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RESUMO

A quimioterapia € a principal intervencdo terapéutica em pacientes com cancer. Entretanto, 0s
mecanismos ndo seletivos dos medicamentos antitumorais podem levar a alteragbes
morfoestruturais e funcionais em células saudaveis. Portanto, novas moléculas, especialmente
de origem natural, com toxicidade atenuada estdo sendo estudadas. Assim, esse estudo
objetivou avaliar possiveis efeitos toxicos de trés vitanolideos, em duas concentrac¢des (5 ou 0
mg/ Kg) sobre a histomorfologia e a composi¢do da matriz extracelular no figado, rim e pulméo
de camundongos. Para tanto, camundongos de linhagem C57BL/6, com 7 a 8 semanas de idade,
foram divididos em grupos experimentais e receberam intraperitonealmente doses de solucdo
salina (tratamento controle), DMSO como veiculo de diluicdo das drogas (tratamento VEI), 27-
desidroxi-24,25-epoxivitafina A — VT1, 27-desidroxivitafina A — VT2 e vitaferina A — VTA
nas concentracdes de 5 ou 10 mg/kg, originando os tratamentos: VT1 5, VT1 10, VT2 5, VT2
10, VTA 5 e VTA 10, respectivamente. As drogas foram administradas durante 15 dias, em
dias alternados. Ao fim, os camundongos foram eutanasiados, os 6rgdos dissecados e
imediatamente fixados para as analises histopatoldgicas. Os oOrgdos foram processados
histologicamente para avaliacdo de alteraces morfoldgicas, através da coloracdo de
Hematoxilina e Eosina (HE) e os achados foram descritos de forma semiquantitativa. Ainda,
foram avaliadas alteracBes na composicdo da matriz extracelular, através do contetdo de
coladgeno, pela coloracdo de Pricrosiriu Red. No figado, os vitanolideos em ambas as
concentragdes induziram a presenca de sinais de morte celular, como picnose nuclear, e
degeneracdo, como tumefacdo dos hepatdcitos. Além disso, os vitanolideos intensificaram a
congestdo vascular e os focos de hemorragia sinusoidal. No rim, observou-se que as alteracoes
induzidas pelos vitanolideos foram mais intensas quando administrados 5 mg/kg em
comparacdo a 10 mg/kg. No pulmao, os vitanolideos, independente da concentracdo, ndo
induziram intensas alterac@es histopatologicas, ndo diferindo entre si 0s achados evidenciados
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na presenca de vitanolideos, nem mesmo deles em relacdo ao controle. Evidenciou-se que
especialmente o VTA 10 foi capaz de aumentar e reduzir o contetdo de colageno no rim e no
pulmdo, respectivamente. Em suma, os vitanolideos foram capazes de induzir sinais
histopatoldgicos de inflamacdo e degeneracdo e influenciar na composicdo da matriz

extracelular dos 6rgéos avaliados.
Palavras-chave:  Histopatologia.  Vitanolideos.  Toxicidade.  Produtos  naturais.

Antineoplasicos.



1 INTRODUCAO
No contexto mundial, o cancer, cuja incidéncia e diversidade tém-se acentuado

nos ultimos anos, representa um importante problema de saude pablica em decorréncia,
dentre outros fatores, de sua elevada taxa de mortalidade (INCA, 2022, Siegel et al.,
2024). De fato, em 2022, foram registrados aproximadamente 20 milhdes de casos novos
e cerca de 9,9 milhdes de oObitos resultantes dessa neoplasia no @mbito global (Bray et al.,
2024).

Frente a esse cenario, as principais estratégias terapéuticas tém-se concentrado,
nos ultimos anos, na utilizacdo de quimioterapicos e/ou associacdo destes a
procedimentos, como cirurgia, radioterapia e terapia alvo-dirigida (Castonguay et al.,
2012). Em particular, no campo da quimioterapia, a descoberta e a bioprospec¢éo de
moléculas ou compostos com atividade antitumoral tem despertado o interesse de
pesquisadores e da industria farmacéutica. Essa realidade é especialmente constatada
pelos quimioterapicos de origem natural, como vimblastina (Velban®,) vincristina
(Oncovin®) e paclitaxel (Taxol®), os quais compreendem 60% desse tipo de farmaco
disponibilizado atualmente no mercado (Marques et al., 2022).

