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RESUMO

As neoplasias malignas sdo um problema de saude publica mundial, sendo a maior
causa de mortalidade prematura do planeta. No Brasil, em 2012, mais de 200 mil
pessoas foram a obito, e estima-se que num prazo de 20 anos, havera aumento de
cerca de 70% de novos casos. Por isso, desde muito tempo, as terapias alternativas
constituem uma forma de promover o "milagre" para a cura do cancer. Contudo, o
empirismo milagroso ndo tem base cientifica € nem documentagao suficiente para
comprovar a eficacia e qualidade destas substancias utilizadas neste autotratamento.
Assim sendo, a fosfoetanolamina, uma substancia experimental causou uma grande
repercussao internacional e expos o Brasil a uma situagdo embaragosa. Uma lei
governamental, impds a utilizacdo da fosfoetanolamina sintética para o tratamento do
cancer, sem bases cientificas para a confirmacgao dos efeitos e eficacia do tratamento
anticancer, por meio de estudos laboratoriais experimentais e ensaios clinicos. Assim
o objetivo deste trabalho, foi avaliar as atividades angiogénica/antiangiogénica,
mutagénica/antimutagénica desta substancia. O teste de angiogénese foi realizado
através do modelo experimental em membrana corioalantéide (MCA) de ovo de
galinha. Enquanto os testes de mutagenicidade e antimutagenicidade, foram
realizados pelo Teste de Microniucleo em medula 6ssea de camundongo. Os

resultados foram significativos em todos os testes realizados.

Palavras-chave: Angiogénese. Fosfoetanolamina sintética. Membrana

Corioalantéide. Micronucleo. Mutagenicidade
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ABSTRACT

The malignant neoplasms are a public health problem worldwide, being the biggest
cause of premature mortality of the planet. In Brazil, in 2012, more than 200 thousand
people died, and it is estimated that within 20 years, there will be an increase of
approximately 70% of new cases. Therefore, since a long time, the alternative
therapies constitute a way of promoting "miracle" for the cure of cancer. However, the
miraculous empiricism has no scientific basis and not enough documentation to prove
the efficacy and quality these substances used in this self-treatment. Thus, the
fosfoetanolamina, an experimental substance caused a great international
repercussion and expos Brazil to an embarrassing situation. A governmental law,
imposed the use of synthetic fosfoetanolamina for cancer treatment, without scientific
bases for the confirmation of the effects and efficacy of anticancer treatment, by means
of experimental laboratory studies and clinical trials. Thus the objective of this work
was to evaluate the angiogenic activity/Antiangiogenic, mutagénica/antimutagénica
this substance. The test of angiogenesis was performed using an experimental model
(MCA) corioalantéide membrane of chicken egg. While the tests for mutagenicity and
antimutagenicity, were performed by a micronucleus test in mouse bone marrow. The

results were significant in all tests performed.

Keywords: Angiogenesis. Fosfoetanolamina synthetic. Chorioallantoic Membrane.

Micronucleus Test.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias malignas sdo um problema de saude publica mundial, sendo a
maior causa de mortalidade prematura do planeta. No Brasil, em 2012, mais de 200
mil pessoas foram a ébito, e estima-se que num prazo de 20 anos, havera aumento
de cerca de 70% de casos novos (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2016). Para o individuo
acometido por este infortunio, conforme preceito constitucional, na Lei 12.732/12, o
Sistema Unico de Saude (SUS) oferece atendimento e tratamento para a maioria dos
casos. Entretanto, devido a complexidade da doenca, os protocolos de tratamentos

medicamentosos podem n&o ter a resposta esperada e desejada (REGO et al., 2017)

Assim, as terapias alternativas constituem numa forma de promover o "milagre"
para a cura do cancer. Contudo, o empirismo milagroso nao tem base cientifica e nem
documentacado suficiente para comprovar a eficacia e qualidade do tratamento.
Atualmente, o arsenal medicamentoso utilizado em oncologia clinica vem a apartir da
demonstracao do efeito obtidos nas pesquisas clinicas. Portanto, o uso de protocolos
de tratamentos ndo comprovados cientificamente, € wuma caracteristica
contemporanea em oncologia. Entretanto, estudos demostram que a maioria dos
pacientes usou algum tipo de terapia alternativa. Essa pratica € ariscada, pois pode
interferir e dificultar os efeitos comprovados de uma substancia usada no tratamento
anticancer (PONDE; DE AZAMBUJA; ADES, 2016).

De fato, MELO-REIS et al. (2010) demonstraram, que algumas substancias de
conhecimento popular, realmente possuem algum tipo de atividade terapéutica. Em
seu experimento detectou-se, que o latex da espécie vegetal Synadenium umbellatum
atenuava a acao da mitomicina C, um quimioterapico de efeito consagrado na pratica

oncoldgica.

Assim sendo, a fosfoetanolamina, uma substancia ainda em fase experimental,
causou uma grande repercussao internacional e expos o Brasil a uma situacéo
embaragosa e os pacientes a danos desconhecidos. Por uma lei governamental, a
fosfoetanolamina foi imposta para o tratamento do cancer, sem bases cientificas para
a confirmacao dos efeitos e eficacia do tratamento anticancer, por meio de estudos
laboratoriais experimentais e ensaios clinicos (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2016; PONDE;
DE AZAMBUJA; ADES, 2016).



A fosfoetanolamina sintética (synthetic phosphoethanolamine-Pho-s),
conhecida popularmente como “pilula do cancer”, este composto vem sendo utilizado
de forma indiscriminadas por populares, com a promessa de tratamento e cura das
neoplasias malignas no Brasil, sem as devidas e necessarias confirmagdes de seus
efeitos terapéuticos. A premissa sugerida é que a Pho-s promoveria a apoptose das
células causadora do tumor maligno, interferindo diretamente no crescimento e no
desenvolvimento da neoplasia. A fosfoetanolamina € um precursor da biossintese de
fosfolipidos da membrana celular, importante para impedir o desenvolvimento do
tumor. Uma caracteristica importante é que esta classe ndo tem como alvo o acido
desoxirribonucleico (DNA) (FERREIRA et al., 2012a).

Os grandes avancgos ocorridos na area da biologia molecular tém possibilitado
uma melhor compreensao dos mecanismos de carcinogénese. Dentre estes, destaca-
se a angiogénese como o processo através do qual as células tumorais estimulam a
formacdo dos novos vasos sanguineos necessarios para o fornecimento dos

nutrientes essenciais para seu crescimento acelerado (PINHO, 2005).

