day, intraperitoneally).
These treatments were administered for 9 days. Following the experiment, parameters of
tumor inhibition, body and organ mass, biochemical markers of cardiac and hepatic injury,
oxidative stress in cardiac and hepatic tissue — through levels of malondialdehyde (MDA),
total sulfhydryls, and activity of glutathione peroxidase (GPX) and superoxide dismutase
(SOD) — and hematological analysis were evaluated. Data were processed using the
Shapiro-Wilk test, analysis of variance (one-way or two-way), and Tukey's post-hoc test.
The results showed that the combined treatment did not present a significant antitumor
effect. In toxicological parameters, the combined treatment led to loss of body mass and
heart and liver mass, as well as elevation of levels of biochemical markers of cardiac and
hepatic injury, especially in the POH 50 + DOX and POH 100 + DOX groups. In oxidative
stress of cardiac tissue, the POH 100 + DOX and POH 200 + DOX groups showed elevated
MDA levels, with increased SOD activity in the latter group. In liver tissue, MDA levels
decreased in both combined treatment groups, and GPX activity increased. Hematological
analysis showed that the alterations induced by doxorubicin persisted in the combined
treatment. Therefore, perillyl alcohol combined with doxorubicin did not show promise in
the treatment of sarcoma 180.

Keywords: Sarcoma; Doxorubicin; Perillyl alcohol; Antitumor; Toxicities; Oxidative
stress.

RESUMO VOLTADO PARA A SOCIEDADE

Estudo da interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina
em camundongos com sarcoma 180, Lorrane Nere de Lima, Sdo Cristdvao, 2026. O
manejo terapéutico dos sarcomas permanece sendo um desafio clinico em funcdo da alta
heterogeneidade e complexidade dessas neoplasias. Diante disso, a associacdo de
antineoplasicos é fundamental para elevar a eficacia antitumoral e atenuar os efeitos
toxicos. A doxorrubicina, farmaco de escolha no tratamento de sarcomas, possui ampla
eficacia clinica, contudo pode causar risco de cardiotoxicidade, além de hepatotoxicidade
e toxicidade hematoldgica que sdo mediados pelo estresse oxidativo e inflamacao. O alcool
perilico, monoterpeno com propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-
inflamatérias, poderia potencializar o efeito antitumoral da doxorrubicina e atenuar seus
efeitos tdxicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a interferéncia do alcool



perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180.
Para isso, foi realizado experimento com camundongos Swiss machos, que foram
transplantados com células de Sarcoma 180 e divididos em grupos cujos tratamentos
foram: veiculo do &lcool perilico e doxorrubicina (grupo salina); doxorrubicina 2 mg/kg,
em dia alternados, ip. (grupo DOX); élcool perilico de 50 mg/kg/dia, via oral (grupo POH
50), alcool perilico de 100 mg/kg/dia, via oral (grupo POH 100), alcool perilico de 200
mg/kg/dia, via oral (grupo POH 200), alcool perilico de 50 mg/kg/dia, via oral +
doxorrubicina de 2 mg/kg, em dias alternados, ip. (grupo POH 50 + DOX), alcool perilico
de 100 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina de 2 mg/kg, em dias alternados, ip. (grupo POH
100 + DOX) e alcool perilico de 200 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina de 2 mg/kg, em
dias alternados, ip. (grupo POH 200 + DOX). Esses tratamentos foram realizados durante
9 dias. Apos o experimento, foram avaliados pardmetros de inibi¢do tumoral, massa
corporal e dos 6rgaos, marcadores bioquimicos de lesdo cardiaca e hepatica, estresse
oxidativo no tecido cardiaco e hepatico e analise hematoldgica. Com os dados obtidos desta
pesquisa foi realizada a analise estatistica. Nos resultados observou-se que o tratamento
combinado ndo apresentou efeito antitumoral significativo. Quanto aos parametros
toxicologicos, o tratamento combinado levou a perda de massa corporal e da massa do
coracdo e figado, bem como, elevacdo dos marcadores bioquimicos de lesdo cardiaca e
hepatica, especialmente nos grupos POH 50 + DOX e POH 100 + DOX. No estresse
oxidativo do tecido cardiaco, os grupos POH 100 + DOX e POH 200 + DOX, causaram
peroxidacdo lipidica (dano oxidativo a lipidios presentes nas células), mas também levou
ao aumento da defesa antioxidante no Gltimo grupo. Enquanto no tecido hepatico, ocorreu
reducdo da peroxidacdo lipidica nos dois grupos do tratamento combinado e aumento da
defesa antioxidante. Na analise hematologica foi observado que no tratamento combinado,
as alteracbes induzidas pela doxorrubicina persistiram. Portanto, o alcool perilico
combinado a doxorrubicina ndo se mostrou promissor no tratamento do sarcoma 180.

Palavras-chave: Sarcoma; Doxorrubicina; Alcool perilico; Antitumoral; Toxicidades;
Estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias malignas sdo um problema de saude publica global, configurando-se
como uma das principais causas mortalidade por doencas crénicas ndo transmissiveis e cuja
incidéncia é crescente (BRAY et al., 2024; OPAS, 2025). Essas doencas sdo classificadas de
acordo com seu local de origem e alteracGes celulares e essas caracteristicas influenciam no
prognostico (INCA, 2020). Neste sentido, os sarcomas, um grupo de neoplasias heterogéneas
que desenvolvem-se a partir de tecidos de origem mesenquimal, representam um desafio
terapéutico, pois sdo tumores raros, biologicamente agressivos e podem surgir em praticamente
todos os sitios anatobmicos (GRUNEWALD et al., 2020). Essas neoplasias dividem-se em
sarcomas de partes moles e 0sseos que possuem prevaléncias de 1% e 0,2% de todas as
neoplasias, respectivamente (BECKINGSALE; SHAW, 2017).

A doxorrubicina é o farmaco de escolha no tratamento de sarcomas, no entanto, devido
ao alto risco de cardiotoxicidade associada a esse farmaco, existem algumas restricdes quanto
ao seu uso (BALOUGH et al., 2024; CAMILLI et al., 2024). Além disso, a doxorrubicina pode
também induzir hepatotoxicidade e toxicidade hematoldgica levando a diversas complicacfes
clinicas (DAMODAR et al., 2014; MUDD; GUDDATI, 2021; NURGALIEVA; LIU; DU,
2010).

A inibig&o datopoisomerase Il - enzima que participa da transcricéo e replicacdo génica

- e 0 estresse oxidativo sdo os principais mecanismos envolvidos com o efeito antitumoral da
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doxorrubicina e também contribuem para o desenvolvimento da cardiotoxicidade (MATTIOLI
et al., 2023). Em especial, o estresse oxidativo tém sido implicado com a fisiopatologia da
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina e este ocorre pela geracdo descontrolada de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e de Nitrogénio (ERNSs) e supressdo das enzimas
antioxidantes enddgenas, o que prejudica a eliminacdo das espécies reativas e,
consequentemente, leva ao seu acumulo nas células (KITAKATA et al., 2022; KONG et al.,
2022). Somado a isso, a doxorrubicina é capaz de se complexar ao ferro livre e induzir reacbes
de Fenton e Haber-Weiss, que contribuem para o desequilibrio redox (ITO-HAGIWARA et al.,
2025; MATTIOLI et al., 2023).

Para contornar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, as principais estratégias
incluem a utilizacdo de agentes cardioprotetores — como antioxidantes, quelantes de ferro e
farmacos indicados para insuficiéncia cardiaca — além da reducdo da dose cumulativa de
doxorrubicina (BALOUGH et al.,, 2024; CRUZ; RODRIGUES; CAMPELO, 2016). A
associacdo da doxorrubicina a outros antineoplasicos também é uma abordagem comumente
praticada, que tem como objetivo potencializar a eficacia terapéutica, impedir a resisténcia
farmacoldgica e atenuar os efeitos adversos (ANJALI BISHT et al., 2024; SINHA et al., 2025).

Compostos isolados de plantas geralmente apresentam multiplas acfes benéficas ao
organismo (NAEEM et al., 2022; YESHI et al., 2022). Em especial, monoterpenos e
monoterpendides - compostos volateis presentes em dleos essenciais - possuem diversas
propriedades terapéuticas, incluindo atividade anticancerigena (KOZIOL, et al. 2014, AIAN et
al., 2021). Dentre eles o alcool perilico atraiu muita atencdo por apresentar forte atividade
anticancerigena, tendo sido objeto de varios estudos clinicos (ZHANG et al., 2024).

O efeito anticancer do alcool perilico foi investigado em varios modelos experimentais,
incluindo no tumor sarcoma 180, no qual foi capaz de reduzir significativamente a massa
tumoral na dose de 200 mg/kg/dia, quando administrado durante 7 dias por via intraperitoneal
(ip.) (ANDRADE et al., 2016). De modo semelhante, a complexac¢do do alcool perilico a f3-
ciclodextrina, um carreador de drogas, promoveu inibi¢cdo do tumor sarcoma 180 com dose
inferior desse monoterpeno (REZENDE et al., 2021). Além disso, em estudo conduzido em
nosso laboratdrio, o alcool perilico protegeu o coracdo dos danos induzidos pela doxorrubicina
no modelo de cardiotoxicidade aguda (SA, 2024). Com base nesses dados, foi levantada a
hipdtese de que o alcool perilico combinado a doxorrubicina poderia potencializar o efeito
antitumoral deste antineoplasico e paralelamente atenuar seus efeitos toxicos.

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a interferéncia do alcool perilico na atividade

antitumoral da doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sarcomas

Clinicamente os sarcomas sd8o um grupo de neoplasias heterogéneas que se
desenvolvem a partir de tecidos de origem mesenquimal como o0ssos, muasculos, gordura,
cartilagem, tend@es, nervos e vasos sanguineos. Essas malignidades séo divididas em sarcomas
de partes moles e sarcomas 6sseos, ainda, dentro de cada um desses grupos existem varios
subtipos histoldégicos (GRUNEWALD et al., 2020). Os sarcomas de partes moles sdo mais
prevalentes, sendo responsaveis por 70 a 80% da totalidade dessas neoplasias e corresponde a
1% de todos os canceres; ja 0s sarcomas 0sseos representam 0,2% nessa categoria
(BECKINGSALE; SHAW, 2017).

Existem mais de 70 subtipos de sarcomas de tecidos moles e a respeito dos dados
epidemiologicos sobre cada subtipo, estes sdo escassos devido as limitaces no diagndstico
dessas malignidades (GRUNEWALD et al., 2020). Os subtipos mais frequentes na populacao
do Reino Unido séo o leiomiossarcoma (22%) e o lipossarcoma (12%) e estes desenvolvem-se
frequentemente nas extremidades do corpo, principalmente nos membros inferiores
(BECKINGSALE; SHAW, 2017).

A incidéncia dos sarcomas de tecidos moles no Reino Unido foi de 3.298 novos casos
em 2010 e, entre 0s sexos, estes foram mais prevalentes em homens (51%) do que em mulheres
(49%). Essas doencas afetam em sua maioria pessoas com idade igual ou superior a 50 anos,
correspondendo a 65% dos casos (BECKINGSALE; SHAW, 2017). Em estudo que avaliou a


https://www-sciencedirect-com.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/leiomyosarcoma
https://www-sciencedirect-com.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/liposarcoma
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populacdo da Austria, entre os anos de 1983 e 2020, foram diagnosticados 11.893 casos de
sarcomas de tecidos moles. Quanto as taxas de incidéncia por faixa etéria, foi observado picos
entre 0 a 4 anos de idade e a partir dos 75 anos, sendo este mais pronunciado. Além disso, a
sobrevida em 5 anos foi de 53,6% (SMOLLE et al., 2025). Ja na Inglaterra, foram registrados
uma média de 3.943 casos anualmente, representando 0,8% de todas as neoplasias malignas e
com taxa de sobrevida de 70,2% em 5 anos (BACON et al., 2022).

No grupo dos tumores 6sseos primarias malignos, os tipos mais comuns no Reino Unido
foi o condrossarcoma (33%), o osteossarcoma (32%), o sarcoma de Ewing (15%) e o cordoma
(5%) (FREEMAN; SUMATHI; JEYS, 2018). O osteossarcoma e 0 sarcoma de Ewing
predominam em jovens e seu desenvolvimento coincide com os periodos de crescimento rapido;
enquanto o condrossarcoma € mais prevalente em adultos devido a sua natureza produtora de
cartilagem. A taxa de sobrevida global desses tumores é inferior a 70% em 5 anos e menos de
20% em pacientes com metastase ou recidiva, em 3 anos (GRUNEWALD et al., 2020). A
incidéncia e o desenvolvimento dessas patologias sdo influenciadas por uma combinagdo de
fatores geograficos, variaveis biologicas como idade e sexo, alem de predisposicdes genéticas
especificas e exposicdes ambientais a radiacdes ou produtos quimicos (HOSSEINI et al., 2025).

O microambiente tumoral é responsavel pela alta complexidade dos sarcomas, pois
nessas neoplasias coexistem subpopulacdes de células cancerigenas, além de células teciduais
e celulas do sistema imunoldgico. Além disso, as células cancerigenas estdo sujeitas a
modulacdo da matriz extracelular e as condi¢fes adversas locais — a exemplo da escassa
disponibilidade de metabdlitos, baixa tensdo de oxigénio e baixo pH - que podem favorecer
respostas adaptativas como a angiogénese, alem de favorecer a capacidade de metastase e
resisténcia. Essas caracteristicas contribuem para a maior agressividade dessas neoplasias e
dificultam o sucesso da terapia oncolégica (GRUNEWALD et al., 2020).

A base do tratamento de sarcomas consiste na resseccao cirdrgica do tumor primario,
que é geralmente acompanhada de quimioterapia neoadjuvante e/ou adjuvante e/ou
radioterapia, principalmente nos casos mais graves. Nesse contexto, a doxorrubicina é
amplamente utilizada tanto no tratamento de sarcomas 0sseas como de tecidos moles
(GRUNEWALD et al., 2020). Os pacientes tendem a se beneficiar mais da quimioterapia nos
casos mais graves. Neste cendrio, a doxorrubicina é o farmaco de primeira linha em sarcomas
de tecidos moles metastaticos, produzindo taxas de resposta entre 12% e 24%. Protocolos
combinados também sdo comumente utilizados, geralmente associando-se a doxorrubicina ao
agente alquilante ifosfamida (LINCH et al., 2014). A quimioterapia combinada também

melhorou consideravelmente o prognostico do osteossarcoma, esse progresso foi possivel
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através da introducdo do tratamento neoadjuvante com o esquema MAP - metotrexato,
doxorrubicina e cisplatina -, que permanece como protocolo padréo tanto na América quanto
na Europa (ROBINSON; DAVIS, 2024).

Na pesquisa cientifica sdo usados varios modelos experimentais com sarcomas, cujo
objetivo consiste em promover o desenvolvimento de medicamentos e no estudo da biologia
desses tumores. Dentre eles, destacam-se as linhas celulares e modelos in vivo, estes incluem
animais geneticamente modificados e xenoenxertos. O xenoenxerto de células do sarcoma 180
é especialmente popular em pesquisas cientificas. Esse tumor, também chamado tumor de
Crocker, foi identificado pelo Dr. William H. Woglom, no ano de 1914, em camundongo albino.
Apobs diversas analises, sua origem mesenquimal foi confirmada, classificando-o como
sarcoma. Sendo um dos primeiros tumores descobertos em roedores, ele se consolidou como

um modelo experimental de relevancia (FERREIRA et al., 2016)

2.2 Doxorrubicina

Doxorrubicina € um antineoplasico da classe das antraciclinas, ou antibioticos
antraciclicos, com indicacdo para pacientes oncoldgicos adultos e pediatricos (GROARKE;
NOHRIA, 2015). Considerado um dos quimioterapicos mais eficazes na oncologia,
doxorrubicina possui amplo espectro de agdo sendo usado no tratamento de neoplasias sélidas
a hematoldgicas como carcinoma de ovario, sarcomas de tecidos moles e ¢sseos, leucemia,
linfoma, entre outros (CAMILLI et al., 2024). Sua descoberta ocorreu logo apds a primeira
antraciclina e esta foi isolada a partir de um pigmento vermelho produzido pela bactéria
Streptomyces peucetius, na década de 1960, sendo denominado de daunomicina. Poucos anos
depois o tratamento mutagénico dessa bactéria resultou na variante Streptomyces peucetius var.
caesius que produziu o metabolito doxorrubicina (ARCAMONE et al., 1969; MARCO et al.,
1963). A manifestacdo da cardiotoxicidade em pacientes tratados com a daunomicina e
doxorrubicina, tornou-se aparente poucos anos apos sua aplicacao clinica, motivando a busca
por analogos com menos efeitos cardiotoxicos (MINOTTI et al., 2004; MOTT, 1997).