Nesse sentido, a literatura menciona que os quimioterapicos de origem natural
envolvem agentes alquilantes, antraciclinas, antimetabodlitos, compostos de platina,
taxanos ou agentes diversos (Chuai; Xu; Wang, 2012). Em grande parte, esses farmacos
interagem com o &cido desoxirribonucleico (DNA), ocasionando a morte celular. Apesar
da sua origem e da eficacia, esses quimioterapicos promovem efeitos adversos de
diferentes intensidades e de forma imediata ou precoce (nauseas, vomitos, anafilaxia,
artralgia, flebites, mielossupressdo, mucosite, cistite hemorragica e alopecia) ou tardia
(gonadotoxicidade, cardiomiopatia, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, nefropatia e
pneumotoxicidade) (Bonassa, Gato e Rodrigues, 2022).

Mais especificamente, foi observado que diferentes quimioterapicos podem
comprometer a estrutura renal, desencadeando quadro de lesdo renal aguda (LRA) e
sindrome nefrotica. Essas condi¢Bes sdo advindas de lesdes a microvasculatura renal,
segmentos tubulares, glomérulo e intersticio, isoladamente ou em combinacgdo (Rosner;
Perazella, 2017). Contudo, outras areas do organismo podem também ser acometidas,
como pulmdo e figado.

Quanto ao pulméo, apesar de pouco comum, alteracbes morfofuncionais em seus
tecidos podem ser evidenciadas, como fibrose pulmonar, tosse, dispneia, astenia stbita

ou progressiva e edema pulmonar. Complicacdes secundarias podem também ocorrer,



como atelectasias, derrame pleural e infeccdes (Vione et al., 2016). A nivel hepatico, os
quimioterapicos sdo capazes de reduzir a capacidade de metabolismo e detoxificagdo do
orgdo, além de ocasionar induc¢éo e/ou inibicdo enzimatica e ictericia (Vione et al., 2016).

Assim, mediante a ocorréncia de toxicidade e efeitos adversos, aliado ainda ao
fendmeno de quimio-resisténcia as drogas antitumorais disponiveis, é cada vez mais
crescente a necessidade de busca por moléculas com maior espectro de atividade e
toxicidade atenuada, principalmente de origem vegetal (Devabattula et al., 2024).

Dentre 0os compostos vegetais, 0s vitanolideos sdo uma classe de metabdlitos
secundarios que vem ganhando grande destaque no campo cientifico. Em especial, a alta
potencialidade farmacolégica evidenciada em modelos in vitro e in vivo, principalmente
a citotoxicidade contra diferentes linhagens de células cancerigenas, imunomodulacao,
atividade anti-inflamatoria e prevencdo contra neurodegeneracdo (White et al., 2016),
tornaram esse grupo de moléculas alvo de grande interesse, particularmente no ambito
das neoplasias malignas (Xu et al., 2016; Dom et al., 2020).

Nesse sentido, a vitaferiana A (VTA) se sobressai dentre os vitanolideos visto seu
vasto potencial. Ainda, essa molécula € o Unico vitanolideo em estudo clinico de fase |
(Pires et al., 2020). Entretanto, mais recentemente, Rocha (2023) isolou e caracterizou
novos Vitanolideos a partir das folhas de Athenaea velutina (Sendtn.). Essa autora
evidenciou que os compostos isolados 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A (VT1) e 27-
desidroxivitafina A (VT2) apresentaram promissora atividade citotoxica frente a
linhagens tumorais (leucemia humana — HL-60; colon — HCT-116; prostata — PC-3;
glioblastoma — SNB-19).

Assim, em virtude da alta potencialidade farmacoterapéutica evidenciada para
essas novas moléculas, e tendo em vista que avaliagdo pré-clinica da seguranca e
toxicidade de novas substancias é essencial para a bioprospeccdo de novos farmacos, elas
tornaram-se alvos desse estudo. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos toxicos em camundongos de vitanolideos (VTA, VT1 e VT2) de Athenaea

velutina (Sendtn.) D’arcy (Solanaceae).

2 METODOLOGIA

2. 1 Aspectos éticos

O protocolo experimental deste trabalho foi delineado de acordo com diretrizes

internacionais para cuidados com animais, submetido e aprovado pelo Comité de



Cuidados e Uso de Animais da Universidade de Fortaleza (CEUA-UNIFOR), sob
protocolo n° 5418220621.