Angiogénese € a formagao de novos vasos sanguineos por um processo de
germinagdo de brotos endoteliais a partir de vasos capilares preexistentes
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996; RISAU, 1995). A angiogénese esta presente em varios
processos fisioldgicos como a menstruacgao, cicatrizagdo de feridas, no coragao e
outros. Esta presente também nos processos patologicos como artropatias cronicas,
inflamacdo cronica, psoriase, retinopatia diabética, degeneragdo macular,
angiofibroma, hemangioma, glaucoma vascular, crescimento tumoral, disseminagao
metastatica e desenvolvimento de placa de ateroma (SAFATLE et al., 2002; VILE,
1995).

A angiogénese tem seus mecanismos controlados por fatores ativadores
(angiogénicos) e inibidores (antiangiogénicos), que se desenvolve quando acontece
algum estimulo que induz a alguma mudancga das células endoteliais de um estado de
quiescéncia, para um estado de replicacdo e migracdo, formando capilares
(MARAGOUDAKIS, 1998; SAFATLE et al., 2002). Os fatores angiogénicos atuam
seletivamente alterando as caracteristicas das células estruturais do endotélio
vascular, entretanto ndo sao afetadas as fung¢des de outros tipos de células (DEVITA
VT, LAWRENCE TS, 2011; DONATO, 2003; MELO-REIS et al., 2010)As substancias



antimutagénicas podem ser classificadas ou divididas em desmutagénicos,
substancias com papel de protecdo ao inativar as substancias mutagénicas antes de
atuarem sobre o DNA e as substancias bio-antimutagénicas com capacidade de inibir
a mutacgao por interferirem sobre os processos metabdlicos de reparagao inerentes a
célula (KADA; MORITA; INOUE, 1978).

O objetivo do presente estudo, foi avaliar as atividades
angiogénica/antiangiogénica, mutagénica/antimutagénica da fosfoetanolamina

sintética

Para avaliagao da atividade angiogénica/antiangiogénica, utilizou-se o modelo
experimental, o teste em membrana corioalantdide (MCA) de ovo embrionado de
galinha. Enquanto, para os testes de mutagenicidade e antimutagenicidade, foi
utilizado de Teste de Micronucleo em medula éssea de camundongos. Os resultados

foram significativos em todos os testes realizados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cancer

A Organizagao Mundial de Saude (OMS), estima que 8,8 milhdes de pessoas
por ano morrem de cancer, a cada seis mortes no mundo, uma tem o cancer como
responsavel. Em 2030, 21 milhdes de pessoas desenvolverdo cancer, do mesmo que,
atualmente 14 milhdes de pessoas desenvolvem por ano esta doenga, ou seja, em
2030 serao quase o dobro de pessoas doentes, assim demonstrando, o quanto &
inquestionavel, o grande problema de saude publica que o cancer se tornou
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017)

Apesar de ser conhecida como o flagelo da modernidade, relatos sobre o
cancer sao antigos, a 3.000 a.C., indianos, persas e egipcios ja falavam sobre a
malignidade de tumores. No entanto, somente no século IV a.C. na escola grega
hipocratica as caracteristicas destes tumores foram melhor definidas. O céncer foi
definido pelos hipocraticos, como um desequilibrio no organismo, desencadeado
pelos fluidos ali compostos, relatavam que eram tumores duros, que apesar de serem
retirados, reapareciam, ou se espalhavam por distintas partes do corpo. Esta
percepcgao foi mantida pela medicina ocidental até o século do XVII, principalmente
apos a descoberta do sistema linfatico no século XV, reforcando a ideia de
desequilibrio de fluidos. O cancer s6 passou a ser notado como uma doenga que se
iniciava a carater local a partir do século XVIIl, assim passou-se a perceber a
necessidade de se desenvolver técnicas, como anatomia patolégica, e maiores
estudos sobre as células (TEIXEIRA; FONSECA, 2007).

Atualmente, cancer € a denominagao dada a um grupo de doengas malignas,
que tem como caracteristica principal o crescimento celular desordenado, no qual
orgaos e tecidos sdo tomados por células que se proliferam de maneira rapida,
agressiva e incontrolavel, desencadeando o aparecimento de tumores malignos. O
tipo de cancer é definido de acordo com o tipo de célula que esta em divisao e
hiperproliferacdo desordenada, em um foco local, ou podendo se disseminar para
outros locais do corpo, mecanismo conhecido por metastase (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER - INCA, 2017).



O céancer € desencadeado por mutagdes, que podem ter como causas, agentes
genéticos e ambientais, ou até mesmo, por substancias tdéxicas produzidas pelas
proprias células, como os radicais livres. Estas mutagdes podem ser herdadas por
células filhas, através de genes tumorais, denominados oncogenes, genes
responsaveis pela transformacéo de células normais em células malignas, causando
uma desorganizacgao hiperproliferativa, desencadeada por defeitos no mecanismo que
regulam a proliferacdo celular, estas células passam a ter alta capacidade de
proliferagcdo e invasdo de o6rgdos e tecidos, adquirindo vantagens metabdlicas e
capacidades bioldgicas diferentes em relacéo as células normais (BELIZARIO, 2002).
Propde-se que estas células sofrem importantes alteracbes em sua fisiologia, dentre
elas, 6 alteracdes sao fundamentais para que ocorra o desenvolvimento tumoral, séo
elas: autossuficiéncia em sua sinalizagdo de crescimento, insensibilidade aos sinais
inibitérios de crescimento, evasao da morte celular programada (apoptose), potencial
de replicagao ilimitado, angiogénese, invasédo e metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2000).

2.2 Fosfoetanolamina

A Fosfoetanolamina (FOS) foi descrita pela primeira vez na literatura em 1936
como éster fosforico amino-etilico, isolada na sua forma organica de tumores malignos
de bovinos, e simultaneamente foi produzida sua forma sintética para comparacéao e

confirmacéao da substancia encontrada nos tumores (OUTHOUSE, 1936).

E um fosfomonoéster (figura 1), também conhecida como 2-amino-
dihidrogenofosfato, fosforiletanolamina, éster aminoetil fosforico, acido 2-aminoetanol-
1-fosférico, 2-aminoetil-fosfato, 2-aminoetanol-fosfato, mono (2 amino) etil-fosfato,
monoaminoetil-fosfato e fosfato de colamina. Possui caracteristicas de substancias
anféteras, pois apresenta um grupo amino e um grupo fosfato, ou seja, comporta-se
tanto como acido, ou como base, recebendo ou doando prétons dependendo da
substancia reagente. E composta por atomos de hidrogénio ionizaveis, ésteres que
em presenca de uma solugao aquosa, atuam em forma de anions, e amina que atua

como zwitterion, ou seja, um ion dipolar (AL-ASFOUR, 2008).
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Figura 1. Férmula estrutural plana da Fosfoetanolamina (AL-ASFOUR, 2008).