A Doxorrubicina tem como principal mecanismo de acdo a inibicdo da enzima
topoisomerase Il. Essa enzima € essencial para resolver o superenrolamento das fitas de DNA
durante os processos de replicacdo e transcricdo, principalmente na fase S e G2 do ciclo celular.
Sendo responsavel pela separacdo da fita molde de DNA da recém sintetizada, ao promover
rupturas da dupla fita e restabelecer suas ligagcdes (figura 1). As antraciclinas inibem a

topoisomerase 11 apds a ruptura da dupla fita de DNA, impedindo que essa macromolécula seja
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reparada. Somado a isso, esses fa&rmacos intercalam-se na estrutura do DNA, formando o
complexo topoisomerase ll1-doxorrubicina—DNA, que induz danos a essa macromolécula. Em
conjunto, esses mecanismos ativam a apoptose (CAPELOA et al., 2019; ZANDEN:; QIAO;
NEEFJES, 2020).
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Figura 1. Representacdo esquematica do mecanismo de envenenamento da topoisomerase Il pelas antraciclinas.
Para emaranhar o DNA ou remover superenrolamentos de DNA, a topoisomerase 11 se liga ao DNA, introduzindo
uma quebra de fita dupla transitério em uma das fitas de DNA (o segmento G), permitindo que a segunda fita de
DNA (o segmento T) passe. Apds a religacdo do segmento G, a topoisomerase 1l € liberada do DNA. A maioria
dos venenos de topoisomerase Il, incluindo a maioria das antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina,
epirrubicina, idarrubicina e amrubicina) e etoposideo, estabilizam o complexo de topoisomerase Il apds a
introducdo da quebra de fita dupla de DNA e impedem que a quebra do DNA seja reparada. Adaptado (ZANDEN;
QIAO; NEEFJES, 2020).

A inducdo de estresse oxidativo também agrega ao efeito antitumoral da doxorrubicina
(MATTIOLI et al., 2023; SRITHARAN; SIVALINGAM, 2025). Esse evento é definido como
“um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a potenciais
danos” (SIES, 1997). Sendo os agentes oxidantes pequenas moléculas contendo oxigénio -
EROs - e nitrogénio - ERNs - com potencial de desencadear reacdes redox. Essas moléculas
podem ser radicais livres, com um elétron desempenhado na Gltima camada de valéncia e ndo
radicais; como também podem apresentar carga ou ndo (JOMOVA et al., 2023; LENZEN,
2017). Sdo formadas em processos fisioldgicos, mas quando em excesso pode levar a diversas
condicdes patoldgicas ao causar danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA culminando na
morte celular JOMOVA et al., 2023; PERILLO et al., 2020).

Nessas condicdes, as células cancerigenas sdo vulneraveis ao aumento adicional de
EROs promovido por antineoplasicos (NAKAMURA; TAKADA, 2021). Isso acontece porque
essas celulas ja operam sob niveis basais elevados de EROs, os quais sustentam a sinalizacdo

oncogénica e modulam vias cruciais como proliferacdo, metabolismo glicidico e sobrevivéncia.
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Contudo, ao ultrapassarem um limiar critico, as EROs induzem a morte celular (LIOU; STORZ,
2010; IQBAL et al., 2024).

Para tanto, mecanismos de resisténcia a doxorrubicina podem surgir tanto de mutacdes
ou modulagdo da expressdo da topoisomerase Ila. - subtipo presente em células de divisao rapida
- como pelo aumento da defesa antioxidante, através da regulacdo positiva do Factor nuclear
E2 relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf-2) (SINHA et al., 2025; MIRZAEI et al., 2021). No
primeiro cenario, a resisténcia farmacoldgica pode ocorrer devido a supressao da enzima, no
entanto, a superexpressao da mesma também foi associada a mecanismos de resisténcia. Os
motivos para esse evento sao diversos, como a mudanga de localizacdo da topoisomerase Ila,
que passa a ser citoplasmatica ao invés de nuclear; supressao da sinalizacdo apoptética por tras
da sua inibicdo; reducdo na sua degradacdo e até mutacdes em dominios cataliticos (MATTIOLI
et al., 2023).

Quanto a sinalizagdo do Nrf-2, esse possui varios mediadores a montante que estao
ligados a aquisicéo de resisténcia a doxorrubicina (SINHA et al., 2025; MIRZAEI et al., 2021).
Como exemplo, o aumento de glutationa reduzida (GSH) e a superexpressao da Glutationa S-
transferase reduzem a sensibilidade a esse farmaco levando ao fracasso do tratamento (SINHA
et al., 2025; MIRZAEI et al., 2021; MATTIOLI et al., 2023).

Outro mecanismo de resisténcia menos especifico, que afeta multiplos farmacos, ocorre
através dos transportadores ABC (cassete de ligacdo de ATP), que expulsam substancias toxicas
do meio intracelular. No contexto da resisténcia & doxorrubicina, destacam-se o0 ABCB1 e o
ABCB8 (CAPELOA et al., 2019; MATTIOLI et al., 2023). Em especial, 0 ABCB8 causa
efluxo de ferro mitocondrial e seu silenciamento aumenta a sensibilidade de células de
melanoma a doxorrubicina, uma vez que, causa acumulo do ferro intracelular contribui para
intensificar os danos a0 DNA mitocondrial (ELLIOTT; AL-HAJJ, 2009; KITAKATA et al.,
2022). Todavia, no coracdo, sua regulacdo positiva suprime a cardiomiopatia induzida por
doxorrubicina (ELLIOTT; AL-HAJJ, 2009; KITAKATA et al., 2022).

Adicionalmente, mutacGes genéticas ou modificacdo na expressao de proteinas das vias
de sinalizacdo envolvidas na progressao do ciclo celular, proliferacédo e sobrevivéncia de células

cancerigenas também favorecem a resisténcia aos quimioterapicos (MATTIOLI et al., 2023).

2.2.1 Complicag0es clinicas

A cardiotoxicidade é a complicacdo clinica mais grave da doxorrubicina, caracterizada

por ser dose-dependente e potencialmente irreversivel com risco de vida (ITO-HAGIWARA et
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al., 2025). Em anélise retrospectiva sobre o risco de insuficiéncia cardiaca relacionado a
doxorrubicina, a prevaléncia desta complicacgéo foi crescente com o aumento da dose, sendo de
5% na dose cumulativa de 400 mg/m? e 16%, 26% e 48% nas doses de 500 mg/m?, 550 mg/m?
e 700 mg/m?, respectivamente (SWAIN; WHALEY; EWER, 2003). Sendo a dose maxima
recomendada de 400 a 550 mg/m? que ja é clinicamente relevante em termos de
cardiotoxicidade (CRUZ; RODRIGUES; CAMPELO, 2016). Além disso, o tratamento
combinado entre antraciclinas e outros tratamentos cardiotdxicos, a exemplo da radioterapia na
regido torécica e de terapias direcionadas ao HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano), aumenta ainda mais o risco de complicacBes cardiovasculares (SAIDI;
ALHARETHI, 2011; HAJJAR et al., 2020).

Tradicionalmente a cardiotoxicidade induzida por antraciclinas é classificada em
aguda/subaguda ou crénica. A cardiotoxicidade aguda surge durante ou logo apos o tratamento,
sdo menos comuns e geralmente transitorias. As manifestacdes clinicas incluem arritmias,
alteracdes eletrocardiograficas, disturbios de conducdo, miocardite e pericardite. J& a forma
crénica divide-se em precoce - dentro de um ano - ou tardia - apds um ano-, podendo evoluir
para disfuncdo ventricular progressiva, cardiomiopatia grave e insuficiéncia cardiaca (CRUZ;
RODRIGUES; CAMPELO, 2016). Contudo, essa divisdo temporal tem sido contestada.
Evidéncias sugerem que a patogénese da doxorrubicina promove uma leséo cardiaca continua,
sem delimitacdo temporal do quadro clinico. Neste sentido, as complicacGes podem surgir a
qualguer momento como resposta ao dano inicial, muitas vezes de forma subclinica. Esse
declinio assintomatico da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo pode progredir
silenciosamente até a manifestacdo de insuficiéncia cardiaca (BALOUGH et al., 2024,
CAMILLI et al., 2024).

Para mitigar a cardiotoxicidade da doxorrubicina algumas das alternativas utilizadas séo
0 ajuste da dose, administracdo da infusdo continua em vez de em bolus e uso de substancias e
ou medicamentos com propriedades cardioprotetoras. Dentre os compostos antioxidantes
promissores destacam-se a N-acetilcisteina, coenzima Q, vitaminas E e C, além disso, muitos
estudos se detém em investigar o potencial de medicamentos utilizados no tratamento da
insuficiéncia cardiaca tais como o carvedilol (betabloqueador), candesartana (bloqueador dos
receptores da angiotensina), sacubitril/valsartana  (inibidores do receptor de
angiotensina/neprilisina), entre outros (BALOUGH et al.,, 2024; CRUZ; RODRIGUES;
CAMPELDO, 2016).

Atualmente, o Unico farmaco utilizado como cardioprotetor frente a doxorrubicina é o

Dexrazoxane (CARDIOXANE®), que atua na quelacdo de ferro, reduzindo assim o estresse
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oxidativo, e na inibicdo catalitica da topoisomerase I, protegendo o0 DNA dos cardiomiocitos
contra danos (KITAKATA et al., 2022; SZPONAR et al., 2024). Segundo Baat et al. (2022), o
uso de dexrazoxane beneficia adultos na prevencdo da insuficiéncia cardiaca induzida pelo
tratamento oncoldgico, mas ndo apresenta 0 mesmo efeito em criancas, nem altera a sobrevida
ou a resposta tumoral. Apesar da eficicia cardioprotetora, o farmaco foi associado a um maior
risco de mielossupresséao e neoplasias malignas secundarias, particularmente em mulheres com
cancer de mama. Embora os dados sobre novos tumores em adultos sejam escassos, a
associacdo entre dexrazoxane e o agravamento de disturbios hematoldgicos foi evidenciado.

Uma estratégia eficaz na cardioprotecdo foi o desenvolvimento da doxorrubicina
lipossomal, o lipossoma é um carreador de farmacos e a incorporagdo da doxorrubicina a esse
carreador possibilitou melhorar suas caracteristicas farmacocinéticas, melhorando assim sua
eficicia e limitando a toxicidade. A doxorrubicina lipossomal pode se concentrar no tumor
devido a presenca de microvasos neste tecido e, consequentemente, tem uma menor distribuicéo
em tecidos ndo tumorais resultando em menos efeitos adversos. Todavia, a doxorrubicina
lipossomal é indicada apenas no tratamento de neoplasias recorrentes ou metastéaticas,
principalmente no cancer de mama e sarcomas. Diversos estudos clinicos demonstraram uma
reducdo no risco de cardiotoxicidade e de outros efeitos adversos com a doxorrubicina
lipossomal em comparacéo a doxorrubicina convencional (BUCHALSKA et al., 2025).

Os mecanismos da cardiotoxicidade induzida por antraciclinas sdo complexos e
multifatoriais, apesar de serem muito bem estudados, as causas exatas da sua patogénese ainda
sdo0 uma questdo de pesquisa (ITO-HAGIWARA et al., 2025; SONGBO et al., 2019). O
estresse oxidativo desempenha um papel central no desenvolvimento da cardiotoxicidade e se
inter-relaciona as demais alteracGes, como a desregulacdo do calcio, disfuncdo mitocondrial,
anormalidades no fluxo autofagico, inflamacéo e morte celular de cardiomiocitos (LIANG; HE;
HU, 2022; SHI et al., 2023).

A doxorrubicina ndo so é capaz de estimular a geracao excessiva de espécies reativas
como também suprime as defesas antioxidantes. A geracdo de EROs pela doxorrubicina pode
ocorrer através da reducdo catalitica do seu grupamento quinona, sendo transformado em
radical semiquinona. Quando a semiquinona encontra o oxigénio molecular (O:) ela doa seu
elétron a essa molécula, gerando como produto o radical superdxido (O2¢") e simultaneamente
regenera a quinona. Por sua vez, o radical O2¢ pode reagir com o 6xido nitrico (NO) e formar
o anion peroxinitrito (ONOO~), uma ERN que pode reagir rapidamente com o DNA. Além
disso, a doxorrubicina estimula a atividade das enzimas 6xido nitrico sintase induzivel e
endotelial, aumentando a producdo de NO (KONG et al., 2022; SONGBO et al., 2019). Apesar
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de ndo reagir diretamente com macromoléculas, o O2¢~ pode iniciar a cascata de reagdes redox,
sendo o ponto de partida para formar espécies reativas mais deletérias (JOMOVA et al., 2023).

Além disso, o acimulo de EROs em cardiomidcitos é particularmente prejudicial, pois
0 coragéo produz menos enzimas antioxidantes comparado a outros tecidos (KONG et al., 2022;
LIANG; HE; HU, 2022). Isso se agrava ainda mais pelo fato da doxorrubicina suprimir a
atividade do Nrf2, um fator de transcri¢do sensivel a redox que regula a expressdo enzimas
antioxidantes, como a NAD(P)H Quinona Oxidorredutase-1, Heme Oxigenase-1, Glutationa
Peroxidase (GPX), Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase (NORDGREN; WALLACE,
2014; SHI et al., 2023). Sendo a atuacdo dessas enzimas imprescindivel para prevenir a
cardiotoxicidade (ABUSHOUK et al., 2017).

Por exemplo, a SOD desempenha uma importante funcdo a medida que neutraliza o
O2+", uma ERO responsavel por iniciar reagdes redox, sendo normalmente produzido através
da fosforilacdo oxidativa. Outra enzima extremamente importante é a GPX, que € capaz de
degradar o H20. formado nas células, protegendo-as da peroxidagdo lipidica e dos danos
oxidativos as macromoléculas celulares, além de impedir a perpetuacdo das reacbes redox
(JOMOVA et al., 2023).

Devido a supressao dessas enzimas, o O2*~ — ¢ H20: se acumulam na célula causando
um ciclo de reac6es redox com a formacéo de espécies reativas ainda mais fortes, como o radical
hidroxila OHe~. Na membrana plasmatica, essa ERO pode oxidar os &cidos graxos
poliinsaturados, produzindo hidroperdxidos lipidicos e, em seguida, os radicais alcoxila e
peroxila. Além disso, os hidroperdxidos lipidicos podem também sofrer fragmentacao oxidativa
com formacdo de produtos toxicos a exemplo dos o,B—aldeidos insaturados, como 4-
hidroxinonenal ou malondialdeido (MDA) (GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2024).

ModificacBes redox em proteinas também sdo prejudiciais, visto que podem causar
alteracdes funcionais a essas moléculas. Todavia, proteinas contendo grupamentos sulfidrilas
podem ser reversivelmente oxidadas e ter suas fungdes preservadas, sendo a GSH responsavel
por mediar esse processo (PACE et al., 2025). No entanto, a doxorrubicina também causa
deplecdo nos niveis de GSH, impedindo o reparo dos danos oxidativos as proteinas (ITO-
HAGIWARA et al., 2025; KONG et al., 2022).