2.2 Reagentes

As drogas vitaferina A (VTA), 27-Desidroxi-24,25-Epoxivitafina A (VT1) e 27-
Desidroxivitafina A (VT2) foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Analise
Fitoquimica de Plantas Medicinais Il (LAFIPLAM II) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), todos possuindo grau de pureza superior a 95%. Salvo indicacdo, todos o0s

produtos quimicos foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

2.3 Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J foram adquiridas no biotério
central da UNIFOR e mantidas em caixas de polietileno em ciclo claro/escuro de 12 horas,

com acesso a agua e racdo ad libitum durante todo o experimento.

2.4 Desenho experimental

Os animais (n = 39), 6-8 semanas de idade, foram aleatoriamente distribuidos em
cinco grupos experimentais que receberam solucdo salina (controle; CNT),
dimetilsulfoxido (DMSO — veiculo - VEI), VT1, VT2 ou VTA ( 5 mg/kg ou 10 mg/kg)
via intraperitoneal (i.p), respectivamente. As doses foram administradas em dias
alternados durante 15 dias, totalizando 7 doses. Ao fim do periodo experimental, os
animais foram eutanasiados por overdose de solucdo de cetamina/xilazina, seguido por
deslocamento cervical. Logo apds, os orgaos (rins, figado e pulméo) foram dissecados,
rapidamente lavados em solucdo salina e fixados em paraformaldeido 4% para avaliacdes
histoldgicas. Os diferentes 6rgdos foram avaliados quanto a morfologia tecidual e ao

contetdo de fibras colagenas.

2.5 Processamento e avaliacdo histopatologica

Os orgaos dissecados foram fixados em paraformaldeido a 4% durante 4 horas em
temperatura ambiente, posteriormente desidratados utilizando etanol em concentragao
crescente, clarificados em xilol, e por fim, embebidos em parafina liquida. Apo6s
resfriados, os 6rgdos emblocados em parafina foram seccionados em intervalos de 7 um
de espessura, corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e examinados com auxilio de
microscopio optico (Nikon, Tokyo, Japan). A avaliacdo histopatolégica foi realizada por

um patologista especialista e as alteracGes observadas foram descritas de forma semi-



qualitativa (Girdo-Carmona, Silva, Leite, 2021). Uma média de 30 secc¢Bes/tratamento
foram analisadas sob microscopio dptico (40X). O grau de extensdo/intensidade dos
achados histopatologicos foi subjetivamente comparado entre os tratamentos pelo
patologista analista, e assim classificados em achados ausente (-), leve (+), moderado (++)

e intenso (+++).

2.6 Avaliacdo do contetido de fibras colagenas

Para avaliar as fibras colagenas da matriz extracelular nos diferentes orgéos, foi
realizada a coloracdo com Picrosirius Red, conforme Sousa et al. (2020). Resumidamente,
seccoes de cada orgdo (7 wm) foram desparafinizadas em xilol e incubadas em solucao
de Sirius Red (0,1% - #365548-5G, Sigma-Aldrich, Suica) em solucéo saturada de acido
picrico (1,2%) por 1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, o excesso de corante foi
removido com agua acidificada (solucdo de &cido acético 0,5%) e as seccOes, entdo,
desidratadas e submetidas & montagem de lamina. As imagens foram obtidas utilizando
microscopia de campo claro em microscépio Nikon ECLIPSE 80i com cdmera acoplada
(Nikon, Tokyo, Japan) e magnificacdo de 400x. Uma média de 15 cortes foram avaliados
por tratamento. As imagens foram analisadas utilizando a medi¢do do limiar RGB para
obter as porcentagens da coloragdo/marcacdo em vermelho, expressas em pixels,

utilizando o software Image J.

2.7 Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas usando o software Graphpad Prism 9.0

(Graphpad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram submetidos a avaliacdo da
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) inicialmente. Depois, o teste de Kruskal-Wallis,
seguida de teste post-hoc de Dunn’s, foi usado para detectar diferencas entre os
tratamentos. Os dados foram expressos em mediana e a significancia estatistica definida
em P<0,05.

3 RESULTADOS

Apos avaliacédo histopatoldgica dos orgaos vitais figado, rim e pulméao, observou-
se que os vitanolideos induziram altera¢des teciduais indicativas de toxicidade. Amostras
microscopicas dos diferentes 6rgdos sob as diferentes condi¢cdes experimentais sao
visualizadas na Figura 1. Os achados especificos em cada Orgdo estdo descritos

posteriormente.