Suas moléculas estao presentes na membrana plasmatica da célula animal,
podendo ser encontrada em todos tecidos e érgdos; atua na sintese de dois, dos
quatro fosfolipideos que compdem a membrana celular, mais precisamente como
precursor central na biossintese da fosfatidilcolina (PC), sintetizada na membrana
mitocondrial, e da fosfatidiletanolamina (PE), sintetizada no reticulo endoplasmatico,
principais responsaveis pela manutencdo do potencial transmembrana (ALMEIDA,
2007). Sao aminofosfolipideos abundantes em membranas de células eucariotas,
distribuidos assimetricamente entre a camada interna e externa da bicamada lipidica,
responsaveis por algumas fungdes durante o metabolismo celular, como na
participacao da sinalizac&o de vias lipidicas, pela estimulacéo direta de receptores de
membrana ou pela geragao de segundos mensageiros. Evidéncias demonstraram que
PE tem influéncia no processo de citocinese, atuando como um regulador do
movimento dinamico das proteinas do citoesqueleto e desempenhando um papel
fundamental na mediagao durante a fusdo da membrana e na desmontagem do anel

contratil, concedendo uma divisgo celular bem sucedida (EMOTO et al., 1996).

A Fosfatidiletanolamina (PE) compreende aproximadamente 25% dos
fosfolipideos totais, € encontrada em maior quantidade no cérebro, compondo
aproximadamente 45% do total de fosfolipideos. Em mamiferos a
Fosfatidiletanolamina (PE), atua como principal regulador na homeostase do
colesterol, €& responsavel por regular a funcdo e morfologia mitocondrial, e
desempenha um importante papel no processo de autofagia. Sabe-se que em células
de mamiferos, PE pode ser sintetizada por quatros vias diferentes (figura 2), sendo a
mais importante, a via de CDP-etanolamina (via Kennedy), onde sua sintese acontece
no reticulo endoplasmatico, a via de descarboxilagdo da Fosfatidilserina (OS), também
€ de grande importadncia, e sua sintese acontece no interior da membrana

mitocondrial. O mecanismo de escolha da via para produgao destes fosfolipideos



ainda nao é claro, pois em estudo realizado em camundongos, observou-se PE de
diferentes vias, em diferentes células. (VANCE; TASSEVA, 2013).
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Figura 2. Vias de sintese dos principais fosfolipideos e triacilglicerideos em eucariotos
(NELSON, DAVID L. COX, 2014).

Despertou-se grande interesse cientifico, em desenvolver estudos que
elucidassem o comportamento bioquimico destes compostos fosforilados, por serem
substancias presentes em tecidos organicos, tornou-se o foco de varias pesquisas
desde entdo (FOLSCH; OSTERBERG, 1959)

Evidéncias demonstram que a organizagao de diferentes fosfolipideos na
bicamada da membrana celular n&o é ao acaso, podendo ser um fator importante na
sinalizacao e na estrutura celular. Sabendo disso, na década de 60, pesquisadores
passaram a ir em busca de novas moléculas imunomoduladoras derivadas de
fosfolipideos, identificando a Lisofosfatidilcolina (LisoFC), como o primeiro analogo
metabolicamente estavel, entretanto, devido a instabilidade metabdlica e rapida

metaboliza¢ao dos fosfolipideos, surgiu-se a necessidade de modificagdes estruturais



na LisoFC, para que se obtivesse estruturas analogas metabolicamente resistentes
as enzimas responsaveis pelo metabolismos destes fosfolipideos, assim aumentando
a sua capacidade imunomoduladora. A partir dai, o éteres provenientes da LisoFC,
passaram a fazer parte de uma préspera classe de drogas consideradas citostaticas,
surgindo entdo os analogos dos alquilfosfolipideos antitumorais (AFTs) (FERREIRA,
2013).

A progressao tumoral desencadeia muitas mudangas metabdlicas para que
possa acontecer o desenvolvimento do cancer. Foram encontrados em tumores de
mama, niveis bastante aumentados em comparag¢ao ao tecido normal, dois derivados
de alquilfosfolipideos, a fosfatidilcolina (PC) e a fosfatidiletanolamina (PE),
demonstrando que estes niveis aumentam de acordo com a progressao do cancer
(MORSE et al., 2011). Ainda n&o se sabe o mecanismo pelo qual as células tumorais
conseguem modificar o metabolismo lipidico, porém o metabolismo destas células
neoplasicas tem sido alvo de incansaveis estudos, para que haja desenvolvimento de
novas drogas que as combatam, sem que haja danos as células saudaveis do
organismo (VAN DER LUIT et al., 2007).

Pesquisas para o desenvolvimento de terapias anticancer vem sendo
realizadas desde a década de 40, porém, nos dias de hoje, a grande dificuldade na
terapéutica de alguns tipos de cancer, ainda é um grande obstaculo, a necessidade
de novas drogas mais eficientes e menos dispendiosas vem surgindo diante desta
dificuldade. Os fosfolipideos antineoplasicos (APs), que fazem parte do grupo dos
alquilisofosfolipidios sintéticos (ALPs), atualmente sdo o foco de estudo para a
formulacdo de novos farmacos com promissora atividade anticancerigena. Estas
drogas ndo possuem o DNA como o alvo de seu mecanismo de agdo, e sim, a
bicamada lipidica da membrana celular, devido a sua alta afinidade por ela, interferem
no metabolismo de lipidios, alterando a transdug¢do da sinalizagao celular, assim

induzindo a apoptose, sem destruicdo das células normais (MENEGUELO, 2007).

Recentes estudos demonstraram que a fosfoetanolamina sintética pode
exercer alguns efeitos anticancer em distintas linhagens de células tumorais solidas,
destacou-se, que em células de melanoma a FOS apresentou atividade
antiproliferativa e pré-apoptética, e em modelos in vivo de carcinoma de ascite de
Ehrlich, e também em melanoma, apresentou atividade antitumoral, inibindo o

crescimento tumoral, e aumentando o tempo de vida dos animais, sem causar



toxicidade hepatica e/ou hematologica (FERREIRA et al., 2013). Porém estes
mecanismos antitumorais ainda sdo desconhecidos, mas ndo deixam de trazer
grandes esperangas para o tratamento de neoplasias malignas que ja se tornaram
resistentes a tratamentos convencionais, principalmente por apresentarem alta
atividade citotdxica a diferentes tumores (FERREIRA et al., 2012b).