A doxorrubicina também causa sobrecarga de calcio, interferindo na atividade de suas
proteinas reguladoras (SHINLAPAWITTAYATORN; CHATTIPAKORN;
CHATTIPAKORN, 2022). Uma vez que o calcio intracelular é essencial para a manutencao da
funcdo contratil do coracéo, sua desregulacdo esta diretamente associada ao desenvolvimento

de arritmias, insuficiéncia cardiaca dentre outras doencas cardiovasculares (CARTWRIGHT
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et al., 2011; EISNER et al., 2017). Os mecanismos envolvidos nesta alteragdo envolve o
aumento da ativagdo dos canais de célcio do tipo L, proporcionando um maior influxo de calcio
para a célula; modulacdo dos receptores de rianodina, através de modificacGes oxidativas dos
grupos tios; inibe a atividade e expressdo da bomba de calcio ATPase, reduzindo assim a
recaptacéo do célcio no reticulo sarcoplasmatico e estimula a atividade do trocador Na*/Ca?*,
reduzindo a eliminacdo do célcio da célula (HANNA et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

A disfuncdo mitocondrial também possui um papel importante no desenvolvimento da
cardiotoxicidade, sendo consequéncia do estresse oxidativo induzido por doxorrubicina e a alta
densidade de mitocondrias presentes em cardiomidcitos é uma dos principais fatores para a
maior suscetibilidade dos cardiomidcitos aos danos oxidativos (SCHIRONE et al., 2022).
Multiplos mecanismos estédo ligados a disfun¢do mitocondrial (figura 2), incluindo a afinidade
da doxorrubicina pela cardiolipina, fosfolipidio na membrana mitocondrial interna. Essa
interacdo desestabiliza os complexos da cadeia transportadora de elétrons, reduzindo a sintese
de ATP (adenosina trifosfato) e promovendo a liberagdo de citocromo ¢, 0 que agrava o estresse
oxidativo e desencadeia a apoptose. O ciclo redox da doxorrubicina nesta organela também
contribui com esses danos, este é catalisado pela NADPH redutase (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) que converte a quinona em semiquinona, exaurindo o NADPH
mitocondrial e intensificando a deplecdo energética (ITO-HAGIWARA et al., 2025; SHI et al.,
2023).

A doxorrubicina também afeta a homeostase do ferro ao sequestrar esse metal para
formar os complexos doxorrubicina-Fe?" e doxorrubicina-Fe3* levando as reagdes de Fenton e
Haber-Weiss que culmina na peroxidacao lipidica na membrana mitocondrial conduzindo a
célula a ferroptose (FANG et al., 2019; KITAKATA et al., 2022).
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Figura 2. O efeito citotoxico da doxorrubicina esta diretamente relacionado as espécies reativas de
oxigénio. Resumidamente, a DOX obtém facilmente elétrons do NADH e do NADPH na presenca de
ferro em reacdes catalisadas por NADPH, citocromo P-450 redutase, iNOS e outras. Apos obter um
elétron, a DOX forma um radical semiquinona e transfere um elétron para o oxigénio molecular,
formando O, ® ~. A presenca de O, ® -~ favorece a geracdo de outras EROs, que danificam lipidios,
proteinas e DNA mitocondrial (mtDNA). O NADH é amplamente consumido no ciclo redox da DOX
assim que esta se liga a cardiolipina na membrana mitocondrial interna, o que diminui a sintese de
adenosina trifosfato (ATP), levando a disfun¢do da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. A
reducdo de quatro elétrons do oxigénio em favor de reducdes de um, dois e trés elétrons, o que
desencadeia estresse oxidativo e danos ao mtDNA. Esses fatores levam a um efeito de
retroalimentacdo positiva, que finalmente se manifesta como insuficiéncia cardiaca. [-aumento, |-
diminuigio; A-adriamicina; ADP-adenosina difosfato; CTE-cadeia de transporte de elétrons; DOX-
doxorrubicina; EROs-espécies reativas de oxigénio. Adaptado (SZPONAR et al., 2024).

Somado a isso, as antraciclinas também inibem e formam complexos com a
topoisomerase II expressa nos cardiomiocitos, a isoforma topoisomerase IIf, esse efeito resulta
na instabilidade genémica do DNA, principalmente mitocondrial (ITO-HAGIWARA et al.,
2025, SZPONAR et al., 2024; ZANDEN; QIAO; NEEFJES, 2020). Ademais, 0 DNA
mitocondrial é mais sensivel aos danos oxidativos devido a auséncia de histonas protetoras,
resultando em delecbes e reducdo do namero de copias de DNA (LEBRECHT et al., 2003).
Isso prejudica a sintese dos complexos da cadeia respiratéria, reduzindo a producédo de ATP e
contribui para a geracdo de EROs, mantendo assim o ciclo de reac6es redox. Esse mecanismo
de lesdo persistente, mesmo apds a suspensdo da droga, € o principal determinante da
cardiomiopatia tardia (ELLIOTT; AL-HAJJ, 2009).

Adicionalmente, a doxorrubicina interrompe o fluxo autofagico impedindo a reciclagem

das mitocondrias danificadas e reducdo dos danos celulares (KONG et al., 2022; L1 et al. 2016).
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Um processo inflamatério pode se instaurar durante a cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina podendo desencadear a piroptose, um tipo de morte celular acionado por fatores
pré-inflamatorios. A principal via envolvida nesse processo € a do NLRP3/GSDMD (proteina
receptora de dominio de ligagdo de nucleotideo 3/clivagem de gasdermina D) e
alternativamente a GSDME (clivagem de gasdermina E) (CHRISTIDI; BRUNHAM, 2021).

Outras vias inflamat6rias podem ser ativadas, como os Receptores Toll-like (TLRS) que
levam a regulacdo positiva das Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS). Essa
sinalizagdo promove a liberacéo do fator de transcricdo NF-xB (Fator Nuclear kappa B) que se
transloca para o nlcleo estimulando a producdo de citocinas como Interleucina 8 e TNF-a, o
que intensifica a lesdo celular e contribui para a indugdo da apoptose (CHRISTIDI,
BRUNHAM, 2021; LIANG; HE; HU, 2022).

Ademais, a inflamacéo cronica resulta na ativacdo e diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, que estimula a deposi¢éo de colageno e outras proteinas da matriz extracelular
no tecido, resultando no endurecimento do miocardio. Com a progressdo da fibrose ocorre
remodelacdo cardiaca patologica e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (LIANG; HE;
HU, 2022; SUN et al., 2025).

O figado também ¢ afetado pelos efeitos toxicos de agentes antineoplasicos, inclusive
da doxorrubicina. Embora muitos antineoplasicos comumente causem sintomas leves de
comprometimento da funcdo hepatica ou manifestacdes clinicas reversiveis, fatores como
diagnostico prévio de hepatopatias e a terapia combinada aumentam as chances de
hepatotoxicidade (DAMODAR et al., 2014).

O perfil de toxicidade dos antineoplasicos € bastante variavel, a maioria desses farmacos
causam apenas elevacdes nos marcadores de funcdo hepatica como AST, ALT e bilirrubina, e
uma parte desses farmacos podem ocasionar efeitos adversos mais graves, como necrose
hepatocelular, colestase, esteatose, fibrose, hepatite e doenca veno-oclusiva. No caso da
doxorrubicina, este causa risco consideravel de hepatotoxicidade (DAMODAR et al., 2014).
Além do aumento nos niveis séricos de AST, ALT e bilirrubina associados ao tratamento com
esse farmaco, ha relatados de infiltracdo focal de células inflamatorias e esteatose hepética em
pacientes com leucemia linfoblastica, tratados com o regime contendo vincristina, prednisona
e doxorrubicina (FLOYD et al., 2006; MUDD; GUDDATI, 2021).

Quanto ao metabolismo da doxorrubicina, este ocorre no figado, rins e eritrocitos por
aldo-ceto redutases citoplasmaticas dependentes de NADPH e gera como produtos o0s
metabolitos doxorrubicinol, agliconas, doxorrubicinona e 7-desoxidoxorrubicinona. Esse

farmaco esta sujeito a efeito de primeira passagem hepéatica e sua excrecdo ocorre
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majoritariamente através da bile (SHEIBANI et al., 2022; SRITHARAN; SIVALINGAM,
2021). A doxorrubicina pode desencadear estresse oxidativo por meio de reducéo de um elétron
pela NADPH:P450 oxidorredutase e supressao de enzimas antioxidantes, condicdes essas que
sdo favoraveis a peroxidacao lipidica, um achado caracteristico de estresse oxidativo, além de
inflamacéo e apoptose (DAMODAR et al., 2014). Logo, produtos naturais com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anti-apoptéticas podem melhorar a fungdo hepéatica durante
o tratamento com doxorrubicina (MAHMOUDI; ARASTEH; ELYASI, 2023).

Alteracbes hematoldgicas também sdo complicagdes clinicas que ocorrem com
frequéncia durante o tratamento quimioterapico, visto que os antineoplasicos citotoxicos tém
como alvo células de divisdo rapida, afetando tanto células neoplasicas como as células do
sangue, pois se renovam constantemente. No contexto da doxorrubicina, seus mecanismos
citotoxicos sdo mediados pela inibicdo da topoisomerase lla que € intensamente expressa em
células com alta taxa de proliferacdo, o que leva a interrupcéo do ciclo celular resultando em
efeitos adversos classicos como alopecia, distirbios gastrointestinais e mielossupresséo
(ZANDEN; QIAO; NEEFJES, 2020). Além disso, esse farmaco pode causar citotoxicidade em
células do sangue periférico através da geracdo de EROs, que séo responsaveis também por
causar modificacOes oxidativas nas bases nitrogenadas do DNA (DOROSHOW et al., 2001;
SHALDOUM et al., 2021).

A supressao das células progenitoras na medula dssea resulta em pancitopenia (redugéo
global das células sanguineas), levando a manifestacdo de fadiga acentuada, maior
susceptibilidade a infeccdes, hemorragias gengivais e retardo na cicatrizacdo. Diferentes
protocolos quimioterapicos para cancer de mama e ovario elevam a incidéncia de anemia,
neutropenia e trombocitopenia. Entre esses regimes, o tratamento com doxorrubicina destaca-
se por apresentar taxas de risco significativamente superiores para o desenvolvimento de
toxicidade medular (NURGALIEVA,; LIU; DU, 2010).
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2.3 Alcool perilico
2.3.1 Ocorréncia e classificacéo

O élcool perilico (figura 3) é um monoterpendide ciclico obtido a partir de dleos
essenciais de plantas como horteld, lavanda, bergamota, capim-limdo, salvia, alcaravia,

tomilho, alecrim, sementes de aipo, cerejas e cranberries (CHEN et al., 2021; ZHANG et al.,

2

Figura 3. Estrutura quimica do alcool perilico, conformacdo em 3D (PUBCHEM, 2025).

Os monoterpendides pertencem a classe dos terpenos, metabolitos secundarios
abundantes na natureza e que derivam da via mevalonato/isoprenoide. Os compostos terpénicos
sdo classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno (cadeia de 5 carbonos)
condensadas, sendo os monoterpenos, formados por duas unidades de isopreno (ZHOU,;
PICHERSKY, 2020). Monoterpenos e monoterpenoides (monoterpenos com grupo funcional
heterodtomo) sdo o0s principais constituintes de Oleos essenciais, juntamente com oS
sesquiterpenos. Ambos sdo compostos volateis e desempenham papéis importantes nas plantas,
seja atraindo polinizadores, na defesa contra patdgenos e resisténcia ao estresse ambiental
(LANIER; ANDERSEN; HAMBERGER, 2023; PICHERSKY; RAGUSO, 2016). Essas
caracteristicas tornam-os atrativos para a industria, sendo utilizados como fragrancias em
cosméticos, perfumes, produtos de limpeza, insumos farmacéuticos e até mesmo em alimentos
(KOZIOL et al., 2014; JUNIOR, 2006).

Na sua rota biossintese, o alcool perilico deriva do monoterpeno D-limoneno e difere
deste pela presenca de um grupamento hidroxila terminal (ZHANG et al., 2024). De fato, o
alcool perilico possui propriedades quimiopreventivas e quimioterapéuticas superiores ao seu
precursor D-limoneno, que tem atividade anticancerigena bem estabelecida (CHEN et al.,
2021). Além da atividade melhorada, o grupo hidroxila confere maior solubilidade do alcool

perilico em solvente polar e seu esqueleto basico tem carater hidrofobico, proporcionando
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também solubilidade em solvente apolar. Essa dupla polaridade proporciona carater anfifilico
ao alcool perilico, o que favorece sua passagem através das membranas celulares (CHEN et al.,
2021, PICHERSKY; RAGUSO, 2016).

Em humanos e outros mamiferos, o alcool perilico é metabolizado nos microssomas
hepaticos via enzimas do complexo citocromo P450. Este processo de hidroxilacdo gera 0s
metabdlitos aldeido perilico, acido perilico e &cido di-hidroperilico. Posteriormente, esses
compostos sofrem glucuronidacéo, favorecendo sua excrecao pelos rins (GOMES et al., 2017).
O élcool perilico original ndo é detectado no plasma, evidenciando um rapido metabolismo de
primeira passagem. Os metabdlitos majoritarios no plasma sdo o acido perilico e o acido di-
hidroperilico, enquanto o perilaldeido ocorre em concentra¢des reduzidas (CHEN et al., 2015).

2.3.2 Propriedades terapéuticas

O alcool perilico é reconhecido pela sua atividade anticancerigena, com acdes
quimiopreventivas e quimioterapéuticas, reflexo de suas a¢fes em multiplos alvos e em
diferentes estagios da carcinogénese. Somado a isso, esse composto demonstrou atividade
antioxidante e anti-inflamatoria em diversos modelos experimentais (AIAN et al., 2021;
ZHANG et al., 2024). Em suma, este monoterpeno € considerado uma molécula promissora
para desenvolvimento clinico (CHEN et al., 2015).

Estudos clinicos realizados com o alcool perilico mostraram que esse monoterpeno nao
apresentou a eficacia esperada, sendo que sua administracdo por via oral foi considerada o
principal fator limitante. De tal modo que, atualmente, seus efeitos sdo mais estudados no
tratamento de gliomas através de formulagdes administradas por via intranasal (CHEN;
FONSECA; SCHONTHAL, 2018; CHEN et al., 2021).

No processo de carcinogénese, um dos mecanismos envolvidos nos efeitos do alcool
perilico consiste na eliminacdo de EROs (GOMES et al., 2017). O potencial oncogénico das
EROs deriva de sua capacidade de gerar produtos toxicos e mutagénicos durante reac6es redox
que sdo capazes de causar alteraces na conformacao e funcéo de proteinas essenciais, ativacao
de vias que favorecem a proliferacdo celular descontrolada e inativacdo de genes supressores
de tumor (FIASCHI; CHIARUGI, 2012; IQBAL et al., 2024).

Como exemplo, o nitrilotriacetato de ferro, agente quelante adicionado em detergentes,
causa sobrecarga de ferro e estresse oxidativo resultando em toxicidade renal em roedores. Esse
processo eleva os niveis de 8-hidroxidesoxiguanosina, um produto da oxidacdo do DNA que

estd associado a carcinogénese (UMEMURA et al., 2004). Em ratos, o modelo de
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carcinogénese induzido pelo nitrilotriacetato de ferro (via intraperitoneal) causa necrose tubular
e adenocarcinoma. Todavia, a administracdo oral de alcool perilico é capaz de mitigar essa
toxicidade ao restabelecer o equilibrio antioxidante e reduzir a lesdo renal, estresse oxidativo e
marcadores tumorais (JAHANGIR; SULTANA, 2007).

Na hepatocarcinogénese induzido por 2-acetilaminofluorina, o estresse oxidativo e 0
dano hepético - marcados pela peroxidacdo lipidica e elevacdo de transaminases - foram
reduzidos pelo tratamento profilatico com alcool perilico. Além disso, esse monoterpeno
provocou uma melhora do perfil histopatoldgico, reducdo de marcadores tumorais e aumento
da atividade das enzimas que participam do metabolismo de fase 11, como a quinona redutase e
glutationa- S-transferase, alem de restaurar os niveis de GSH. Tais achados indicam que o
alcool perilico atua na interrupgdo dos estagios de iniciacdo e promocao tumoral (SULTANA,;
NAFEES; KHAN, 2013).