3.1 Figado
A Tabela 1 mostra a intensidade das alteracdes histopatolégicas observadas no

figado de animais tratados com VT1, VT2 ou VTA (5 e 10 mg/kg). Observou-se que, nos
animais submetidos apenas a administracdo de salina (CNT), a morfologia hepética
permaneceu bem preservada, apresentando apenas focos leves de congestdo vascular e
hemorragia sinusoidal. Para os animais que receberam apenas DMSO (VEI), constatou-
se, além desses achados, a presenca de esteatose microvesicular e infiltrado inflamatério
de grau leve. Nos tratamentos com vitanolideos 5 mg/kg, além da presenca de hepatdcitos
pcingticos e tumefeitos, constatou-se uma hemorragia sinusoidal mais intensa entre 0s
camundongos do grupo VT1 em relacdo aos demais, inclusive CTN e VEI. Fenbmeno
semelhante foi também registrado para a congestdo, cujos animais tratados com VTA
exibiram maior hiperemia do que os outros grupos. Ainda, a semelhanca de VEI, os
camundongos submetidos a VTA apresentaram esteatose microvesicular e infiltrado
inflamatorio leve.

Quando administrados na concentracdo de 10 mg/kg, os animais do grupo VT1,
além da congestdo e da presenca de hepatocitos picndticos e tumefeitos, achados também
observados ente os demais vitanolideos, exibiram hemorragia sunusoidal moderada
semelhante a VT2 e esteatose microvesicular e infiltrado inflamatério leves. Quanto a
VT2, foi mais evidente a existéncia de hepatdcitos picndticos quando comparado aos
outros grupos, além da deteccdo de hepatdcitos hipertrofiados. Relativo a VTA, a

congestdo moderada se destacou frente a VT1 e VT2, tida como leve.

Em relacdo ao conteddo total de coldgeno, esse ndo apresentou diferenca

significativa entre os diferentes grupos (P >0,05) (Figura 2).

3.2 Rim
A Tabela 2 demonstra as alteragdes histopatoldgicas observadas no rim de animais

tratados com5 e 10 mg/kg de VT1, VT2 ou VTA. No grupo CNT, os achados observados,
0s quais envolveram morte celular nos tabulos renais, congestdo glomerular, hemorragia
e infiltrado inflamatorio, foram leves, resultado semelhante ao grupo VEI. Esse
apresentou ainda congestao intersticial. Ainda, os vitanolideos, na concentracdo de 5
mg/kg, intensificaram essas alteragdes, exceto VT2, cuja morte celular tubular e infiltrado
inflamatorio foram similares a CNT e VEI, assim como VTA frente a esse infiltrado. Em
VT1, houve uma maior morte celular nos tabulos renais e infiltrado inflamatério quando

comparado a VT2 e VTA. Além do que, animais do grupo VT2 exibiram congestdo
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vascular e hemorragia mais intensas em relacdo aos demais grupos, inclusive CNT e VEL.

Na presenca de 10 mg/kg de vitanolideos, a intensidade das alteracGes foi similar
a CNT e VEI, exceto hemorragia, cuja avaliagdo foi mais acentuada entre 0s
camundongos vitanolideos. Diferentemente do registrado em outros grupos, nao houve
morte celular tubular em VT2 e infiltrado inflamatorio nos animais submetidos a

administracéo de vitalonideos 10 mg/kg.

Em relacdo ao contetdo total de colageno, ndo houve diferenca estatistica entre
todos os camundongos dos grupos vitanolideos 5 mg/kg e VT1 e VT2 10 mg/kg quando
comparado ao CNT e VEI (P>0,05). Contudo, VTA 10 mg/kg apresentou maior contetido
de coldgeno comparado ao CNT e ao VEI (P<0,05). Ainda, VTA 10 mg/kg exibiu maior
quantidade de coldgeno quando comparado a VT1 5 mg/kg (P<0,05).

3.3 Pulmio

A Tabela 3 demonstra as altera¢cfes histopatoldgicas observadas no pulméo de
animais tratados com 5 e 10 mg/kg de VT1, VT2 ou VTA. No grupo CNT, o achado
observado compreendeu apenas a presenca de infiltrado infamatorio leve e, para o grupo
VEI, ele envolveu congestdo e edema nessa mesma intensidade. No que concerne aos
dados da concentracdo de 5 mg/kg de vitalonideos, constatou-se hemorragia
alveolar/bronquiolar e infiltrado inflamatério leves entre os animais dos grupos VT1
VTA. Para VT2, além desses achados, foram registrados congestdo e edema nessa mesma
intensidade.