Foi observado camundongos com tumores de melanoma, tratados com
Fosfoetanolamina sintética, a reducdo significativa de metastases internas e
neoangiogénese. A partir de entdo, despertou-se a necessidade de se investigar
efeitos antitumorais desta, que é a precursora central na biossintese destes
fosfolipideos, a Fosfoetanolamina (FOS ou PEA, derivada do inglés,
Phosphoethanolamine), que exerce variadas fungdes no metabolismo celular; lipidio
que participa na transferéncia de fosfoproteinas, atua como substrato para
fosfolipideos de membranas celulares, e tem apresentando intensa atividade

citotoxica em uma grande variedade de células tumorais (FERREIRA et al., 2012a).

As terapias alternativas constituem uma forma de promover o "milagre" para a
cura do cancer. Contudo, o empirismo milagroso nao tem base cientifica e nem
documentacido suficiente para comprovar a eficacia do tratamento. O uso de
tratamentos n&o comprovados cientificamente, ndo €& wuma caracteristica
contemporanea em oncologia. Estudos demostram que a maioria dos pacientes usou
algum tipo de terapia alternativa e sem sucesso. Essa pratica é ariscada, pois pode
interferir e dificultar os efeitos de uma substéncia usada no tratamento anticancer
(PONDE; DE AZAMBUJA; ADES, 2016).

Surgiu entdo, necessidade de se estudar esta substancia que ficou conhecida
popularmente como a “pilula do cancer”, composto este, que vem sendo utilizada no
Brasil para o tratamento de neoplasias malignas, sem as devidas e necessarias

comprovacdes cientificas de sua real atividade terapéutica (FERREIRA et al., 2012b).

2.3 Angiogénese

Os vasos sanguineos sao estruturas provenientes de células endoteliais, que

se comunicam formando conexdes responsaveis por manter a diregdo do fluxo
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sanguineo, nutrindo tecidos e 6rgaos. Existem dois processos pelo qual acontece a
formacao de novos vasos sanguineos. Um deles, é a angiogénese, que a partir da
vasculatura pré-existente, se obtém a formagao de novas redes de vasos sanguineos,
podendo acontecer de duas maneiras, através de brotamento de novos vasos, ou por
nao brotamento, por invaginagao do vaso (intussusception), assim como demonstrado
abaixo (figura 3) (GEHLING et al., 2000; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; RISAU, 1995,
1997). Os mecanismos da angiogénese sao regulados através de citocinas
produzidas por diferentes tipos celulares, dentre elas, células tumorais, células
estromais e células inflamatdrias (LUDOVINI et al., 2003). Sdo de fatores de
crescimento, ou seja, fatores estimuladores ou inibidores, sendo estes, os fatores
angiogénicos (fatores positivos), e fatores anti-angiogénicos (fatores negativos)
(PEPPER, 1997).
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Figura 3. Esquema do processo de vasculogénese e angiogénese (RISAU, 1997).
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Em adultos o processo de formagao de novos vasos acontece apenas através
da angiogénese, logo, esta envolvida em varios mecanismos fisioldégicos no
organismo, atua durante a menstruacgao, ovulagao, nidagao, implantagao e gestacao.
Exceto durante o ciclo reprodutivo feminino, a angiogénese é fundamentalmente
mediada por fatores patoldégicos, como na cicatrizagcdo de feridas, e durante o
crescimento tumoral. Em processos normais, em resposta a estimulos especificos,
mediados por integrinas, mais especificamente a integrina av33, sdo glicoprotreinas
responsaveis pela adesdo celular, regulacdo da angiogénese e da homeostasia
vascular, ativam a vasculatura em repouso, desencadeando o desenvolvimento de
NOVOoSs vasos, processo este, inexoravelmente regulado e restrito as células afetadas,
por tempo determinado, limitado ao tempo de reparagdo (HANAHAN; FOLKMAN,
1996; HORTA et al., 2007).

A angiogénese é um dos mecanismos indispensaveis para o crescimento
tumoral. Estudos demonstraram que a ativacdo da angiogénese acontece durante
estagios pré-neoplasicos iniciais, ocorrendo antes do aparecimento do tumor
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996). A angiogénese possui relagao direta no processo de
desenvolvimento, invasdao e metastase de um cancer, nutrindo e fornecendo
condigbes favoraveis para a disseminagédo de células neoplasicas. Ao contrario do
mecanismo fisioldgico na formagéo de novos vasos, a angiogénese tumoral perde a
capacidade de regulagdo e autolimitagdo, ocorrendo uma multiplicagdo vascular
descontrolada e continua. As células neoplasicas adquirem a capacidade de induzir a
angiogénese, a partir da expressao local de fatores pré-angiogénicos. Dentre estes, o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) exerce um papel fundamental na
ativacdo da atividade angiogénica, sendo responsavel por estimular o inicio deste
processo. A superexpressao de VEGF tem sido observada em muitos tipos de cancer,
sendo associado a progressao e proliferacdo de varios tumores malignos. (CAPP et
al., 2009; JIN et al., 2005).

Como ja mencionado, o processo de angiogénese acontece devido a interagéo
de varios mecanismos, envolvendo células, fatores soluveis e componentes da matriz
extracelular (figura 4) (LIEKENS; CLERCQ; NEYTS, 2001). Existem centenas de
fatores responsaveis pela inducdo da angiogénese, dentre eles, um grupo de

moléculas que desempenham importantes fungdes neste processo (GOMES, 2012).
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Figura 4. Etapas do processo de angiogénese: 1. Por estimulo tumoral ou tecido lesionado,
fatores angiogénicos sao liberados. 2. Difundem-se por tecidos proximais, onde se ligam a
receptores especificos. 3. As células endoteliais (CE) sao ativadas. 4. Produgéo de enzimas
que degradam a membrana basal de vasos sanguineos preexistentes. 5. As CE se proliferam
e iniciam a formacéao de brotos em direcao ao tecido de estimulo; 6. Moléculas especializadas
na adesao (integrinas) servem como gancho na migracdo dos brotamentos. 7. Enzimas
adicionais (metaloproteinases da matriz) auxiliam na remodelacao desses brotos. 8. Brotos
se fecham para formacao dos tubos. 9. Formacgao de loops dos vasos sanguineos. 10. Vasos
recém-formados sdo estabilizados por células musculares especializadas lisas, os pericitos,
que fornecem suporte estrutural para o fluxo sanguineos (GOMES, 2012).