No modelo de carcinogénese cutanea induzido por 7,12-dimetilbenz[a]antraceno
(iniciador de mutacdo no H-Ras) e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (promotor de
proliferacdo), a aplicacéo topica de alcool perilico demonstrou efeitos protetores ao melhorar o
estado redox no tecido e inibir processos importantes da biossintese de poliaminas e replicacao
do DNA. Esse efeito foi associado a interrupcao da isoprenilacdo da proteina H-Ras, impedindo
a ativacdo da via ERK1/2, que regula a sobrevivéncia e proliferacdo celular e esta
frequentemente superexpressa nas neoplasias (CHAUDHARY et al., 2008).

A isoprenilacdo de pequenas proteinas G ¢ uma modificacdo pds-traducional em que
ocorre a adicdo de grupamento apolar a proteinas, permitindo sua ancoragem na membrana
plasmatica. Essas reacOes sdo catalisadas pelas enzimas farnesilpirofosfato,
geranilgeranilpirofosfato, sendo que a primeira provoca a isoprenilacdo de H-Ras enguanto a
outra realiza esse processo em Racl e Rhol. Portanto, a isoprenilacdo dessas proteinas séo
essenciais para a ativacdo da via de sinalizacdo Ras/RaffERK1/2 (CHEN et al., 2021).

Em células de glioma o alcool perilico reduz os niveis de H-Ras e Racl ligados a
membrana e consequentemente reduz a fosforilagdo de ERK, resultando em menor capacidade
migracdo, invasdo e proliferacdo celular (AFSHORDEL et al., 2015). Em células epiteliais
mamarias isoladas de ratas, a dieta contendo 2% alcool perilico por duas semanas, causou
inibicdo moderada da farnesilacdo a Ras e geranilgeranilacdo a RhoA (REN, 1998). Desse
modo, acredita-se que apesar da inibicdo da isoprenilacdo de pequenas proteinas G contribuir
com a atividade anticancerigena do alcool perilico, essa agdo ndo explica a amplitude de seus
efeitos sugerindo a existéncia de mecanismos complementares (AFSHORDEL et al., 2015;
REN, 1998).
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Um mecanismo importante para o efeito antiproliferativo do alcool perilico envolve
também a inibicdo do ciclo celular, através da regulacdo negativa de quinases dependentes de
ciclinas (CDK) e os complexos ciclina-CDK, que sdo responsaveis pela progressdo do ciclo
celular (ZHANG et al., 2024). Em células humanas de adenocarcinoma pancreatico (MIA
PaCa-2 e BxPC-3) o alcool perilico estimulou a expressdo dos inibidores de CDK, p21Cipl e
p27Kipl (WISEMAN; WERNER; CROWELL, 2006). Enquanto, em queratincitos humanos
imortalizados (HaCaT) e em linhagens celulares de cancer de c6lon humano (HT-29 e SW620)
esse monoterpeno aumentou a expressdo de pl5 INK4b e p21 WAF1/Cipl, provocando a
hipofosforilacdo do supressor tumoral proteina do retinoblastoma, o que desencadeou a parada
do ciclo celular na fase G1 (KOYAMA et al., 2012).

E sabido que um agente antineoplasico ideal deve induzir a apoptose em células
cancerigenas e preservar as células normais (WONG, 2011). Os efeitos pro-apoptoticos do
alcool perilico foram descritos em células de adenocarcinoma humano (A549) e carcinoma de
células escamosas (H520), com IC50 de 1,7 mM e 1,4 mM, respectivamente. Ainda, esse
monoterpeno foi capaz de melhorar a sensibilidade dessas células aos tratamentos com
cisplatina e radiacdo (YERUVA et al., 2007). De modo semelhante, o alcool perilico aumentou
sinergicamente a sensibilizacdo de uma linhagem de células de glioma a radioterapia e aos
farmacos cisplatina e doxorrubicina, potencializando a apoptose pela via extrinseca. De certo,
a radiosensibilizacdo pelo alcool perilico é abolida pelo bloqueio com anticorpos anti-Fas, 0
que impede a sinalizagdo do FasL (RAJESH; STENZEL; HOWARD, 2003). A via intrinseca
da apoptose também ¢é ativada por esse monoterpene, levando ao aumento da expressdo de
fatores pro-apoptoticos como BAX, BAK, caspase-3 e reducdo do fator antiapoptotico, Bcl-2
(CHAUDHARY et al., 2008; YERUVA et al., 2007).

Adicionalmente, foi demonstrado que a citotoxicidade do alcool perilico em gliomas é
mediada pelo estresse do reticulo endoplasmatico, afetando inclusive células resistentes a
temozolomida. Este processo € marcado pelo aumento de GRP78 e CHOP e acompanhado pela
supressdo da via de sobrevivéncia do Alvo mecéanico da rapamicina (mTOR), através da
reducdo da fosforilacdo da Proteina Quinase B (AKT) e da proteina S6 ribossémica (CHO et
al., 2012). O reticulo endoplasmatico é responsavel por funcbes como biogénese lipidica,
modificacdo de proteinas, regulacdo do calcio e equilibrio redox, sendo altamente sensivel a
insultos patolégicos que perturbam sua homeostase. Quando a célula estd sob estresse a
Resposta a Proteinas Desdobradas (UPR) no reticulo endoplasmatico é ativada para mitigar a
sobrecarga proteica. Esse processo exige a dissocia¢do da quinase PERK da proteina GRP78,

permitindo que a PERK ative o fator Nrf2. Adicionalmente, o estresse prolongado promove a
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regulacdo positiva de CHOP, que atua na inducdo de autofagia e morte celular (LIU et al.,
2022).

Diferente de seus analogos, limoneno e o mentol, o &lcool perilico demonstra alta
eficacia contra células de linfoma B (WEHI-231), reduzindo sua viabilidade através da inibicao
da translocacdo nuclear do NF-kB. Este efeito pré-apoptdtico é mediado pela modulacdo de
canais de célcio tipo L, visto que o &lcool perilico interfere na sinalizagdo do NF-xB dependente
de célcio (BERCHTOLD et al., 2005).

O élcool perilico também exerce controle sobre o metabolismo e a angiogénese tumoral
ao inibir o Fator Induzivel por Hipoxia-la (HIF-10). Esse fator de transcricdo regula a
adaptacdo metabdlica a hipdxia e sua superexpressdo persistente € uma marca da progressao e
metastase tumoral (YUAN et al., 2021). O mecanismo de supressdo mediado pelo alcool
perilico envolve a eliminacdo de EROs e a reducéo da sinalizagdo via mTOR e de seus efetores
4E-BP1 e elF4. Em estudo com a linhagem de cancer de colon (HCT116) e no xenoenxerto em
camundongos, mostram que o tratamento com alcool perilico inibe a expressdo de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) sob condigdes de hipdxia, bloqueando a angiogénese
necessaria para a expansdo do tumor (MA et al., 2016). Além disso, ao neutralizar EROs, 0
alcool perilico interfere na ativacdo de oncogenes como K-RAS, BRAF, c-MYC e BCR-ABL,
que participam dos processos de crescimento, proliferacdo, invasao e angiogénese (AKI et al.,
2023).

A respeito de sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria, foi demonstrado que ao
eliminar as EROs o alcool perilico interrompe a producdo de citocinas pro-inflamatérias e o
inverso também é verdadeiro, o alcool perilico interrompe o processo inflamatério e,
consequentemente, reduz a producdo de EROs (BEJESHK et al., 2023).

O efeito antioxidante do alcool perilico ocorre via modulacdo da sinalizacdo
Keapl/Nrf2. Ao inibir o Keapl (Proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch), que atua
reprimindo o Nrf2, o alcool perilico estimula a dissociacdo e translocacdo nuclear do Nrf2,
ativando a transcricdo de genes responsaveis pela expressdo de enzimas antioxidantes
(PUPPALA et al., 2022). Em modelos de lesdo cerebral hipoxico-isquémica, o alcool perilico
aumentou a expressdo de Nrf2 e heme Oxigenase-1, reduzindo a Keapl e atenuando a apoptose
através da reducdo de BAX, caspases e citocromo c, e aumento de Bcl-2. A eficacia desse
mecanismo foi confirmada pelo uso do inibidor ML385, que suprimiu os efeitos protetores do
composto (FANG et al., 2024).

O élcool perilico também exerceu efeitos protetores na reversdo dos danos oxidativos

provocados pela isquemia cerebral em modelo de oclusdo da artéria cerebral média em ratos.
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Nesse estudo, o &lcool perilico modulou a resposta inflamatdria e oxidativa, com reducéo direta
de marcadores como NF-kB, COX-2 e NOS-2 e melhora da degeneracdo neuronal e desfechos
funcionais. (TABASSUM et al., 2015).

Na patogénese da doenca de Parkinson, a ativacdo da microglia e a disfuncéo
mitocondrial sdo centrais. Em modelo experimental, a inibicdo do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial pela administracdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina em camundongos eleva a produgéo de Oz e H20-, ativando o NF-xB ¢ a
formacdo de inflamassomas, com subsequente ativacdo de IL-1p e IL-18; enquanto em células
microgliais, o lipopolissacarideo e H.O, mimetiza esse dano, resultando em perda do potencial
de membrana mitocondrial. Contudo, o tratamento com alcool perilico reverteu parcialmente
esse quadro, reduzindo o estresse oxidativo mitocondrial e citosélico. Além disso, in vivo, as
enzimas antioxidantes foram restauradas e houve melhora da funcdo motora e comportamental
dos animais (AHMED et al., 2021).

Ja no modelo de lesdo por isquemia/reperfusdo de células renais, utilizado para
mimetizar o transplante renal, XU et al. (2017) demonstraram que o pré-tratamento com alcool
perilico protege as células do estresse oxidativo e do estresse do reticulo endoplasmatico, bem
como, da inibicdo da via PISBK/AKT/eNQOS, prevenindo assim a apoptose celular.

Como acéo anti-inflamatoria, o alcool perilico inibe a via TLR-4/NF-kB, sendo capaz
de modular diretamente essa via através da sua ligacéo ao receptor TLR-4, conforme verificado
em docking molecular. Além disso, nesse estudo, foi demonstrado que esse composto reduz a
expressdo de TLR-4 e NF-kB em camundongos submetidos a um modelo de colite ulcerativa,
resultando na diminuicdo de citocinas pré-inflamatdrias e dos marcadores de estresse oxidativo
e nitrosativo (PUPPALA et al., 2022).

O alcool perilico também exerce atividade anti-inflamatoria ao bloquear a farnesilacdo
de STAT3 e Ras, impedindo sua localizagdo na membrana e posterior ativacdo. Esse
mecanismo inibe as cascatas de sinalizacdo Ras/RaffMEK/ERK e a via do NF-kB. Estudos
indicam ainda que o monoterpeno se liga diretamente a STAT3 e NF-«xB, inibindo sua
fosforilacdo e a translocacdo nuclear deste ultimo (YALAMARTHI et al., 2022).

2.4 Terapia combinada

A terapia combinada consiste na utilizagdo de dois ou mais agentes terapéuticos para

melhorar os resultados do tratamento. Na oncologia, essa estratégia passou a ser praticada desde
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a década de 1960 para superar as limitagdes da monoterapia, principalmente a baixa eficacia e
resisténcia farmacolégica (FALZONE; SALOMONE; LIBRA, 2018; UZOIGWE; SAUTER,
2012). Neste sentido, doxorrubicina é frequentemente associada a outros antineoplasicos para
otimizar os resultados terapéuticos e limitar os efeitos adversos do tratamento (ANJALI BISHT
et al., 2024; SINHA et al., 2025).

Ademais, a associa¢cdo entre quimioterapicos e fitoquimicos com atividade anticancer
tem sido amplamente estudada (CHENG; YANG; SHYUR, 2016; UZOIGWE; SAUTER,
2012). Os fitoquimicos sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas que possuem
inimeras propriedades biolégicas e terapéuticas, inclusive atividade anticancerigena
(CHAACHOUAY; ZIDANE, 2024). Um dos mecanismos envolvidos na atividade
anticancerigena destes compostos envolve a modulacdo do estresse oxidativo e o
microambiente tumoral, caracteristicas essas que favorecem a aquisicdo de fendtipo mais
agressivo por celulas cancerigenas. Portanto, tais agdes podem agregar ao tratamento do cancer
ao potencializar a sensibilidade aos quimioterapicos (CHENG; YANG; SHYUR, 2016).

A exemplo disso, a timoquinona, um composto isolado do 6leo de Nigella sativa,
induziu apoptose em células de cancer de mama atraves da producdo de EROs e ativacédo de
p38/MAPK; ja em modelo animal, a timoquinona inibiu o crescimento tumoral mamario, tendo
efeito ainda maior quando em combinacdo com doxorrubicina (WOO et al., 2013). Também
foi demonstrado que o D-limoneno, um monoterpeno ciclico, induz apoptose em células de
cancer de mama isolado e em combinacdo com o tamoxifeno por meio da geracdo de EROs
mitocondriais (MANDAL; SAHU; PARIJA, 2023).

E controverso se os compostos antioxidantes, que sdo promissores na reducdo dos
efeitos adversos da quimioterapia, poderiam afetar a eficacia da doxorrubicina (MIRZAEI et
al., 2021). De fato, a superexpressdo do Nrf2 - fator de transcricdo das enzimas antioxidantes -
esta associada a quimiorresisténcia em células cancerigenas (IQBAL et al., 2024).

Contudo, estudos com produtos naturais enfatizam o papel dos fitoquimicos na
potencializacdo do efeito antitumoral da doxorrubicina a medida que exercem efeitos
cardioprotetores (CHENG; YANG; SHYUR, 2016). As proantocianidinas das sementes de uva,
por exemplo, ampliam a eficacia da doxorrubicina no tumor sarcoma 180 e previnem lesdes
cardiacas ao mitigar o estresse oxidativo (ZHANG et al., 2005). De forma semelhante, o
ginsenosideo Rh2 potencializa o efeito da doxorrubicina no cancer de mama e protege o
miocéardio contra danos inflamatdrios e oxidativos, prevenindo a apoptose de cardiomidcitos e

a remodelacédo cardiaca patologica (HOU et al., 2022).
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Possiveis interagdes medicamentosas decorrentes da terapia combinada podem trazer
vantagens ou desvantagens ao tratamento, pois podem ocorrer tanto interagcdes sinérgicas e
aditivas como antagdnicas. Na interacdo sinérgica, o efeito resultante é maior do que a soma do
efeito das drogas isoladas; na interacdo aditiva, o efeito da combinagdo corresponde a soma dos
efeitos individuais de cada droga e na interacdo antagonista, o efeito individual das drogas é
reduzido quando estas sdo associadas (UZOIGWE; SAUTER, 2012).

A literatura relata efeitos sinérgicos significativos entre quimioterapicos e fitoquimicos.
Wang et al. (2018) demonstraram que a combinacdo de capsaicina e cisplatina inibiu o
crescimento do osteossarcoma in vivo e induziu apoptose e autofagia in vitro, mediada pela
elevacdo de EROs e modulagédo das vias JNK (c-Jun N-terminal cinase) e AKT/mTOR. No
cancer de mama, a oleuropeina atuou sinergicamente com a doxorrubicina na inibicdo tumoral
ao regular negativamente marcadores de pro-sobrevivéncia e antiapoptoticos (como NF-xB e
BCL-2) e positivamente mediadores pré-apoptoticos (BAX e caspase 3) (ELAMIN et al.,
2019). De modo semelhante, a Tanshinona IIA potencializou o efeito antitumoral da
doxorrubicina no cancer de mama, in vitro e in vivo, via regulacdo do eixo PTEN/p-AKT e
reducdo de proteinas de multirresisténcia, bem como, atenuou 0s marcadores de
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, mielossupressao e perda de peso (LI et al., 2019).