Quanto aos animais tratados com vitalonideos 10 mgkg, todos 0s grupos
apresentaram congestdo leve, VT1 exibiu infiltrado inflamatério intenso, resultado
superior a VT2, e VTA apresentou perda da integridade alveolar e infiltrado leve, dado

semelhante a VT2.

Em relagdo ao contetido total de colageno. ndo houve diferenca estatistica entre
todos os camundongos dos grupos vitanolideos 5 mg/kg e VT1 e VT2 10 mg/kg quando
comparado ao CNT e VEI (P> 0,05). Contudo, VTA 10 mg/kg apresentou menor
contetido de colageno comparado ao CNT e ao VEI (P<0,05). Ainda, VTA 10 mg/kg
exibiu menor quantidade de colageno quando comparadoa VT1 e VT2 5 mg/kg (P<0,05).

4 FIGURAS E TABELAS

Tabela 1: Alteracdes histopatoldgicas observadas no figado dos animais tratados
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com vitanolideos

CNT VEI VT1(5) VT2(5) VTA(S) VT1(10) VT2(10) VTA (10)
Hemormagia + -+ + + — ++ +
sinusoidal
Congestio + + + + ++ + + ++
IEs‘rea‘rclnse + _ _ i n ) )
microvesicular
. Inﬁltrat'ic? _ I _ ) n n ) )
inflamatorio
Hepatocit
t?pa'og 05 _ ) n n n n i N
picnéticos
Hepa‘rom‘roms em _ _ n I i n n n
tumefacédo
Hepatocitos +
hipertrofiados - - - - - -

CNT: Controle; VEI: Veiculo (DMSO); VT1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2: 27-
desidroxivitafina A (VT2); VTA: Vitaferina A. Auséncia (-), Leve (+), Moderado (++) Intenso (+++).

Tabela 2: Alteracdes histopatol6gicas observadas no rim de animais tratados com

vitanolideos.
CNT VEI VT1(5) VT2 (5) VTA (5) VT1(10) VT2(10) VTA(10)
}Iorte'celular nos + 1 4+ + 4+ + - +
mbulos

Congestdo - - e e e - + +

intersticial

Congestao + + ++ -+ ++ + + +

glomerular

Hemorragia + + ++ +++ ++ ++ ++ ++

, ]:ﬂfiltt’ﬂl'i(? + + 4+ 4+ + - - -

inflamatorio

CNT: Controle; VEI: Veiculo (DMSO); VT1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2: 27-
desidroxivitafina A (VT2); VTA: Vitaferina A. Auséncia (-), Leve (+), Moderado (++) Intenso (+++).

Tabela 3: Alteracdes histopatologicas observadas no pulméo de animais tratados

com vitanolideos.



CNT VEI VT1(5 VT2(5) VTA(S VTL(10) VT2(10) VTA (10)

Perca da integridade

alveolar - - - - - - - +
Congestio - + - —+ - —+ + +
Edema - —+ - —+ - - - -
Hemorragia
alveolar/bronquiolar - - + + + - - -
Infiltrado inflamatério + - + + + +++ + +

CNT: Controle; VEI: Veiculo (DMSOQ); VTL1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2: 27-
desidroxivitafina A (VT2); VTA: Vitaferina A. Auséncia (-), Leve (+), Moderado (++) Intenso (+++).

Figura 1. Imagens microscopicas de figado (A-H), rim (1-Q) e pulmé&o (R-Y) de

camundongos tratados com solugdo salina (CNT), DMSO (VEI) ou vitanolideos (VT1,
VT2, VTA) (5 ou 10 mg/kg) coradas com HE (20X).

VTA

Figado i Pulmaio

CNT: controle; VEI: Veiculo (DMSO); VT1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2:
27-desidroxivitafina A (VT2); VTA: Vitaferina A.
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Figura 2. Conteudo de colageno total no figado. (A) niveis de colageno (pixels) no
figado nos diferentes tratamentos. (B) imagens representativas da marcacdo de colageno

hepatico pela coloracdo de Picrosirius Red (20X)
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CNT: controle; VEI: Veiculo (DMSO); VT1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2:
27-desidroxivitafina A (VT2); VTA: Vitaferina A.

Figura 3. Contetdo de colageno total no rim. (A) niveis de colageno (pixels) no rim nos
diferentes tratamentos. (B) imagens representativas da marcacao de colageno renal pela

coloracdo de Picrosirius Red (20X).
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“Indica diferenga em relagdo a CNT. #Indica diferenga em relagdo a VEI. “Alndica
diferenca entre os tratamentos com vitanolideos. CNT: controle; VEI: Veiculo (DMSO);
VTL1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2: 27-desidroxivitafina A (VT2); VTA:
Vitaferina A.