As integrinas, em especifico, a integrina av3 exerce um importante papel na
angiogénese, ela faz parte da familia das integrinas 33, proveniente de receptores
allbp3 (CD41/CD61), encontrado em plaquetas e megacariécitos, mais grandemente
distribuido, o avB3 (CD51/CD61). Pode ser encontrada na maioria das células
originadas do mesénquima, demonstra grande afinidade por diferentes proteinas
adesivas, dentre elas, a vitronectina, fibronectina, fibrinogénio, laminina, colageno e
fator de von Willebrand, colageno tipo | e osteopondina, sendo responsaveis pela
ligacao das proteinas da matriz extracelular. A expressao da integrina avp3 tem sido
observada com frequéncia em diferentes células tumorais. Com proposito de utilizar

as integrinas como alvo terapéutico, evidéncias tem demonstrado que a inibicdo da
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integrina avB3, anula com eficacia a angiogénese impedindo o desenvolvimento
tumoral, constatando que antagonistas de integrinas inibem a angiogénese
desencadeada por fatores de crescimento e tumores (ELICEIRI; CHERESH, 2001).

Sabe-se entdo que a angiogénese € um processo fundamental na formagao de
tumores malignos, e que substancias provenientes de células tumorais sé&o
responsaveis por estimular seu desencadeamento (NORRBY, 2006). Deste modo,
percebeu-se que a angiogénese € um importante ponto na terapia antitumoral,
estimulando pesquisas no desenvolvimento de elementos anti-angiogénicos, fatores
inibidores da angiogénese (PAPETTI et al., 2002).

2.4 Mutagenicidade e Antimutagenicidade

O ser humano estda em constante exposicdo a agentes potencialmente
mutagénicos, substancias que podem ser responsaveis por induzir alteragoes

celulares, causando danos ao metabolismo celular (FAGUNDES, 2013).

Mutagdes sao alteracbes sofridas pelas células, como consequéncia, a
transformacgao de seu material genético (DNA), causada pela frequente exposicéo a
agentes ambientais (fisicos, quimicos ou bioldgicos). Estas alteragcbes podem ser
nocivas a células, uma vez que, podem causar a danos a processos vitais no
metabolismo celular, tais como a duplicagdo do DNA e a transcricdo génica, e até
mesmo aberragdes cromossOmicas, fendbmenos estes, que podem desencadear
processos cancerosos e morte celular (COSTA; MENK, 2003). Tais alteragées podem
ocorrer de forma espontanea, em consequéncia de processos normais das células,
ou podem ocorrer pela indugdo de fatores fisicos, quimicos, biolégicos, ou pelo
estresse oxidativo (OLINSKI et al., 2002).

Pode ser caracterizada como mutagao, uma alteracao estavel ou herdada na
sequéncia de nucleotideos no material genético de uma célula, causando mudancgas
cromossOmicas ou génicas. Assim um composto € considerado mutagénico, quando
exerce a capacidade de aumentar a taxa de mutagao, além da julgada como mutacéo

espontanea de um organismo (SILVA, 2014).
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Antimutagenicidade é um mecanismo normal entre seres vivos, que tem como
funcao, a capacidade de manutencdo da transmissao de informagdes genéticas. Este
evento se manifesta na diminuigao da repeticdo de injurias genéticas, produzido por
um sistema eficiente de substancias enddégenas antimutagénicas, ativadas a niveis
celulares e moleculares (GONCHAROVA, 1993).

Sé&o descritos como antimutagénicos, agentes que possuem a capacidade de
reduzir a frequéncia de mutagdes, sejam elas, espontaneas ou induzidas. As
substancias antimutagénicas podem ser classificadas ou divididas em
desmutagénicos, substancias com papel de protecdo ao inativar as substancias
mutagénicas antes de atuarem sobre o DNA e as substancias bio-antimutagénicas
com capacidade de inibir a mutacao por interferirem sobre os processos metabdlicos
de reparacao inerentes a célula (KADA; MORITA; INOUE, 1978).

O inicio e progressao do cancer, frequentemente tem como uma das principais
causas frequentes, as mutagdes, devidos a danos causados ao DNA por agentes
mutagénicos (AJITH; SOJA, 2006). Logo, o estudo de substancias com propriedades
terapéuticas, que apresentam em suas propriedades, possiveis atividades
antimutagénicas, € de suma importancia, uma vez que, nos dias de hoje um dos
principais fatores que contribuem para a longevidade, é prevenir e controlar o
aparecimento de tumores (RHEE; PARK, 2001)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a fosfoetanolamina sintética em relacdo as suas possiveis atividades
angiogénica/antiangiogénica, mutagénica/antimutagéncia, genotoxica/ antigenotédxica

e citotoxica.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar a possivel atividade angiogénica/antiangiogénica da fosfoetanolamina
mediante realizacdo de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo

experimental a membrana corioalantdide (CAM) de ovo embrionado de galinha.

. Avaliar a possivel presenca da atividade mutagénica da fosfoetanolamina
sintética mediante a realizagdo de experimentos “in vivo”, utilizando como modelo
experimental o teste de micronucleo em medula Ossea hematopoiética de

camundongos.

. Avaliar a possivel presenca da atividade antimutagénica da fosfoetanolamina
mediante realizacdo de experimentos “in vivo”, pelo tratamento simultdneo com um
composto sabidamente mutagénico, a doxorribucina, utilizando-se o teste de

micronucleo em medula éssea hematopoiética de camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fosfoetanolamina

A fosfoetanolamina utilizada, foi comercializada pela Sigma-Aldrich, a O-
Phosphorylethanolamine P0503. Férmula linear NH2CH2CH20POsHz2, peso molecular
141,06. Lote: BCBR7538V. Validade: 28/02/2019.

4.2 Teste da Angiogénese em membrana corioalantéide

4.2.1 Ovos embrionados de galinha

Foram analisadas 50 membranas corioanlantdéide do ovo embrionado de
galinha (Gallus domesticus). Os ovos foram obtidos da granja Sdo Domingos, Setor

Vale das Pombas da cidade de Aparecida de Goiania — Goias.