Estudos conduzidos com o alcool perilico mostraram que esse monoterpeno aumenta a
sensibilidade das células de adenocarcinoma humano e carcinoma de células escamosas a
cisplatina e a radiacdo. Seu efeito radiossensibilizante e quimiossensibilizante, frente a
cisplatina, doxorrubicina e temozolomida, também foram demonstrados em linhagem de
células de glioma (RAJESH; STENZEL; HOWARD, 2003). Diante dessas propriedades o
alcool perilico poderia potencializar a atividade antitumoral da doxorrubicina em camundongos
com sarcoma 180. Aléem disso, em virtude de seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios,
paralelamente, esse monoterpeno pode atenuar os efeitos tdxicos da doxorrubicina em tecidos

normais.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina em

camundongos com sarcoma 180.
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3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito do &lcool perilico combinado a doxorrubicina no crescimento tumoral

de animais transplantados com Sarcoma 180.

e Avaliar o efeito do alcool perilico combinado a doxorrubicina nos parametros
toxicolégicos de massa corporal, massa do coracdo e figado, marcadores bioquimicos
de lesdo celular e pardmetros hematoldgicos em camundongos portadores de sarcoma
180.

e Auvaliar o efeito do alcool perilico combinado a doxorrubicina nos parametros de

estresse oxidativo no coracdo e figado de camundongos portadores de sarcoma 180.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

Agitador vértex (PHOENIX, AD 8850, BR), Analisador hematolégico (URIT -
3000Plus, Balanca analitica de alta precisdo (SHIMADZU AUW?220D, OH, EUA), Balanca
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Digital (SF-400, BRASIL), Centrifuga (Heal Force, Neofuge 15R, CHINA), Espectrometro de
RMN (MERCURY-VARIAN, OH, EUA), Micrétomo (OH, EUA), Microscopio 6ptico (OH,
EUA), Camara de Neubauer (NEW OPTICS, CENTERLAB, BRASIL), Estufa (OH, EUA),
Placa quente (OH, EUA), Geladeira, Aparelho ELISA (BIOTEK, OH, EUA), Capela de
exaustdo de gases (Nalgon/3700, OH, EUA), Leitor de microplaca Elisa (RT, OH, EUA),
Eletrodos (BRASIL), Espectrofotometro de placa (Biotek, ELx800 Absorbance Microplate
Reader, OH, EUA), Espectrofotdmetro (Hitachi, Japao).

4.1.2 Farmacos e reagentes

Acido acético, Acido cloridrico — HCI (Sigma), Acido tiobarbiturico — TBA (Sigma),
Alcool perilico (Sigma), Albumina (Sigma), Azida sodica (NaN3), Azul de tripan (Sigma),
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma), Butil-hidroxitoluol
(BHT) (Sigma), Carbonato de sodio (Na2COs, 2%) (Sigma), Cloreto de potéassio (KCI) (Sigma),
Dimetilsulfoxido (DMSO), Doxorrubicina (Laboratério Quimico Farmacéutico Bergamo
Ltda.), EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) (Sigma), Etanol (Sigma), Dodecil sulfato de
sodio, Fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma), Formol a 10%, Glutationa reduzida
(Sigma) (0,15 mmol/L), Glutationa redutase (Sigma), Hidroxido de sddio (NaOH) (Sigma),
Isoflurano (Sigma), Ketamina (Sigma), Kits comerciais CK-total, CK-MB, AST e ALT
(Labteste), N-butanol (Sigma), NaCl (Sigma), Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
(NADPH) (Sigma), Penicilina (Benzetacil®), Per6xido de hidrogénio (H202), Pirogalol
(Sigma), Ringer com lactato (Eurofarma), RPMI 1640 (Sigma), Sal de tetrazolium (MTT =
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (Sigma), Solucdo de Folin
(Sigma), Soro fetal bovino, Sultafo de cobre (CuSOs4, 1%) (Sigma), Tartarato de sodio e
potassio (KNaCsH406.4H20, 2%) (Sigma), 1,1,3,3-tetraetoxipropano, Tween-80 e Xilazina
(Sigma).

4.2 Métodos

4.2.1 Animais

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa com Animais
da Universidade Federal de Sergipe sob o registro N° 6517080824 (ANEXO A). Para manejo
dos animais foram seguidas as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), de acordo com a Resolugdo Normativa n® 55, de 05/10/2022. Foram
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utilizados camundongos Swiss machos, com peso corporal entre 25 a 35 g, oriundos do Biotério
setorial de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e mantidos em Biotério do
Laborat6rio de Farmacologia do Processo Inflamatério (LAFAPI) com acesso a alimentagdo e
agua, sob ciclos artificiais de claro/escuro de 12/12 horas, em temperatura controlada (23 +
3°C). Apos a finalizacdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com isoflurano 1,5%
por via inalatéria e eutanasiados por deslocamento cervical, ap6s coleta das amostras, 0s restos
mortais foram colocados em sacos plasticos de lixo infectante e acondicionados em freezer até

o recolhimento pelo setor responsavel.

4.2.2 Manutencao das células do tumor sarcoma 180

As células do tumor transplantavel sarcoma 180 ou tumor de Crocker foram adquiridas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Para manutencdo das celulas do sarcoma 180
in vivo, um animal doador (comportando as células do sarcoma 180 na cavidade abdominal) foi
anestesiado com inalacdo de isoflurano 1,5% e, eutanasiado por deslocamento cervical. Uma
assepsia com alcool a 70% foi realizada no abdémen do camundongo e, posteriormente,
procedeu-se com a puncdo ascitica para aspirar o liquido na cavidade abdominal. Uma
suspensdo de células foi entdo preparada com 0,5 ml de liquido ascitico, 5,0 ml de Ringer com
lactato e 0,2 ml de gentamicina (5 mg/mL). Desta solugéo, 0,5 ml foi inoculado na cavidade
abdominal de cada animal, sendo utilizados 3 animais saudaveis a cada manutencédo. Entre 10
a 15 dias depois, tendo os animais desenvolvido o tumor, o procedimento era repetido,
garantindo assim a viabilidade das células do sarcoma 180 nos camundongos. Por fim, foi
adicionado hipoclorito de sddio no restante da suspensdo de células tumorais e ap6s 10 minutos,

foi realizado o descarte em pia comum.

4.2.3 Grupos experimentais

Um quantitativo de 56 animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos
experimentais (n=7), como segue descri¢do detalhada abaixo. Foi utilizado como veiculo do
alcool perilico, Tween-80 a 0,2 % conforme Janior et al. (2013) e, para diluicdo da
doxorrubicina, foi utilizado solucéo de cloreto de sédio 0,9 %. A escolha das doses do alcool
perilico foi baseada em estudos que optaram pela administracdo deste monoterpeno por via oral
e considerando a avaliacdo de seus efeitos toxicos (KHAN; NAFEES; SULTANA, 2011;
TABASSUM, et al., 2015). Os grupos formados foram:
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e Salina: tween 80 0,2%, via oral, em dias consecutivos + cloreto de sédio 0,9%, via
intraperitoneal (ip.), em dias alternados.

e DOX: doxorrubicina 2 mg/kg ip., em dias alternados + tween 80 0,2%, via oral, em dias
consecutivos.

e POH 50: &lcool perilico de 50 mg/kg/dia, via oral + cloreto de s6dio 0,9%, em dias
alternados, ip.

e POH 100: élcool perilico de 100 mg/kg/dia, via oral + cloreto de s6dio 0,9%, em dias
alternados, ip.

e POH 200: élcool perilico de 200 mg/kg/dia, via oral + cloreto de s6dio 0,9%, em dias
alternados, ip.

e POH 50 + DOX: alcool perilico de 50 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina 2 mg/kg, em
dias alternados, ip.

e POH 100 + DOX: éalcool perilico de 100 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina 2 mg/kg,
em dias alternados, ip.

e POH 200 + DOX: alcool perilico de 200 mg/kg/dia, via oral + doxorrubicina 2 mg/kg,
em dias alternados, ip.

4.2.4 Desenho experimental

Inicialmente foi realizada a inoculagao das células de sarcoma 180 em todos 0s animais
alocados para o experimento. A inoculacao das células foi realizada por via subcutanea na fossa
axilar esquerda e ap0s 24 horas do procedimento os camundongos foram tratados com alcool
perilico, via oral (através de gavagem), durante 9 dias consecutivos e doxorrubicina 2 mg/kg/dia
ip., em dias alternados, durante 9 dias, totalizando a dose cumulativa de 10 mg/kg (figura 4)
(ZHANG et al., 2005).

DOX 2mg/kg, em dias alternados, ip.

ﬁnﬁn+nﬁn¢T»

Inoculagdo do S180 POH, em dias consecutivos, via oral  Eutandsia dos animais

Figura 4. Desenho experimental. DOX-doxorrubicina; ip.-via intraperitoneal; POH-alcool perilico; S180-

sarcoma 180 (fonte propria).
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Ao final do experimento os animais foram anestesiados com isoflurano seguido de
deslocamento cervical e os tumores, coracdes e figados foram dissecados e pesados. Em
seguida, os coracdes e figados foram acondicionados em eppendorfs e armazenados em ultra-
freezer a - 80 ° C, enquanto os tumores foram pesados e fixados em formaldeido a 10 %.

4.2.5 Avaliagéo da inibi¢édo do crescimento tumoral

Para avaliar a interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina
em camundongos com sarcoma 180, foi utilizado o modelo experimental de xenoenxerto de
células de sarcoma 180. As células do sarcoma 180 foram inoculadas na fossa axilar esquerda
dos camundongos (via subcutanea), que desenvolveram o tumor na sua forma cistica, solida.
Para isso, um camundongo comportando células tumorais asciticas, 10 dias apds a manutencao,
foi anestesiado com isoflurano 1,5% e eutanasiado por deslocamento cervical. Em seguida, foi
realizada uma assepsia na regido abdominal e posteriormente, procedeu-se com a pungdo do
liquido ascitico presente na cavidade abdominal.

Uma suspenséo de células foi preparada com 2 ml de liquido ascitico e 20 ml de ringer
com lactato e 0,8 mL de gentamicina (5 mg/mL). Para verificar a viabilidade celular foi
utilizado o método de exclusdo do azul de Tripan, que permite distinguir células tumorais
viaveis (translcidas) das ndo viaveis (coradas em azul). As células tumorais viaveis foram
contadas em camara de Newbauer através da visualizagdo em microscopio dptico. Um célculo
foi realizado considerando o numero de células e a suspensdo foi diluida para atingir a
concentracdo de 4x10° células/ml, sendo administrado 0,5 mL em todos os animais (2x10°
células) (BEZERRA et al., 2008).

As massas tumorais dos animais foram avaliadas quanto ao percentual de inibicdo do
crescimento tumoral, calculado por meio da formula IT (%) = [(A-B)/A] x 100, sendo: A
=Meédia das massas tumorais no grupo controle; B = Média das massas tumorais dos animais
tratados (FERREIRA et al., 2016).

4.2.6 Avaliacdo dos parametros toxicologicos

4.2.6.1 Determinacdo da massa corporal e massas do tumor, coracao e figado
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Ao decorrer do experimento, os animais foram pesados em balanca de precisao digital.
Apoés 24 horas do ultimo dia do tratamento, os animais foram eutanasiados para excisdo do
tumor, coracdo e figado, em seguida, esses 6rgaos e o tumor foram pesados em balanca analitica
e os valores registrados. As massas dos coracdes e figados foram normalizados pelo
comprimento da tibia em milimetro (mm) do respectivo animal, de acordo com Ji et al. (2018).

4.2.6.2 Avaliacdo dos marcadores bioquimicos de lesdo

Os marcadores bioquimicos de lesdo creatina quinase (CK), creatina quinase isoenzima-
MB (CK-MB), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram
mensurados através do método fotométrico cinético utilizando Kkits comerciais (Labteste). A
leitura foi realizada em espectrofotémetro de placa em comprimento de onda de 340 nm e os

resultados foram expressos em U/L, de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.2.6.3 Realizacdo da analise hematologica

Os animais foram anestesiados com isoflurano 1,5% por via inalatéria para coleta de
amostras sanguineas do plexo orbital. Para isso, foram utilizados capilares com EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético) e microtubo para coleta de sangue contendo EDTA K2 (sal
dipotassico de acido etilenodiaminotetracético). A andlise hematoldgica foi realizada em
analisador hematoldgico (URIT - 3000PIlus).

4.2.7 Avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo

4.2.7.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico ou thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS)

Amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas em tampéo fosfato (50 mmol/L,
pH=7,0) na proporcao de 1:9 e centrifugadas a 14.000 xg por 30 minutos a 4°C. Em eppendorfs
previamente furados em suas tampas para escape de vapor, foram adicionados 50 pL de
homogeneizado de tecido cardiaco, 50 uL de dodecil sulfato de sodio a 8,1%, 375 pL de solucao
de acido acético a 20% ajustada para pH 3,5 e 375 uL. de solugdo aquosa de acido tiobarbitirico
a 0,8%. Em seguida, essa mistura foi aquecida em termobloco a 90 °C por 60 min. Apds

resfriamento rapido em gelo, foi adicionado 1 ml de n-butanol e a mistura foi agitada
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vigorosamente em vortex por 10 segundos. Em seguida, foi realizada uma centrifugacéo a 400
rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi pipetado em placas de 96 pocos. Uma curva de
calibracdo com o padrdo do malondialdeido (MDA), o 1,1,3,3-tetraetoxipropano, foi feita para
determinar as concentragdes de MDA das amostras. A leitura da placa foi realizada em
espectrofotometro de microplaca em comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram
relatados como nmol de MDA/mg de proteina (OHKAWA et al. 1979).

4.2.7.2 Determinacéo de sulfidrilas totais

Os tecidos cardiacos foram homogeneizados em tampéo fosfato salino e centrifugados
(Heal Force, Neofuge 15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Em microplaca de 96 pocos
foram colocados 200 pL de solugdo tampéo fosfato salino-EDTA pH 7,5 (EDTA 1 mM) e 10
uL dos sobrenadantes, em seguida, foi realizada a primeira leitura a 412 nm em leitor de placa,
em seguida, foi adicionado 0,4 uL de acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) a 3 mmol/L. Apos
30 minutos, foi realizada a segunda leitura da absorbancia a 412 nm. A concentracgéo total de
grupamentos sulfidrilas foi expressa em nmol por miligramas de proteina (AKSENOV;,
MARKESBERY, 2001).

4.2.7.3 Atividade da superoxido dismutase

Amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas em tampdo fosfato salino e
centrifugadas a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Para a reagdo, 30 pL dos sobrenadantes foram
pipetados em microplaca de 96 pocos e, na sequéncia, pipetou-se 100 pL de tampéo fosfato
salino, 6 uL de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT) 1,25
mmol/L e 15 pL de pirogalol 100 umol/L. Posteriormente, a microplaca foi agitada por 5
minutos e adicionado 150 pL de dimetil sulféxido (DMSO). A leitura da placa foi feita em
espectrofotémetro de placa a 570 nm. A atividade da SOD foi expressa em unidade de SOD por
microgramas de proteina (MADESH; BALASUBRAMANIAN, 1998).

4.2.7.4 Atividade da glutationa peroxidase

Amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas em tampao fosfato de sodio 50

mmol/L (pH 7,4) com cloreto de potassio (KCI, 140 mmol/L). Os homogeneizados foram
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centrifugados a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Em microplaca de 96 pocos foram pipetados:
8,4 uL dos sobrenadantes, 580 uL. de tampao fosfato de s6dio (100 mmol/L, pH 7,0), 10 uL de
NADPH (8,4 umol/L), 10 puL de glutationa redutase (10 U/mg de proteina/mL), 10 puL de azida
sodica (1,125 mol/L), 10 pL de glutationa reduzida (0,15 mmol/L) e 250 uL de H202 (2,2
mmol/L). O monitoramento foi realizado a 340 nm, 25°C, por 8 minutos em espectrofotdmetro
de microplaca. A atividade da GPX € determinada pela oxidacdo do NADPH, e os resultados
expressos em nanomol/NADPH/minuto/microgramas de proteinas (PAGLIA; VALENTINE,
1967).