Figura 4. Contetdo de colageno total no pulmao. (A) niveis de colageno (pixels) no
pulmé&o nos diferentes tratamentos. (B) Imagens representativas da marcagéo de

colageno pulmonar pela coloracdo de Picrosirius Red (20X).
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VT1 VT2 VTA

Indlca dlferen(;a em relagdo a CNT. #Indica diferenga em relagao a VEI. Alndica

VEI

10 mg/kg

diferenca entre os tratamentos com vitanolideos. CNT: controle; VEI: Veiculo (DMSO);
VTL1: 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A; VT2: 27-desidroxivitafina A (VT2); VTA:
Vitaferina A.

5 DISCUSSAO
Apesar do aumento na expectativa de vida de pacientes oncolégicos em razdo do

tratamento antineoplasico, os efeitos colaterais toxicos de medicamentos quimioterapicos
podem ser uma grande limitacdo ao seu uso, além de afetar a qualidade de vida dos
pacientes (Nair et al., 2011).

Grande parte dos medicamentos antineoplasicos atualmente disponiveis para o
tratamento de diversos tipos de cancer sdo de origem vegetal (Marques et al, 2022). De
forma geral, esses medicamentos originados de metabdlitos desempenham suas funcdes
antitumorais interagindo diretamente com o DNA, causando quebras em fita Unica ou
dupla, ou inibindo processos metabolicos essenciais a viabilidade celular, tais como
estabilidade do citoesqueleto e mecanismo de sintese e reparo do DNA (Brandao et al.,
2010). No geral, esses mecanismos desencadeiam uma série de eventos celulares,

podendo resultar dentre eles, em apoptose. Apesar disso, esses mecanismos de acdo ndo
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apresentam seletividade as células tumorais, podendo atuar sistemicamente em células
saudaveis, originando efeitos adversos, colaterais, toxicidade e complica¢des secundarias.

E relatado na literatura que os medicamentos quimioterapicos podem induzir
consideraveis alteracbes morfofuncionais em 6rgdos de suma importancia. No figado,
modificagdes morfofuncionais podem levar a hepatite, cirrose e, eventualmente, a
insuficiéncia hepatica (Sharma et al., 2014; Vione et al., 2016; Zeien et al., 2022). No
rim, os quimioterapicos podem afetar diferentes compartimentos (glomérulo, intersticio
e tabulos renais) podendo causar perda celular e funcional no érgdo, resultando em lesao
renal aguda, necrose tubular aguda toxica, nefropatia por cristais, proteinaria/sindrome
nefrotica e doenca renal cronica (Matyszko et al., 2017; Rosner; Perazella, 2017; Zeien
et al., 2022). Ainda, alteragdes pulmonares decorrentes do tratamento quimioterapico
podem ocasionar pneumonite intersticial ndo especifica, pneumonite de
hipersensibilidade, fibrose pulmonar intersticial, hemorragia alveolar, doenga veno-
oclusiva, bronquiolite obliterante, dano alveolar difuso e/ou sindrome do desconforto
respiratorio agudo, derrame pleural e eventos tromboembdlicos (Dimopolou et al., 2006).
Sendo assim, fica evidente a importancia das investigagfes acerca da toxicidade e
seguranca de novas moléculas antitumorais.

Nesse estudo, avaliou-se a toxicidade de 27-desidroxi-24,25-epoxivitafina A
(VT1), 27-desidroxivitafina A (VT2) e vitaferina A por meio do estudo histopatoldgico e
de composigdo da matriz extracelular nos 6rgdos figado, rim e pulméo. Os vitanolideos
sdo uma classe de metabdlitos secundarios que vém tendo grande destaque nos ultimos
anos em decorréncia do alto potencial citotoxico desse grupo de moléculas frente a
linhagens celulares tumorais, dentre outras atividades farmacoldgicas potenciais (White
etal., 2016).