4.2.2 Substancias utilizadas

a) Controle inibidor: Solucdo de Dexametasona injetavel, na concentracdo de
4mg/mL - Aché Laboratérios Farmacéuticos, Lote n° 1608468, data de fabricacéo de
julho de 2016, data de validade em julho de 2018.

b) Controle negativo: Agua para Injecdo, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: OUW,

validade em outubro de 2017.

c) Controle positivo: Regederm® - Pele Nova Biotecnologia, Lote n° 00134061,

validade em fevereiro de 2018.

d) Cloreto de Sdédio 0,9%, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CDI, validade: dezembro
de 2017.

e) A fosfoetanolamina Sigma-Aldrich para o teste, foi diluida em agua destilada nas

concentragdes de 1000 mg/mL e 500 mg/mL.
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4.2.3 Procedimento experimental

Inicialmente foi realizado a assepsia e antissepsia dos ovos embrionados de
galinha, logo em seguida foram incubados em estufa automatica a temperatura de
37°C e com umidade entre 60 e 70%, permanecendo durante dezesseis dias em

incubacgao.

Ao quinto dia de incubagao, os ovos foram retirados da estufa para a realizagao
de uma abertura circular na casca dos mesmos, com auxilio de uma Micro Retifica
Dremel®. Apés abertura da casca dos ovos, foi colocado uma gota de cloreto de sodio
a 0,9% (NaCl 0,9% plv), para a facilitagdo da retirada da membrana interna do ovo,
assim expondo a Membrana Corioalantéide (MCA) ja vascularizada. A abertura foi
vedada com fita adesiva e o ovo foi novamente incubado a 37° C. Todo este
procedimento foi realizado dentro de uma caémara de fluxo laminar, em ambiente

previamente esterilizado com luz ultravioleta

Ao décimo terceiro dia de incubagado, os ovos foram retirados novamente da
estufa para a colocacdo dos discos de papel filtro banhados com 5 pL com a
substancia teste (Fosfoetanolamina), e com os controles (negativo, indutor e inibidor),
para a inoculacao da solugao Fosfoetanolamina no grupo teste, e, juntamente com os
grupos controles (negativo, indutor e inibidor), os discos de papel filtro foram
colocados diretamente sobre a membrana corioalantéide (MCA). Em seguida todos

os ovos foram vedados novamente e recolocados para a incubagao até o 16° dia.

Ao final do décimo sexto dia (ultimo dia de incubagao), os ovos foram retirados
da estufa, para remocao das membranas. Todas as MCAs foram fixadas em solugao
de formol (3,7 % v/v) por 5 minutos. Apds isso, foram cortadas detalhadamente e
retiradas, sendo mantidas em placa de Petri com solugdo de formol a 10%. Em
seguida, foram fotografadas com equipamento digital, em tamanho 640 x 480 pixels e
formato de RGB 24 bits, padronizados com objetivo de analisar e quantificar a rede
vascular (VAN DER LUIT et al., 2007; WILTING; CHRIST; WEICH, 1992).

4.2.4 Analise estatistica
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Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software BioEstat verséo 5.3.
Foram analisadas 50 membranas, sendo 10 membranas por grupo. A diferenga entre
os controles e as diferentes concentragdes pela analise de variancia ANOVA — teste
de Tukey. As diferengas entre os grupos (controles e teste) foram considerados

significativos os valores de p < 0,05.

4.3 Avaliagao da atividade mutagénica/antimutagénica da fosfoetanolamina pelo

Teste do Micronucleo em medula 6ssea de camundongos

4.3.1 Substancias utilizadas

e Solubilizagao das células:
- Soro fetal bovino da Laborclin Produtos para Laboratérios.
e Coloragao das laminas:
- Corante para células hematoldgicas PANOTICO.
e Controle positivo:
- Fauldoxo® (Cloridrato de doxorrubicina) 10 mg, solugao injetavel — Libbs.
Lote: 1720663. Fabricagao: 01/2017. Validade: 01/19.
e Controle negativo:
- Agua destilada estéril.
o Teste de Mutagenicidade:
- Fosfoetanolamina dose 1000 mg/kg.
- Fosfoetanolamina dose 500 mg/kg.
- Fosfoetanolamina dose 250 mg/kg.
e Teste de Antimutagenicidade:
- Fosfoetanolamina dose 1000 mg/kg.
- Fosfoetanolamina dose 500 mg/kg.
- Fosfoetanolamina dose 250 mg/kg.

- Doxorrubicina 2 mg/Kg.

4.3.2 Animais utilizados no experimento
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Para realizacdo do teste de micronucleo foram utilizados 48 camundongos
heterogénicos, linhagem Mus musculus, saudaveis, de origem do Biotério Central da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias. Machos e fémeas, apresentavam peso
corporeo entre 30 a 40 g, e idade entre 90 a 95 dias. Os animais foram alojados em
gaiolas individuais de polipropileno, com piso sodlido, forradas com maravalha
esterilizada, conforme padrbes internacionais, estavam acomodados em ambiente
com temperatura média de 24° C + 2°C e umidade relativa de 55% + 5%; com ciclo de

claro - escuro de 12 horas e tiveram agua e alimentacgao ad libitum.

4.3.3 Aprovagiao em Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pela Comissado de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catodlica de Goias, protocolo n°® 4665190417.

4.3.4 Procedimento Experimental

Os camundongos foram divididos em 8 grupos, cada grupo foi composto por 6
animais. Para avaliagdo da mutagenicidade, o grupo teste, os animais foram tratados
via intraperitoneal (i.p.) com a solugdo aquosa de Fosfoetanolamina em doses de
1000, 500 e 250 mg/Kg durante 24 horas. Para avaliagdo da antimutagenicidade, as
mesmas doses do grupo teste com solugdo aquosa de Fosfoetanolamina, foram
administradas juntamente com uma dose unica de 2 mg/Kg de Cloridrato de
doxorrubicina i.p. também durante um periodo de 24 horas. O grupo controle negativo,
foi tratado com agua destilada estéril (1 mL/100 g), enquanto o controle positivo foi
tratado com 2mg/Kg de Cloridrato de doxorrubicina. Apds 24 horas de tratamento, os
animais foram eutanasiados através de deslocamento cervical. Logo apds, tiveram
seus fémures retirados. As epifeses dos fémures foram cortadas e a medula dssea foi
lavada com 1 mL de soro fetal bovino. Em sequéncia, apés homogeneizagcao da
medula no soro, esta foi centrifugada a 1000 x rpm durante 5 minutos. Descartou-se
parcialmente o sobrenadante, e o precipitado de células foi homogeneizado. Uma gota
da suspensao foi transferida para laminas de vidro para confeccado de esfregacgo

celular. Apos secagem das laminas, estas foram fixadas em metanol absoluto durante
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5 minutos e coradas em solucdo corante PANOTICO. Apés este periodo, as laminas
foram lavadas em &gua corrente e deixadas secar em temperatura ambiente
(HEDDLE et al., 1983, 1991).