4.2.7.5 Determinacdo da concentracdo total de proteina

Os homogeneizados de cada ensaio foram utilizados para determinacao da concentragdo
total de proteina. Inicialmente, os homogeneizados foram diluidos na propor¢do 1:10 e
pipetados na microplaca. Em seguida, foi adicionado hidroxido de sodio (0,5 mol/L) e depois
de 15 minutos, foi adicionado também uma solucdo contendo carbonato de sodio 2%, sulfato
de cobre 1% e tartarato de sodio e potéssio 2%, na proporcdo (100:1:1). Posteriormente,
pipetou-se a solucdo de Folin e depois de 30 minutos foi realizada a leitura em
espectrofotébmetro de microplaca no comprimento de onda de 630 nm. Uma curva de calibracéo
com 8 diluigdes seriadas, foi utilizada para determinacdo do teor de proteinas das amostras, a
partir de solucdo méae 10 mg/ml de albumina (LOWRY et al., 1951).

4.2.8 Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados no teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Confirmada a distribuicdo normal dos dados, foi realizada a analise estatistica através do teste
de analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo teste de comparacGes
multiplas de Tukey, no programa GraphPad Prism versdo 8.0.2. Os dados foram apresentados
como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Para o tamanho da amostra foi utilizado n=5-7.

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Interferéncia do &lcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina em

camundongos com sarcoma 180

O efeito antitumoral do alcool perilico combinado a doxorrubicina foi avaliado em
camundongos transplantados com células de sarcoma 180 na fossa axilar esquerda (via
subcutanea). Apos a finalizacdo do experimento, as massas tumorais foram excisadas e pesadas.
Na figura 5 estdo representadas a massa tumoral e o percentual de inibicdo do crescimento
tumoral do sarcoma 180. Verifica-se na figura 5A reducdo significativa da massa tumoral nos
grupos tratados com doxorrubicina e alcool perilico 200 mg/kg quando comparado a salina.
Contudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no tratamento
combinado em relacdo aos demais grupos.

Na avaliagdo da inibicdo tumoral (figura 5B), o percentual de inibi¢cdo do crescimento
tumoral no grupo salina foi considerado igual a 0. Pode-se notar que no grupo da doxorrubicina
houve uma inibicdo de 64,73 % do tumor, inibi¢&o essa que foi significativa em relacdo a salina.

Ja nos grupos tratados com alcool perilico de 50, 100 e 200 mg/kg causaram, na sequéncia, um
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percentual de inibicdo tumoral de 33,5 %; 21,66 % e 46,49 %. Enquanto nos grupos tratados
com alcool perilico combinado a doxorrubicina, essa inibigdo foi de 25,78 % (POH 50 + DOX),
30,97 % (POH 100 + DOX) e 34,94 % (POH 200 + DOX), respectivamente. Destaca-se que
nesses grupos, tratados com alcool perilico isolado ou em combinacdo com doxorrubicina, néo

foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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Figura 5. Interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da doxorrubicina em camundongos com sarcoma
180. (A) Massa tumoral (B) Percentual de inibicdo do crescimento tumoral (1T%). Os dados foram representados
como média £ E.P.M. (n = 7). Os resultados foram avaliados através da ANOVA de uma via, seguido pelo pds-
teste de Tukey. *p < 0,05 e **p<0,01 em relacdo ao grupo Salina; DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

5.2 Alteracdo da massa corporal e dos Orgdos no tratamento com alcool perilico

DOX

combinado a doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180.

A massa corporal dos animais foi avaliada ao longo do periodo experimental (10 dias),
como exibido na tabela 1. Observa-se que tanto no grupo da doxorrubicina como nos grupos
com alcool perilico combinado a doxorrubicina houve reducéo significativa da massa corporal
comparado ao grupo salina. No entanto, a perda de massa corporal provocada pela
doxorrubicina foi estatisticamente significativa a partir do 8° dia do experimento, enquanto no
tratamento com alcool perilico de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina ocorreu a partir
do 3° dia e com alcool perilico 200 mg/kg combinado a doxorrubicina, a partir do 7° dia até o
9° dia. Por outro lado, nesse grupo (POH 200 + DOX) ocorreu também um aumento
significativo da massa corporal em relacdo ao grupo com alcool perilico 50 mg/kg combinado
a doxorrubicina no 10° dia.

Pode-se notar também que, a perda de massa corporal no tratamento com alcool perilico
50 mg/kg combinado a doxorrubicina foi estatisticamente significativa nos dias 9 e 10 em
relacdo ao dia 1, enquanto no tratamento com alcool perilico 100 mg/kg combinado a

doxorrubicina isso ocorreu no dia 7 e 8.



. POH50 POH100 POH 200

DIA Salina  DOX  POHS50 POH100 POH200 8" """ " pox
2014+ 28+ 29 + 30+ 2843+ 26,86+ 29,14+

0 1,3 0,38 1,05 0,98 107 2643+048 0,59 1,3
3042 + 2857+ 2914+ 3157+ 2928+ 2785 + 30,14+

1 1,25 0,48 0,91 0,81 1,04 2657+057 0,59 1,40
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5 1,31 0,71 0,81 0,97 0,97 e 0,59 % 1,67
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31,14+ 2514+ 2857+ 2028+ 28 + 2142+081 2342+ 2614+
9 1,42 1,10 ** 1,82 1,39 1,00 wxx] Q0 F*x 135 *
30,86+ 2514+ 29+ 2071+ 2714+ 2143+081 2329+ 2629+
10 1,6 0,99 ** 1,65 1,36 1,24 wexx] (BT R 120
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Tabela 1. Alteracdo da massa corporal no tratamento com alcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. Os dados foram representados como média = E.P.M. (n = 6). Os resultados foram
avaliados através da ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
****p < 0,0001 em relagdo ao grupo Salina; ®p < 0,05 em relacio ao grupo POH 50 + DOX; 1-em relagéo ao dia
1; DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

Para investigar o impacto dos tratamentos nos danos aos 6rgéos alvos (figura 6), a massa
do coracdo (figura 6A) e figado (figura 6B) foram verificadas. Como demonstrado na figura
6A, o tratamento com doxorrubicina, alcool perilico isolado nas trés doses e alcool perilico
combinado a doxorrubicina (independente da dose do alcool perilico), causaram reducéo
significativa da massa do cora¢do comparado ao grupo salina. Vale salientar que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo tratado com a doxorrubicina e 0s grupos
do tratamento combinado, mostrando que o alcool perilico ndo aumenta a perda de massa
cardiaca induzida pela doxorrubicina.

Na figura 6B, observa-se que a doxorrubicina causou uma reducao significativa no peso
do figado em relacdo ao grupo salina. Enquanto nos grupos tratados com o alcool perilico
isolado, em todas as doses avaliadas, a massa do figado apresentou um aumento significativo
em relacdo a doxorrubicina. Ja nos grupos tratados com alcool perilico combinado a
doxorrubicina também foi observado uma reducéo significativa na massa desse 6rgdo, com

todas as doses do monoterpeno.
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Figura 6. Alteracdo da massa dos orgdos no tratamento com &lcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. Os dados foram representados como média + E.P.M. (n=5-7). Os resultados
foram avaliados através do teste variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pds-teste de Tukey. *p < 0,05; **p
< 0,01 e ****p < 0,0001 em relagdo ao grupo Salina e #p < 0,01 em relagdo ao grupo DOX; DOX-doxorrubicina;
POH-alcool perilico.
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5.3 Perfil de lesdo cardiaca e hepatica no tratamento com &lcool perilico combinado a

doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180.

A fim de confirmar se houve lesdo cardiaca e hepéatica com os tratamentos, 0s
marcadores bioquimicos de lesdo celular CK-total, CK-MB, AST e ALT foram mensurados
(tabela 2). Percebe-se que o tratamento com doxorrubicina elevou significativamente os niveis
de CK-total comparado ao grupo salina, mas ndo dos niveis de CK-MB, AST e ALT.

O tratamento com alcool perilico de 50 mg/kg causou reducdo significativa dos niveis
de CK-total comparado a doxorrubicina. J& no grupo do alcool perilico de 200 mg/kg houve
um aumento significativo dos niveis de CK-total em relacdo a salina e ao alcool perilico de 50
mg/kg, bem como, elevacéo significativa dos niveis de AST em relacéo a salina.

O alcool perilico de 50 mg/kg combinado a doxorrubicina levou a um aumento
significativo dos niveis de CK-total comparado a salina e a doxorrubicina, bem como, aumento
significativo dos niveis de CK-MB, AST e ALT comparado a salina.

O tratamento com alcool perilico de 100 mg/kg combinado a doxorrubicina também
causou um aumento significativo dos niveis de CK-total, CK-MB e AST em relacéo a salina e
aumento significativo dos niveis de ALT em relacdo a salina e a doxorrubicina.

Ja o alcool perilico de 200 mg/kg combinado a doxorrubicina, provocou um aumento
significativo apenas dos niveis de AST comparado a salina e reducéo significativa dos niveis
de CK-total e CK-MB em relacdo ao alcool perilico de 50 mg/kg combinado a doxorrubicina,
assim como, reducdo significativo dos niveis de ALT em relacdo a alcool perilico de 100 mg/kg

combinado a doxorrubicina.

Salina  DOX ~ POH50 POH100 POH200 FOHS0+ POHI00+ POH 200+

DOX DOX DOX
CKuota] 1493% 4683+ 1761+ 2306+ 4588+ 7525 6186 320+
1481 5952%  2132# 3166  4365*& 1335%#  113%% 4506
CkMp  1962%  3084% 2475+ 1807+ 2113+ 4565 4392% 203+
2,868 34,37 15,77 12,9 1927 6197**  6645%**  2855%
" agr 1091  1504% 1348+ 1716+ 1849+ 1900+ 1873% 2029%2184
9,204 8,717 9,379 1974 9,093*  2345%* 123* sk
ALT 1432 1805+ 1352+ 1256+ 1492 30451 3847+  1947+1502
2,929 1,537 0,9739 1,39 1,977 3,905% 7,719 % 4 §

Tabela 2. Perfil de lesdo cardiaca e hepatica no tratamento com alcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. Os dados foram representados como média + E.P.M. (n=5-7). Os resultados
foram avaliados através do teste variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pds-teste de Tukey. *p < 0,05; **p
< 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 em relacdo ao grupo Salina; 4p < 0,05 em relagdo ao grupo POH 50; #p <
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0,05 e #p < 0,01 em relagdo ao grupo DOX; * p < 0,05 em relacdo ao grupo POH 50 + DOX e 8§p < 0,05 em
relacdo ao grupo POH 100 + DOX; DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

5.4 Estado redox do tecido cardiaco e hepéatico no tratamento com alcool perilico

combinado a doxorrubicina em camundongos portadores de sarcoma 180.

Considerando que o tratamento com o alcool perilico na dose de 50 mg/kg isolado e em
combinagdo com doxorrubicina causaram um efeito semelhante ao respectivo tratamento com
alcool perilico na dose de 100 mg/kg, conforme mostrado nas figuras da massa corporal, massa
dos 6rgdos e marcadores bioquimicos de lesdo, nos ensaios de estresse oxidativo esses grupos
nao foram incluidos para analise.

Os niveis de MDA, sulfidrilas totais e atividade da GPX e SOD no tecido cardiaco foram
determinados (figura 7). Na figura 7A esta demonstrado os niveis de MDA, observa-se um
aumento significativo deste marcador de peroxidacdo lipidica no grupo tratado com
doxorrubicina comparado a salina. Por outro lado, o alcool perilico de 100 mg/kg reduziu
significativamente os niveis de MDA comparado a doxorrubicina. J& no tratamento com alcool
perilico de 100 e 200 mg/kg combinado a doxorrubicina ocorreu uma elevacdo dos niveis de
MDA em comparacao a salina.

Quanto ao conteddo de sulfidrilas totais (figura 7B), houve uma reducao significativa
dos seus niveis no grupo da doxorrubicina comparado a salina. Ja no tratamento com alcool
perilico de 200 mg/kg os niveis deste grupo funcional tiveram um aumento significativo em
comparacdo a doxorrubicina.

Na atividade da enzima antioxidante GPX (figura 7C), ndo houve diferencas
significativas entre 0s grupos. Em contrapartida, na atividade da SOD (figura 7D) ocorreu um
aumento significativo da atividade dessa enzima no tratamento com alcool perilico de 200

mg/kg combinado a doxorrubicina, tanto em relacdo a salina como em relacéo a doxorrubicina.
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Figura 7. Estado redox do tecido cardiaco no tratamento com alcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. (A) Malondialdeido (MDA) (B) Sulfidrilas totais (C)Atividade da Glutationa
Peroxidase (GPX) (D) Superdxido Dismutase (SOD). Os dados foram representados como média £ E.P.M. (n =
5-7). Os resultados foram avaliados através do teste variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pos-teste de
Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01 e ****p < 0,0001 em relacéo ao grupo Salina; #p < 0,01 em relagédo ao grupo DOX;
DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

Os parametros de estresse oxidativo no tecido hepatico também foram analisados.
Referente ao marcador de peroxidacéo lipidica, MDA (figura 8A), verifica-se uma elevagéo dos
seus niveis no grupo tratado com doxorrubicina e alcool perilico de 200 mg/kg comparado a
salina. Ja no tratamento com alcool perilico de 100 e 200 mg/kg combinado a doxorrubicina,
verifica-se uma diminuicéo significativa dos niveis de MDA em relacdo a doxorrubicina.

Quanto aos niveis de sulfidrilas totais no tecido hepatico (figura 8B), ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos.

Na figura 8C, verifica-se um aumento significativo na atividade da GPX nos grupos da
doxorrubicina, alcool perilico de 100 e 200 mg/kg e alcool perilico de 100 e 200 mg/kg
combinado a doxorrubicina em comparacao a salina.

Além disso, a atividade da GPX no tratamento com alcool perilico 200 mg/kg também
teve um aumento significativo em relacédo ao alcool perilico de 100 mg/kg.

Enguanto na atividade da SOD (figura 8D), ndo ocorreu diferencas estatisticamente

significativas entre 0s grupos.
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Figura 8. Estado redox do tecido hepatico no tratamento com alcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. (A) Malondialdeido (MDA) (B) Sulfidrilas totais (C)Atividade da Glutationa
Peroxidase (GPX) (D) Superdxido Dismutase (SOD). Os dados foram representados como média + E.P.M. (n =
5-7). Os resultados foram avaliados através do teste variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pés-teste de
Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 em relacdo ao grupo Salina; 4p < 0,05 em relacdo
ao grupo POH 100 e #p < 0,01 em relagdo ao grupo DOX; DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

5.5 Parametros hematologicos no tratamento com alcool perilico combinado a

doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180

Nos parametros hematologicos verificam-se diversas alteracdes provocadas pela
doxorrubicina (tabela 3). Na série vermelha, a doxorrubicina reduziu significativamente o
namero de hemécias, a concentracdo de hemoglobina e o hematécrito em relagdo a salina. Na
série branca, esse quimioterapico diminuiu o nimero de leucdcitos totais e linfocitos comparado
a salina e elevou significativamente o nimero de plaquetas em relacéo a salina.