Observou-se que os vitanolideos estudados (VT1, VT2 e VTA) induziram o
aparecimento e/ou intensificacdo de sinais ligados a eventos inflamatorios e
degenerativos, aléem de morte celular, em todos os 6rgdos avaliados. No figado de animais
tratados, especialmente na concentracdo de 10 mg/kg de vitanolideos, houve presenca de
picnose e tumefacdo dos hepatdcitos, bem como a presenca de infiltrado inflamatério e
congestdo. Em relacdo ao rim, na concentracdo de 5 mg/kg, os indicios de inflamagéo
(infiltrado inflamatorio e congestdo) e morte celular foram de grau moderado ou intenso,
enguanto de grau leve no CNT. No pulméo, notou-se que as alteracdes induzidas pelos
vitanolideos foram mais discretas que nos demais 6rgdos. De modo geral, VT2 ocasionou

as maiores alteragdes dentre os vitanolideos estudados.
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Em razdo de serem vitanolideos recentemente isolados e caracterizados pela
primeira vez, VT1 e VT2 ndo possuem estudos na literatura acerca da toxicidade ou
qualquer outra atividade biologica. Rocha (2023), que os isolou e caracterizou,
evidenciou que a atividade citotoxica apresentada por esses vitanolideos foi ndo seletiva,
afetando tanto linhagens de células tumorais quanto ndo tumorais, sendo inclusive o0 ICso
de VT2 (0,24) consideravelmente maior que de VT1 (>20) e VTA (1,89) (Rocha, 2023).
Referente as caracteristicas de estrutura-atividade, a literatura aponta que modificacbes
no esqueleto basico dos vitanolideos estdo relacionados a poténcia de suas atividades,
tanto farmacoldgicas, quanto téxicas. Relata-se que a presenca de lactona insaturada na
cadeia lateral, especificamente no C24 e C25 e a desoxigenacdo da lactona, como
observada em VT2, mas ndo em VT1 e VTA, pode estar relacionada a maior poténcia da
atividade biologica (Freitas Misakyan et al., 2021; Singh et al., 2022), podendo justificar
0s nossos achados quanto a toxicidade dessa molécula.

Em discordancia com nossos achados, diversos estudos demonstram que a
administracdo via oral de vitaferina A ndo induziu alteracdes histopatoldgicas no figado
(Vedi e Sabina, 2016; Patel, Hao e Hingorani, 2016; Gupta et al., 2022), rim (Vedi e
Sabina, 2016; Gupta et al., 2020) e pulmao (Gupta et al., 2020) em murinos tratados.
Sugere-se que as diferencgas observadas na literatura em relacdo aos achados neste estudo,
se ddo em razdo da via de administracdo utilizada. Em razdo da metabolizacdo de
farmacos que ocorre quando sdo administrados via oral, a biodisponibilidade é
substancialmente reduzida, enquanto que quando administrada por via intraperitoneal, ou
outras vias parenterais, a sua biodisponibilidade é quase préxima de 100% (Pestieau,
Stuart, Sugarbaker, 2000; Dai et al., 2019). Achados apontam que a biodisponibilidade
de vitaferina A administrada via oral em ratos foi de aproximadamente 33% (Dai et al.,
2019), enquanto em camundongos, espécie do nosso estudo, foi aproximadamente 9%
(Patil et al., 2014).

Palomino et al. (2024) evidenciaram que a administracdo intraperitoneal dos
mesmaos Vvitanolideos utilizados em nosso estudo resultou em reducdo da normalidade de
foliculos ovarianos, e altas taxas de morte celular, evidenciada através do ensaio TUNEL,
especialmente na concentracdo de 10 mg/kg. Apesar dos extensos relatos na literatura
acerca do efeito protetores e benéficos dos vitanolideos, especialmente da vitaferina A
(Berghe et al., 2012; Dutta et al., 2019; Hassania et al., 2020), em nosso estudo,
possivelmente a injecdo via intraperitoneal dos vitanolideos, com consequente auséncia

de efeito de primeira passagem e elevada biodisponibilidade das drogas, ocasionou
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inducdo dos achados inflamatérios e degenerativos observados na histopatologia.
Notadamente, em nosso estudo, as manifestacdes histopatologicas foram mais intensas
no rim, possivelmente por esse 6rgdo apresentar alta atividade metabolica, receber um
alto aporte de volume sanguineo, como em razdo da via de administracao, e ter recebido
entdo uma maior concentracdo das drogas ndo metabolizadas.

Yu e Kim (2013) evidenciaram que a vitaferina A induziu o aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROS) em condrdcitos cultivados in vitro. A capacidade de induzir
a formacdo de EROs pela VTA também foi evidenciada em outros tipos celulares (Liu et
al., 2017). Sabe-se que o estresse oxidativo ocasionado pela superproducdo de espécies
reativas de oxigénio compde um dos mecanismos secundarios de dano celular de agentes
antineoplasicos. Além disso, as EROs sdo importantes mediadores de processos
inflamatorios e de morte celular. O excesso de EROs conhecidamente ocasiona
desbalanco intracelular entre fatores pro e anti-apoptoticos (Redza-Dutordoir, Averill-
Bates, 2016). Nesse aspecto, Liu et al. (2017) observaram que a ativagdo da caspase 3,
em decorréncia do desbalanco entre os niveis de BAX/BCL-2, foram responsaveis por
induzir a apoptose.