4.3.5 Analise citogenética

A analise das laminas foi realizada em microscopio de luz comum Nikon
biocular, com a finalidade de se detectar possiveis alteragbes e/ou perdas
cromossOmicas (micronucleos) nos eritrécitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea
dos animais submetidos a diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em
objetiva de imersao (100x) e ocular (10x), usando duas |dminas para cada animal,
foram contados 4000 EPC por camundongo. (OECD, 2014).

4.3.6 Analise estatistica

A frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em 4.000
EPC por camundongo dos grupos teste, foram comparadas em relagdo ao grupo
controle negativo ou positivo pela analise de varidncia de ANOVA - teste Tukey

(MELO-REIS et al., 2011)Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao da atividade angiogénical/antiangiogénica da fosfoetanolamina
sintética em MCA

Foram testadas 10 MCAs por grupo, foi utilizado como controle negativo agua
destilada, controle positivo Regederm® — Pele Nova Biotecnologia, controle inibidor,
utilizou-se dexametasona injetavel, e para o teste, a solugdo aquosa de
Fosfoetanolamina nas concentracées de 500 mg/mL e 1000 mg/mL. As redes
vasculares das membranas foram analisadas apds 72 horas de tratamento dos
controles e teste (CHAVES et al., 2016; MELO-REIS et al., 2010). As médias e os

desvios padrdes estdo apresentados na tabela 1 e figuras 5 e 6.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes obtidos ha mensuragdo do comprimento, calibre,
numeros de jungdes e complexos dos vasos sanguineos.

Comprimento Calibre

Grupos Nuamero de Numero de
(Pixel) (Pixel) juncdes Complexos
Controle Positi 54046,9 +
(;Z;Z:err?%)l\;o 9864,4 + 3758,6 31232 256,0+130,5 56,8 + 22,1
Controle Inibid 14226,4 +
onirole Tnibidor = 5170,2 + 1575,2 30,0 + 35,1 22,3+ 12,7
(Dexametasona) 14010,7
- 211229 +
Controle Necgatlvo 3232.9 +1490,3 66,0 + 435 23,5+ 16,7
(H20) 8508,6
2
16196,3 +
Fosfo 500 mg/mL  6926,7 + 2642,9 &PC 106.5 + 75,1 & 2¢ 47 + 256 PC
13970,3 &P
33072,6 +
Fosfo 1000 mg/mL  8849,2 + 44584 °C 15755 9bc  173,9%983 b.¢ 60,9+ 4320C

ANOVA, Tukey

a p<0,05 quando comparado com controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao inibidor;

¢ p<0,05 quando comparado ao controle negativo
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Os resultados demonstraram um aumento significativo em relagdo ao
comprimento dos vasos, na concentragcado de 500 mg/mL de fosfoetanolamina, quando
comparada aos controles, negativo e inibidor (p<0,05), ndo apresentando diferenca
significativa quando comparada ao controle positivo, demonstrando atividade
angiogénica, porém, nao tdo elevada, como o controle positivo. Enquanto na
concentragdo de 1000 mg/mL, houve diferenga significativa quando comparada aos
controles negativo e inibidor (p<0,05), ndo havendo diferenga significativa, quando
comparada ao controle positivo, demonstrando importante atividade angiogénica.

A variavel calibre, a solugdo aquosa de fosfoetanolamina na concentragcao de
500 mg/mL, apresentou significativa diferenga quando comparada ao controle
positivo, ndo apresentando o aumento no calibre dos vasos (p<0,05), porém
apresentou diferenga significativa, observando aumento no calibre destes vasos
quando comparada ao controle inibidor (p<0,05), entretanto, quando comparada ao
controle negativo, ndo se obteve diferenga significativa, apresentando-se
estatisticamente igual. Enquanto, a solugao de fosfoetanolamina na concentracéo de
1000 mg/mL, apresentou diferenga significativa quando comparada aos controles
negativo e inibidor (p<0,05), apresentando aumento consideravel no calibre dos
vasos, quando comparada ao controle positivo, ndo apresenta diferenga significativa
(p>0,05), demonstrando ser angiogénica.

As membranas tratadas com a solugdo aquosa de fosfoetanolamina na
concentragcdo de 500 mg/mL, apresentaram diferenga significativa quando
comparadas ao controle positivo (p<0,05), ndo havendo aumento no numero de
juncdes, porém, quando comparadas ao controle inibidor e negativo, apresentaram
significativa diferenga (p<0,05), observando aumento no numero destas jungdes. Ja,
na concentracdo de 1000 mg/mL de solugdo aquosa de fosfoetanolamina, os
resultados demonstraram significativa diferenca quando comparadas aos controles
inibidor e negativo (p<0,05), apresentando um importante aumento no numero de
juncdes, e nao apresentando diferenga significativa ao controle positivo (p>0,05).

O numero de complexos observados na concentracdo de 500 mg/mL de
fosfoetanolamina, apresentou diferenca significativa quando comparado aos controles
inibidor e negativo (p<0,05). Do mesmo modo, na concentracdo de 1000 mg/mL, o
numero de complexos observado também foi maior quando comparado aos controles

inibidor e negativo (p<0,05), observando um importante aumento no numero destes
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complexos. Contudo ambas concentra¢gdes nao apresentaram diferenga significativa
em relagao ao controle positivo (p>0,05). Logo, demonstrando atividade angiogénica.
Os resultados da quantificagao foram ilustrados nos graficos da figura 5 e na

figura 6.
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Figura 5. Grafico Box Plot dos valores do comprimento, calibre, nimero de jungdes e nimero
de complexos das MCAs obtidas apds tratamento com a solugido aquosa de fosfoetanolamina
e controles.
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[LELEN

Figura 6. Imagens representativas da rede vascular formada na regido Membrana
corioalantéide (MCA) apds tratamento com a solugdo aquosa de fosfoetanolamina. As

imagens de MCA no software Angioquant.

5.2 Avaliagao da atividade mutagénica e antimutagénica da fosfoetanolamina

sintética

A avaliagdo de mutagenicidade e antimutagenicidade, foi realizada pelo teste
de Micronucleo em medula déssea de camundongos, através da contagem da

frequéncia de EPCMN em 4.000 EPC por camundongo.