No grupo tratado com alcool perilico de 50 e 100 mg/kg houve aumento do nimero de
hemécias, da concentracdo de hemoglobina e do hematécrito em relacdo a doxorrubicina.
Enguanto na série branca, o alcool perilico de 100 mg/kg reduziu significativamente o nimero
de leucdcitos totais e linfocitos em relacdo a salina e na dose de 200 mg/kg houve reducédo
significativa do namero de linfécitos em relacdo a salina. Ja no tratamento do alcool perilico
50, 100 e 200 mg/kg combinado a doxorrubicina, houve reducdo significativa dos leucécitos

totais e linfocitos em relacdo a salina.
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. POH50 + POH 100 POH 200
Salina DOX POH50 POH 100 POH 200 DOX + DOX + DOX
Hemacias 8,396+ 7,037+ 8483+ 7,980+ 8843z 8,089 + 8,142 + 7,033 +
(10%2/L) 0,1361 0,2376* 0,2285# 0,1977  0,1496##  0,4172 0,6203 0,2887
Hemoglobina 1214+ 10,07+ 1224+ 11,36+ 12,5 + 11,89 + 11,84 + 11,22 +
(g/dL) 0,2429  0,389*  0,268# 0,3206 0,2082##  0,7089 0,9081 0,4393
Hematocrito 4656+ 39,71+ 46,86+ 43,83+ 4831+ 4384 + 44,16 + 42,8 +
(%) 0,9081  1,222*  0974# 1115  0,625## 2,301 3,04 1,371
Leucdcitos Totais 9017+ 5657+ 6543+ 5071+ 6,229+ 4,02 + 4,06 + 5,643 +
(103 Cel/pl) 0,94 0,73 * 0,69 0,55 ** 0,42 0,13 *** 0,72 *** 05214 *
Linfdcitos 5,814 + 2,957+ 4,357+ 2,6+ 3,7+ 1,65 + 1,82 + 2,2+
(103 Cel/ul)  0,8444  0,2802** 0,6015  0,4012 *** 0,2478* 0,2446 **** (,3089 **** (3089 ****
Monécitos 04857+ 07714+ 05+ 05286+ 05143+ 05143+ 046+ 04714+
(10%Cel/ul)  0,04592  0,1107  0,04364 0,0865  0,05533  0,07047 0,1208 0,06801
Granuldcitos 158+ 1,586+ 1586+ 1,557+ 2,043 1,783 + 1,78 + 2,033 +
(103 Cel/ul) 0,1534 02815  0,1405  0,1462 0,195 0,3701 0,558 0,3844
Plaguetas 9549+ 1286+ 1060+ 1098+ 9554+ 1309 + 1133 + 1215 +
(10%/L) 56,72 32,76 * 74,31 63,45 57,50 # 66,97 59,76 106,4

Tabela 3. Pardmetros hematoldgicos no tratamento com A&lcool perilico combinado a doxorrubicina em
camundongos com sarcoma 180. Os dados foram representados como media = E.P.M. (n =5 - 7). Os dados foram
representados como média + E.P.M. (n = 5-7) e avaliados atraves do teste variancia de uma via (ANOVA) seguido
pelo pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,001 e ****p < 0,0001 em relagdo ao grupo Salina; *p <
0,05; #p < 0,01 em relagdo ao grupo DOX; DOX-doxorrubicina; POH-alcool perilico.

6. DISCUSSAO

Neste estudo, observamos que o efeito antitumoral da doxorrubicina foi reduzido
quando combinado ao alcool perilico. Além disso, foram observados efeitos toxicos leves no
tratamento com doxorrubicina na dose cumulativa de 10 mg/kg, como reducdo da massa
corporal e a massa do coracdo e figado, aumento dos niveis plasmaticos de CK-total,
peroxidacdo lipidica no tecido cardiaco e hepético e alteracbes hematoldgicas, tanto da série
vermelha, como da série branca e plaquetas. Enquanto na combinagdo do alcool perilico e
doxorrubicina, principalmente nas doses mais baixas desse monoterpeno, também foram

notados efeitos tdxicos, como a perda de massa corporal, reducdo da massa dos 6rgaos, elevacao
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dos niveis de AST, bem como, dos niveis de CK-total, CK-MB e ALT (estes Gltimos nas doses
de 50 e 100 mg/kg do &lcool perilico), peroxidagdo lipidica no tecido cardiaco e alteracbes
hematoldgicas na série branca. Em contraste, a peroxidacéo lipidica no tecido hepatico foi
prevenido pelo &lcool perilico.

A auséncia de seletividade dos antineoplasicos as células tumorais representa o principal
obstaculo no tratamento quimioterdpico. A citotoxicidade fora do alvo é responsével pelos
efeitos toxicos dos quimioterdpicos a varios sistemas organicos, decorrendo em reacfes
adversas potencialmente fatais (HERRERO; MEDARDE, 2015). Uma estratégia para limitar
os efeitos adversos e impedir a resisténcia farmacol6gica no tratamento oncoldgico consiste na
combinacéo de diferentes farmacos antineoplasicos (WEI et al., 2021).

Para avaliar se o alcool perilico poderia contribuir com o efeito antitumoral da
doxorrubicina, submetemos camundongos transplantados com células de sarcoma 180 ao
tratamento com alcool perilico combinado a doxorrubicina. Como esperado, a doxorrubicina
causou reducdo significativa da massa do tumor, com aumento significativo do percentual de
inibicdo tumoral. Por sua vez, o alcool perilico na dose de 200 mg/kg também causou reducao
significativa da massa tumoral, mas sem efeito significativo na inibicdo do tumor. Ja o
tratamento combinado ndo apresentou efeito significativo na massa tumoral e nem no
percentual de inibi¢do tumoral.

O efeito do alcool perilico de 200 mg/kg na reducdo da massa do tumor sarcoma 180
observado aqui, corrobora com o estudo de Andrade et al. (2016), que demonstraram um efeito
antitumoral semelhante deste composto e no mesmo modelo experimental (sarcoma 180). No
entanto, a auséncia de efeito antitumoral no tratamento combinado evidencia a ocorréncia de
interacdo antagbnica entre as drogas, que levou a reducdo da inibicdo do tumor sarcoma 180
comparado ao efeito das drogas isoladas. Isso interferiu tanto no efeito de reducdo da massa
tumoral pelo alcool perilico e doxorrubicina, como no percentual de inibi¢cdo do crescimento
tumoral pela doxorrubicina.

Em contrapartida, Rajesh; Stenzel; Howard (2003), demonstraram que o pré-tratamento
com alcool perilico aumentou a sensibilidade de uma linhagem de células de glioma a
doxorrubicina. Isso destaca que os efeitos desse monoterpeno podem variar a depender das
condicdes experimentais.

Em acréscimo, essa interferéncia do alcool perilico na atividade antitumoral da
doxorrubicina pode ter sido causada pelo efeito antioxidante e desintoxicante de carcin6genos
do alcool perilico no figado (SULTANA; NAFEES; KHAN, 2013). Esse efeito possivelmente
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favoreceu o metabolismo hepéatico da doxorrubicina e intensificou sua eliminagdo do organismo
0 que, consequentemente, reduziria seu efeito antitumoral.

Embora o alcool perilico tenha notavel atividade anticancerigena, descrita em diversas
pesquisas pré-clinicas, em estudos clinicos esse monoterpeno ndo apresentou eficacia
satisfatdria e levou a manifestacdo de efeitos adversos gastrointestinais pelos participantes, no
entanto, essas limitacGes foram associadas a sua administracdo por via oral (CHEN et al., 2021).
De modo que, novos estudos foram conduzidos para investigar sua eficacia no tratamento de
neoplasias cerebrais, principalmente de gliomas, através da via de administracdo intranasal
(CHEN; DA FONSECA; SCHONTHAL, 2018). No modelo de xenoenxerto ortotopico de
células de glioma resistentes a temozolomida, o alcool perilico foi administrado por via
intranasal na dose de 0,76 mg/kg e 1,9 mg/kg e retardou o crescimento tumoral (CHO et al.,
2012). Além disso, a conjugacéo do alcool perilico a temozolomida apresentou poténcia anti-
cancerigena superior as duas drogas isoladas e em combinagdo (XIE et al., 2015). Portanto, o
desenvolvimento de regimes terapéuticos ou formulagdes com o alcool perilico combinado a
farmacos antineoplasicos como a temozolomida pode trazer beneficios consideraveis para a
terapia oncoldgica.

A terapia combinada também pode possibilitar a reducdo da dose cumulativa de
doxorrubicina, sendo uma estratégia essencial na prevencao da cardiotoxicidade, em virtude da
estreita janela terapéutica das antraciclinas (BALOUGH et al., 2024; CRUZ; RODRIGUES;
CAMPELO, 2016). Clinicamente, quando a doxorrubicina é utilizada como monoterapia a dose
recomendada é entre 60—75 mg/m? ip, a cada 21 dias; enquanto em combinagdo com outros
farmacos segue o esquema posoldgico de 25-50 mg/m? durante trés dias consecutivos, a cada
trés ou quatro semanas (CLORIDRATO DE DOXORRUBICINA, 2021). Em camundongos, a
dose 60—75 mg/m? equivale a 20-25 mg/kg (HAJRA et al., 2018). Para tanto, neste estudo foi
utilizado um protocolo experimental com a doxorrubicina a 10 mg/kg para minimizar seus
efeitos adversos e avaliar possiveis interacdes no seu efeito antitumoral quando em combinacgéo
com o alcool perilico (ZHANG et al., 2005).

Neste sentido, na avaliacdo dos parametros toxicologicos foi revelado que, a
doxorrubicina, mesmo na dose de 10 mg/kg, reduziu significativamente a massa corporal de
camundongos com sarcoma 180 a partir do 8° dia do experimento. Isso é reflexo da toxicidade
gastrointestinal, mal-estar geral e caquexia provocada por esse farmaco (XU et al., 2011).
Enquanto isso, alcool perilico de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina causaram essa
complicacdo a partir do 3° dia do experimento. Ja o alcool perilico de 200 mg/kg combinado a

doxorrubicina provocou essa complicacdo a partir do 7° dia do experimento até o 9° A
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antecipacdo da perda de massa corporal no tratamento combinado, principalmente com o alcool
perilico nas menores doses, pode estar relacionado com os distUrbios gastrintestinais também
provocados por esse monoterpeno, o que foi relatado em estudos clinicos (CHEN; CLOVIS;
SCHONTHAL, 2015). Em contrapartida, neste estudo, o alcool perilico isolado ndo causou
essa complicagéo.

Curiosamente, no tratamento com 4lcool perilico de 200 mg/kg combinado a
doxorrubicina, a perda de massa corporal ocorreu apenas um dia antes comparado ao tratamento
com a doxorrubicina isolada, portanto, ndo antecipou essa complicagdo como o fez o alcool
perilico de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina. Estudos indicam que a sarcopenia
resultante da perda de massa corporal durante o tratamento do cancer estd associada com a
maior toxicidade de farmacos antineoplasicos (PRADO et al., 2009). Ainda, a perda de massa
corporal esta ligada ao mau prognostico do cancer (WEN et al., 2024). O fato do alcool perilico
nas doses de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina ter piorado esse quadro, ao contrario
do que ocorreu na dose de 200 mg/kg, sugere que esse monoterpeno pode intensificar os
processos fisiopatologicos provocados pela doxorrubicina quando utilizado em dose inferior a
necessaria para alcancar a homeostase.

Quanto a massa do coracdo e figado, esses parametros também foram reduzidos no
tratamento com a doxorrubicina, indicando danos a esses 6rgaos. O alcool perilico isolado
também reduziu significativamente a massa do cora¢do, mas ndo a do figado. E no tratamento
combinado, também houve declinio da massa desses 6rgdos, mostrando que o alcool perilico
ndo foi capaz de prevenir essas alteraces provocadas pela doxorrubicina.

Para confirmar esses resultados, os marcadores de lesdo celular foram analisados. Vale
ressaltar que, apesar da inespecificidade dos marcadores CK-total e AST, esses parametros
complementam o diagndstico de doencas cardiacas e hepaticas quando associados a marcadores
mais especificos a exemplo do CK-MB e ALT, respectivamente (HILARIO, L.; HILARIO, W.,
2022). Sendo assim, os resultados desses marcadores podem reforcar os achados encontrados
nas massas dos 0rgaos.

Conforme nossos resultados, pode-se notar que a doxorrubicina causou reducdo da
massa do coracdo e figado, mas apenas elevou os niveis de CK-total, ndo sendo suficiente para
confirmar a lesdo nestes 6rgdos. Por sua vez, o alcool perilico isolado, nas trés doses, também
reduziu a massa do coragdo e ndo alterou a massa do figado em comparacao a salina, somado a
iss0, observa-se que apenas na dose de 200 mg/kg o alcool perilico elevou os niveis de CK-
total e AST, mostrando que nessa dose esse monoterpeno também pode provocar lesdo celular.

Enguanto no tratamento com alcool perilico de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina, a
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reducdo da massa do coragdo e figado foram acompanhadas de aumento dos niveis de CK-total,
CK-MB, AST e ALT confirmando a lesdo cardiaca e hepética, mas que foi menor no tratamento
com alcool perilico de 200 mg/kg combinado a doxorrubicina, cujos niveis de CK-total e CK-
MB foram reduzidos comparado ao alcool perilico de 50mg/kg combinado a doxorrubicina,
bem como, dos niveis de ALT comparado ao alcool perilico de 100 mg/kg combinado a
doxorrubicina.

De modo semelhane, Younis et al. (2021) observaram que roedores submetidos a uma
dose cumulativa de 15 mg/kg da doxorrubicina apresentaram declinio no peso relativo do
coragdo, acompanhada pela elevacdo dos marcadores séricos CK, CK-MB, AST, ALT e lactato
desidrogenase. De fato, a lesdo celular persistente provocada pela doxorrubicina pode culminar
em apoptose dos cardiomiocitos, contribuindo para a perda de massa do coracdo e o
desenvolvimento de cardiomiopatia (CHILDS et al., 2002). Adicionalmente, a inibi¢do da via
mTOR pela doxorrubicina tambem esta envolvida com a perda de massa cardiaca, visto que
causa reducdo do didmetro das fibras cardiacas e do tamanho dos cardiomidcitos ao interferir
na sintese proteica (ZHU et al., 2009). Neste estudo, a perda de massa do coracdo também foi
observada nos grupos tratados com o alcool perilico isolado e em combinacdo com
doxorrubicina. Para tanto, ha relatos de que o alcool perilico exerce efeito inibitério sob a via
MTOR e seus efetores (4EBP1 e elFAE) em linhagens de celulas tumorais (CHO et al., 2012;
MA et al., 2016; PEFFLEY et al., 2007). Sendo assim, essa acdo pode ter ocorrido no tecido
cardiaco, o que explicaria a perda da massa do coracao induzida pelo alcool perilico.

Embora a toxicidade hepatica seja um evento adverso menos comum com a utilizacéo
da doxorrubicina, sua associacdo a outros farmacos aumentam as chances de dano a esse 6rgao
(DAMODAR et al.,, 2014). De acordo com esse pressuposto, verificamos aqui que
administracdo de doxorrubicina associado ao alcool perilico em camundongos com sarcoma
180 induz hepatotoxicidade. Sabe-se que tanto a doxorrubicina como o alcool perilico sdo
metabolizados no figado e uma possivel sobrecarga do metabolismo hepatico pode ter
acontecido (GOMES et al., 2017; SHEIBANI et al., 2022).

Ademais, animais com sarcoma 180 tendem a apresentar niveis elevados de AST e ALT
comparado a animais saudaveis. Essas alteracOes, especialmente nos niveis de AST - uma
enzima expressa nos musculos esquelético e cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos - tem ligacédo
direta com o dano do tecido muscular provocado pelo crescimento do tumor. Em contraste, o
6leo essencial de Mentha x villosa, nas doses de 50 e 100 mg/kg, associado ao 5-fluorouracilo
reduziram esses marcadores em relagdo ao controle com sarcoma 180, reflexo da inibi¢do

tumoral promovida pelos tratamentos (AMARAL et al., 2016).
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A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina possui fisiopatologia complexa cujo
estresse oxidativo desempenha um papel fundamental para seu desenvolvimento (SONGBO et
al., 2019). Nesse contexto, a peroxidacdo lipidica € uma consequéncia decorrente da elevagdo
das EROs na célula que, ao reagir com os lipidios de membrana levam a formagéo de diversos
produtos toxicos, dentre eles 0 MDA (GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2024). Para tanto,
avaliamos os niveis de MDA no tecido cardiaco e verificamos sua eleva¢do no grupo da
doxorrubicina. Por outro lado, o alcool perilico isolado manteve os niveis basais de MDA, mas
em combinagdo com a doxorrubicina, causou um aumento consideravel deste subproduto da
peroxidacao lipidica, refletindo no aumento do dano oxidativo no tecido cardiaco.