Os vitanolideos induziram diferentes padrdes de contetdo total de colageno nos
orgdos avaliados. Observou-se que no figado, ndo houve quaisquer diferencas. Apesar
disso, no rim e pulmdo, os niveis de colageno em VTA 10 mg/kg foram
significativamente superiores e inferiores, respectivamente, aos tratamentos controle e
veiculo. O colageno é o principal componente da matriz extracelular (MEC),
desempenhando um papel de suma relevancia na manutencdo da morfologia celular,
migracgdo, diferenciacdo e interacdes celulares (Kadler et al., 2007; Sun, 2021).
Disfuncgdes na biorregulacdo no conteido de colageno na MEC, originadas por fatores
fisioldgicos (ex: envelhecimento), patologicos (ex: infec¢Bes, inflamacéo) ou estressores
exogenos (ex: medicamentos antitumorais), como os vitanolideos, podem levar a quebra
da homeostase e, consequentemente, resultar em comprometimento da estrutura e funcéo
de tecidos e 6rgdos (Kadler et al., 2007; Theocharis et al., 2016; Sun, 2021).

A excessiva deposicdo renal de colageno estimulada por VTA 10 mg/kg
caracteriza fibrose tecidual. A fribrogénese se da a partir da transformacdo dos
fibroblastos teciduais em miofibroblastos, que além de alterar sua morfologia e o padrédo
de secrecdo de fatores pro-fibroticos, passam a secretar excessivamente componentes da
MEC (Theocharis et al., 2016; Sun, 2021). Notadamente, diversos fatores podem

desencadear a transformacdo dos miofibroblastos, dentre eles a inflamagdo e as EROs
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(Peddakkulappagari et al., 2019). Percebeu-se que nenhum dos vitanolideos,
independente da concentracédo, induziu a presenga de extenso infiltrado inflamatorio no
rim, o que poderia estar diretamente relacionado a fibrose observada. Palomino et al.
(2024) observaram que apesar do dano tecidual, os vitanolideos ndo induziram aumento
na quantidade de células inflamatérias presentes no ovario e, na verdade de modo
contrario, 0 VT1 10 mg/kg ocasionou foi redugdo. Em vista disso, a excessiva producédo
de EROs promovida por VTA (Yu e Kim, 2013) pode ter envolvimento na fibrose renal
observada neste estudo, ainda que sem uma evidente visualizacdo de processo
inflamatdrio. Curiosamente, VT A 10 mg/kg ocasionou reducdo no contetdo de colageno
total no pulméo. Yu e Kim (2013) notaram que em cultura primaria de condrdécitos, a
vitaferina A foi capaz de induzir perda de componentes da MEC, como de colageno tipo
I1, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, possivelmente através dos efeitos deletérios do
excesso de EROs induzido por VTA. Apesar disso, em nosso estudo, 0s mecanismos que

induziram a reduc¢do no contetdo de colageno no pulméo parecem incertos.

6 CONCLUSAO
Os trés vitanolideos estudados induziram, em diferentes intensidades, alteracdes

histopatoldgicas relacionadas a inflamacdo, degeneracdo e morte celular em figado, rim
e pulmédo. De modo geral, a 27-desoxivitaferia A (VT2) ocasionou maiores alteragdes
histopatoldgicas nos 6rgdos estudados, sendo o rim o 6rgdo mais afetado. Além disso, a
vitaferina (A) 10 mg/kg foi capaz de alterar o contetdo de colageno no rim e pulmédo.
Ressalta-se a necessidade de estudos posteriores acerca da toxicidade dos vitanolideos,
especialmente uma investigacdo mais aprofundada acerca dos mecanismos moleculares
intracelulares desencadeados pelos vitanolideos, as modificacdes induzidas na matriz
extracelular e como as diferentes concentragdes destes possam vir a repercutir sobre a
morfologia e a funcionalidade de 6rgaos saudaveis. Espera-se com isso, contribuir para

0s conhecimentos disponiveis acerca da utilizacdo de vitanolideos para fins terapéuticos.
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