O acumulo de EROs induzido por doxorrubicina podem também causar modificagdes
redox a proteinas, decorrendo em comprometimento de suas fun¢des nas células. Contudo,
grupamentos sulfidrilas presentes nessas macromoléculas podem sofrer oxidagéo reversivel,
impedindo o dano permanente a proteinas (PACE et al., 2025). A GSH exerce um papel
imprescindivel neste processo, pois atua como antioxidante ndo enzimatico, transferindo
hidrogénio para restaurar os grupamentos sulfidrilas oxidados em proteinas, além constituir o
substrato essencial de enzimas antioxidantes, a exemplo da GPX (NOGUCHI; SAITO; NIKI,
2023). Assim como em outros estudos, mostramos que doxorrubicina reduz significativamente
0s niveis de sulfidrilas totais no tecido cardiaco de camundongos portadores de sarcoma 180,
em contrapartida, o alcool perilico isolado de 200 mg/kg elevou seus niveis comparado a
doxorrubicina, mas no tratamento combinado ndo houve efeitos significativos no aumento
desses grupamentos (RAD; MOHEBBATI, 2018; XU et al., 2025).

Todavia, os efeitos protetores do pré-tratamento com alcool perilico na cardiotoxicidade
induzida por doxorrubicina foram relatados por S& (2024), demonstrando que quando esse
monoterpeno é administrado na dose de 50 e 100 mg/kg por via ip. em ratos, ele é capaz de
prevenir a elevacdo do MDA e a reducdo das sulfidrilas totais, bem como, impede a supresséo
das enzimas antioxidantes, repercutindo na reducdo dos marcadores de lesdo cardiaca, melhora
da funcdo eletrocardiografica e reducéo das alteracdes teciduais.

Portanto, a administracdo do alcool perilico como pré-tratamento da cardiotoxicidade
induzida por doxorrubicina pode melhorar a funcdo cardiaca, diferente do tratamento
combinado, que, como mostramos, interfere no efeito antitumoral da doxorrubicina e néo
protege o coracdo dos danos oxidativos. Adicionalmente, na via de administragéo ip. as drogas
estdo menos suscetiveis aos efeitos do metabolismo de primeira passagem, diferente da

administracdo por via oral, que resulta na reducéo da biodisponibilidade do alcool perilico e,
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consequentemente, na diminui¢do de seus efeitos. Logo, isso pode ter contribuido para a
auséncia de efeitos protetores do alcool perilico neste estudo.

Monoterpenos foram descritos como compostos protetores do sistema cardiovascular
(AIAN et al., 2021). Na cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina esses compostos
melhoram a func¢do cardiaca contendo o estresse oxidativo e inflamacédo através da regulacdo
de diferentes vias de sinalizagdo. Por exemplo, a monotropeina na dose de 20 mg/kg atenua a
cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina ao restaurar a via de sinalizacdo AKT. Essa
ativacdo promove a melhora do perfil antioxidante (aumento de SOD e GSH) e a reducéo de
marcadores inflamatorios (TNF-a, IFN-y e IL-6), efeitos que sdo perdidos na presenca de
inibidores de AKT (FANG; WEI; JIANG, 2023). O monoterpeno geniposide também protegeu
0 coracdo do estresse oxidativo induzido por doxorrubicina em camundongos. Sua
administracdo na dose de 25 e 50 mg/kg nesses animais estimulou a ativagdo do Nrf-2 que foi
relacionado a fosforilagdo de AMPKa (proteina quinase ativada por AMP subunidade alfa) e
resultou no aumento da expressao e atividades das enzimas SOD1, SOD2 e GPX no tecido
cardiaco. Ademais, em cardiomioblastos de ratos (H9c2) a regulacdo positiva de Nrf2
estimulada pelo geniposide foi inibida pelo bloqueio de AMPKa (MENG et al., 2019).

Aqui, foi verificado que a doxorrubicina na dose cumulativa de 10 mg/kg ndo alterou a
atividade da GPX e SOD no tecido cardiaco de camundongos portadores de sarcoma 180. No
entanto, no tratamento combinado o alcool perilico de 200 mg/kg induziu aumento da atividade
da SOD tanto em relacéo & salina como em relacdo a doxorrubicina. E sabido que o coracio
expressa menos enzimas antioxidantes e por esse motivo torna-se mais vulneravel aos danos
oxidativos desencadeados pela doxorrubicina (NASCIMENTO et al., 2020). Além disso, é
amplamente aceito que a doxorrubicina suprime a resposta antioxidante no coracdo o que
contribui para o estresse oxidativo (KONG et al., 2022). Contudo, Qi et al. (2020) observaram
que a administracdo da doxorrubicina a 5mg/kg ip., por semana, durante 4 semanas, em
camundongos, ndo alterou a atividade das enzimas antioxidantes, todavia, o pré-tratamento com
cardamonina nas doses de 40 e 80 mg/kg/dia estimulou a expressdo do Nrf2, elevando seus
niveis e levando ao aumento da atividade das enzimas SOD, GPX e heme oxigenase-1, além de
levar a reducdo das EROs intracelulares e dos niveis de MDA.

Esses resultados sugerem a necessidade de doses elevadas do alcool perilico para
exercer atividade antioxidante no coragdo. Além disso, existem diferencas quanto ao perfil de
cardiotoxicidade nos modelos experimentais agudo e cronico da administracdo da
doxorrubicina, neste Gltimo, a identificacdo do momento exato da manifestacdo clinica da

cardiotoxicidade é indetermindvel (MENG et al., 2022). Aqui, optamos pela utilizacéo



60

administracdo cronica da doxorrubicina além de baixa dose e em dias alternados, isso
possivelmente contribuiu para a manutencdo da atividade das enzimas antioxidantes no estado
basal. Em acréscimo, € importante destacar que a resposta antioxidante € um mecanismo
adaptativo a elevacdo de EROs celular e que pode se comportar de forma variavel a depender
da intensidade da injdria e em diferentes células.

Semelhante ao estresse oxidativo, o estresse do reticulo endoplasmético também é um
processo adaptativo que ocorre a fim de restabelecer a homeostase celular e sua modulacéo pelo
alcool perilico pode diferir dependendo dos processos fisiopatol6gicos em que cada célula esta
sujeita (LIU et al., 2022). Por exemplo, enquanto que em células de glioma o alcool perilico
induz o estresse do reticulo endoplasmatico (CHO et al., 2012), em células renais humanas
(HK-2) submetidas a lesdo por isquemia/reperfusdo, esse monoterpeno normalizou essa
resposta além de prevenir o estresse oxidativo e apoptose celular (CHO et al., 2012; XU et al.,
2017). Entretanto, em nosso estudo, € possivel observar que o alcool perilico ndo foi capaz de
restabelecer o equilibrio redox no coracédo que foi alterado pela doxorrubicina.

Quanto ao estado redox no figado, observa-se aumento dos niveis de MDA no grupo
doxorrubicina. O alcool perilico isolado na dose de 200 mg/kg também elevou os niveis de
MDA no tecido hepatico. Em contraste, no tratamento combinado, os niveis de MDA foram
reduzidos. Referente aos niveis de sulfidrilas totais, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
Ja na atividade da GPX, esta foi aumentada no tratamento com a doxorrubicina, nos tratamentos
com alcool perilico isolado - havendo um aumento mais expressivo na dose de 200 mg/kg do
que na de 100 mg/kg - e nos tratamentos combinados. Quanto a atividade da SOD, ndo houve
diferenca entre os tratamentos.

Posto isso, pode-se concluir que o alcool perilico impediu a peroxidacéo lipidica no
figado induzida pela doxorrubicina, principalmente através da regulacdo positiva da GPX.
Contudo, o alcool perilico em dose elevada induziu a peroxidacéo lipidica no tecido hepatico.
A origem desse dano pode ter como causa a sobrecarga do metabolismo do alcool perilico no
figado.

Na literatura é apontado o potencial dos produtos naturais com propriedades
antioxidantes na prevencao da hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina (MAHMOUDI;
ARASTEH; ELYASI, 2023; PRASANNA; RENU; GOPALAKRISHNAN, 2020). De fato,
Nair et al. (2014) provaram que 0s carotenoides, antioxidantes lipofilicos que promove a
pigmentacdo de frutas e vegetais, protegeu o coracéo e figado dos danos induzidos por uma
dose Unica de doxorrubicina a 25 mg/kg (ip), em camundongos transplantados com células de

linfoma ascitico de dalton.
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Os efeitos do extrato de zataria multiflora e seu principal constituinte carvacrol também
foram investigados na hepatotoxicidade induzida por uma infusdo de 5 mg/kg de doxorrubicina
pela veia da cauda, em ratos. Os resultados demonstraram melhora nos marcadores bioquimicos
de lesdo hepatica e no perfil antioxidante, como reducdo de MDA e aumento da atividade da
catalase. Contudo, ndo foram observadas variagdes expressivas na SOD, enquanto o aumento
do GSH foi verificado especificamente no grupo tratado com o extrato da planta
(MOHEBBATI et al., 2018). De modo semelhante, neste estudo, também ndo foram observadas
diferengas nos niveis de sulfidrilas totais e na atividade da SOD entre os tratamentos.

Adicionalmente, na lesdo hepatica induzida por etanol, o pré-tratamento com alcool
perilico preveniu a peroxidacdo lipidica e aumentou o conteido de GSH e a atividade das
enzimas antioxidantes, GPX, glutationa redutase, glutationa S-transferase e catalase. Além
disso, o alcool perilico impediu o processo de ativacdo do NF-kB, que estava associado ao
estresse oxidativo (KHAN; NAFEES; SULTANA, 2011). Sendo assim, nossos resultados
corroboram com esses estudos que demonstraram os efeitos hepatoprotetores do alcool perilico
frente ao estresse oxidativo.

As células do sangue periférico e da medula dssea também séo alvos dos danos
oxidativos induzidos pela doxorrubicina. No estudo de Jagetia; Hmingthazuali (2018), foi
observado reducdo da atividade da catalase, SOD e dos niveis de glutationa, bem como,
aumento da peroxidacdo lipidica na medula 6ssea de ratos tratados com doxorrubicina, no
entanto, essas alteracGes foram atenuadas pela naringina, um bioflavonoide de frutas citricas.

Neste estudo, verificamos que a doxorrubicina causa reducdo significativa do nimero
de hemécias, da concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, e numero de leucdcitos totais,
linfocitos e aumento das plaquetas. Em contrapartida, os animais tratados com alcool perilico
ndo apresentaram alteracGes nos parametros hematologicos da série vermelha e plaquetas.
Contudo, na série branca, o alcool perilico de 100 mg/kg causou reducdo dos leucocitos totais
e linfocitos e o alcool perilico de 200 mg/kg diminuiu os linfocitos. Ainda, no tratamento
combinado, houve também reducéo dos leucocitos totais e linfocitos, independente da dose do
alcool perilico. Com isso, é possivel concluir que o alcool perilico ndo melhorou
significativamente as alterac6es hematoldgicas induzidas pela doxorrubicina na série vermelha,
nem surtiu efeito protetor frente a imunossupressdo induzida pelo farmaco. Observamos
também que o éalcool perilico isolado exerceu efeito imunossupressor ao diminuir as
concentracdes de linfocitos no sangue periférico dos camundongos.

Todavia, alteragbes hematologicas também sdo decorrentes do desenvolvimento do

tumor e poderiam tornar os animais ainda mais vulneraveis a acdo das drogas. A esse respeito,
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Cheng; Yang; Shyur (2016), mostraram que camundongos portadores de sarcoma 180 cursam
com supressdao do sistema imunolégico comparado a camundongos saudaveis e que essa
imunossupressao € ainda mais intensificada pela doxorrubicina. Foram reportadas reducéo das
hemacias, hemoglobina, hematdcrito e linfocitos e aumento dos neutréfilos e mondcitos no
sangue periférico de camundongos com sarcoma 180 (AMARAL et al., 2016; BEZERRA et
al., 2008; SANTANA, 2022). Além disso, animais com sarcoma 180 apresentam reducdo da
celularidade da medula 6ssea (JANA et al., 2014).

Em relacdo a supresséo dos linfocitos T mediada pelo alcool perilico, Wei et al. (2002)
revelaram que esse composto induz a apoptose dessas células, além de prejudicar sua motilidade
e interferir nos processos de ativacdo e migracdo. Ja Imamura et al., (2013), relataram que o
tratamento com alcool perilico suprimiu a ativacdo de células T no baco de camundongos
sensibilizados com ovoalbumina aerossolizado, bem como, atenuou a eosinofilia das vias
aereas e a producdo de citocinas Th2 nos linfonodos pulmonares e toracicos. Em conjunto, esses
resultados reforcam a supressé@o dos linfocitos observados neste estudo.

Apesar dos nossos resultados, € importante destacar que uma série de estudos mostram
os beneficios do alcool perilico em outros modelos experimentais e até na cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina. Como mencionado, o alcool perilico pode ter reduzido a atividade
antitumoral da doxorrubicina, além de nédo ter apresentado efeitos protetores no coracdo, em
funcédo de possiveis interacdes com este farmaco.

Desse modo, sdo necessarias mais pesquisas para explorar o impacto de compostos
antioxidantes naturais associados a farmacos antineoplasicos, na investigacdo de seus
beneficios para o tratamento do cancer.

7. CONCLUSAO

Com esse estudo pode-se concluir que, o alcool perilico em todas as doses avaliadas
interferiu no efeito antitumoral da doxorrubicina. A doxorrubicina na dose de 10 mg/kg levou
a reducdo da massa do coracdo e figado, mas sem lesdo aparente, o que foi observado através
dos marcadores bioquimicos de lesdo celular. Por outro lado, no tratamento com alcool perilico
de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina os resultados indicam que houve lesdo cardiaca
e hepatica, diferente do tratamento com alcool perilico de 200 mg/kg combinado a
doxorrubicina, em que ndo houve lesdo aparente. Além disso, o alcool perilico ndo foi capaz de
atenuar o estresse oxidativo induzido pela doxorrubicina no coracédo, o que foi provado atraves
do marcador de peroxidacéo lipidica MDA, no entanto, no figado, esse dano foi prevenido pelo

alcool perilico. Esse monoterpeno também ndo impediu as alteragdes hematologicas induzidas
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pela doxorrubicina. Esses resultados mostram que o alcool perilico ndo traz vantagens
terapéuticas quando combinado a doxorrubicina, nas condigdes avaliadas. Contudo, sdo
necessarias mais pesquisas para confirmar esses resultados e investigar os mecanismos de

interacdo entre as duas drogas.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi mostrado que o tratamento com o alcool perilico combinado a
doxorrubicina em camundongos com sarcoma 180 ndo fornece beneficios adicionais em termos
de efeito antitumoral e reducdo dos efeitos toxicos. Em funcédo do perfil de toxicidade com o
tratamento do alcool perilico de 50 e 100 mg/kg combinado a doxorrubicina e que foi menos
intenso com alcool perilico de 200 mg/kg combinado a doxorrubicina, isso indica que o alcool
perilico em doses baixas e administrado através da via oral pode intensificar os processos
fisiopatoldgicos induzidos pela doxorrubicina. O fato disso ocorrer de forma mais branda na
maior dose do alcool perilico leva a deduzir que é necessario doses mais elevadas deste
monoterpeno para surtir efeitos protetores frente os efeitos toxicos da doxorrubicina. Portanto,
futuros estudos com o alcool perilico devem ser direcionados ao desenvolvimento de

formulagbes nanotecnoldgicas, modifica¢fes estruturais na sua molécula ou administracéo
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através de vias alternativas, para otimizar a entrega deste composto no organismo e melhorar
suas propriedades farmacocinéticas, para entdo, alcancar resultados terapéuticos satisfatorios.
Além disso, os possiveis mecanismos de interacdo entre o alcool perilico e doxorrubicina devem

ser investigados mais a fundo.
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