Os resultados da frequéncia de EPCMN avaliados em 4.000 EPC, média e

desvio padrao, estao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncia de EPCMN apds 24 horas do tratamento com solugdo aquosa
de Fosfoetanolamina em diferentes concentragcdes e controles para avaliacido de
mutagenicidade

Eritrécitos policromaticos micronucleados

Doses Numero de (EPCMN)
(mg/kg) animais
Dados Individuais MN/4000 EPC
MN/4000 EPC Média + DP
Fosfoetanolamina 6 5-8-6-13-6-7 8+2949
250 mg/Kg
Fosfoetanolamina 6 9-13-16-16-12-9 13+3,12P
500 mg/Kg
Fosfoetanolamina 6 9-13-13-12-17-10 12+28%2 b
1000 mg/Kg
Controle P.o.smvg 6 59-54-47-50-53-43 51+5,6
(Doxorrubicina)
Controle Negativo (Agua 6 8-8-13-6.9-9 9423

destilada) ®

ANOVA, Tukey
a p<0,05 quando comparado ao controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

Os resultados do Teste de Micronucleo para avaliagdo de mutagenicidade,
demonstrou que a solugcido aquosa de fosfoetanolamina na concentracdo de 250
mg/mL, apresentou diferenga significativa quando comparada aos controles positivo
(p<0,05), e quando comparada ao controle negativo, ndo apresentou diferenca
significativa, ou seja, ndo verificando atividade mutagénica a substancia em teste.

A solugao aquosa de fosfoetanolamina na concentragao de 500 mg/mL também
apresentou diferenga significativa em relagdo aos controles positivo e negativo
(p<0,05), também n&o apresentando mutagenicidade.

E por fim, na concentragao de 1000 mg/Kg de fosfoetanolamina observou-se
significativa diferenca entre os controles positivo e negativo (p<0,05), ndo conferindo
atividade mutagénica consideravel a substancia.

Para avaliacdo de antimutagenicidade, os animais foram tratados com a
solugédo aquosa de fosfoetanolamina nas concentragdes de 250, 500 e 1000 mg/Kg,

simultaneamente com a doxorrubicina. Os resultados estao expressos na tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncia de EPCMN apds 24 horas de tratamento simultaneo de
diferentes concentracdes da Fosfoetanolamina com doxorrubicina para avaliacdo de
antimutagenicidade

Eritrécitos policromaticos micronucleados

Doses Numero de (EPCMN)
(mg/kg) animais
Dados Individuais MN/4000 EPC
MN/4000 EPC Média + DP
Fosfoetanolamina 250 ab
ma/Kg + doxorrubicina 6 39-26-27-37-35-30 32+54
Fosfoetanolamina 500 a, b
mg/Kg + doxorrubicina 6 34-32-40-33-20-32 32+6,5
Fosfoetanoalmina1000 a,b
ma/Kg + doxorrubicina 6 39-35-19-23-24-23 27 +7,9
Controle Positi
oniro’e Fositivo 6 59-54-47-50-53-43 51+56
(Doxorrubicina)
Controle Negativo (Agua 6 8-8-13-6.9.9 9+23

destilada) °

ANOVA, Tukey
a p<0,05 quando comparado ao controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

De acordo com o demonstrado nos resultados, na concentragdo de 250 mg/mL
da solugao aquosa de fosfoetanolamina, observou-se uma diferenga significativa, em
relacdo aos controles positivo e negativo (p<0,05), constatando atividade
antimutagénica.

Do mesmo modo, a fosfoetanolamina na concentracdo de 500 mg/mL,
apresentou significante diferenca em relagdo aos controles positivo e negativo
(p<0,05), também apresentando atividade antimutagénica.

Avaliacdo para antimutagenicidade demonstrou que a fosfoetanolamina na
concentracdo de 1000 mg/mL apresentou significativa diferenga quando comparada
aos controles positivo e negativo (p<0,05).

A substéancia teste, em suas diferentes concentra¢des apresentou significativa
diferenca em relagdo aos grupos controle, assim sendo considerada uma substancia

antimutagénica.
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliagao da atividade angiogénical/antiangiogénica

A fosfoetanolamina, uma substancia sintética que ficou conhecida
popularmente, como a “pilula do cancer”. A equipe coordenada pelo quimico, Gilberto
Orivaldo Chierice, estuda esta substancia que promete ser a cura do cancer, a mais
de 20 anos. Segundo Chierice, a fosfoetanolamina simula uma substancia organica,
responsavel por sinalizar células neoplasicas, ativando a sua remogao pelo sistema
imunoldgico. Porém a fosfoetanolamina se encontra em fase de teste pré-clinicos,
ainda sem aprovagao de uso pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
(MEDEIROS MOTA; CRISTINA DE SOUSA, 2017).

A analise dos resultados deste estudo, demonstrou, que a fosfoetanolamina
sintética nas concentracdo de 500 mg/mL, apresentou demonstrou ser angiogénica,
apenas em 2 parametros testado, apresentando aumento significativo apenas no
numero de jungdes e numero de complexo, enquanto na concentragao de 1000
mg/mL, apresentou significativo aumento nos quatro parametros testados
(comprimento, calibre, numero de jungdes e numero de complexos), quando
comparado aos grupos controle, demonstrando ser uma substancia ativadora da
angiogénese.

O levantamento bibliografico realizado em plataformas de trabalhos de
cientificos, nao constatou estudos relacionados a atividade angiogénica e
antiangiogénica da fosfoetanolamina sintética.

Alguns dos estudos existentes realizados com a fosfoetanolamina, foi a
avaliagao da possivel atividade anticancer em sarcoma 18, ndo apresentando efeito
inibidor nos animais tratados com a dose de 1 g/Kg durante 10 dias (FILHO, 2016). O
estudo realizado com a fosfo em células de melanoma murino, apresentou resultados
significativos, evidéncias demostraram que a fosfoetanolamina possui atividade
inibitéria em relagao a proliferacdo e crescimento de células tumorais tanto in vitro,
quanto in vivo (VERONEZ, 2012).

Inicialmente, o intuito deste estudo, era encontrar uma sustancia provavelmente
antiangiogénica, ja que em pesquisas realizadas com a fosfoetanolamina, a

substancia demonstrou possuir efeitos antiproliferativos (VERONEZ, 2012). Assim,
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podendo ser uma substancia em potencial para o tratamento anticancer. No entanto,
a fosfoetanolamina demonstrou ser angiogénica, ou seja, € capaz de ativar o
crescimento de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Logo, se desperta sua
importancia para o tratamento de patologias que necessitem deste mecanismo,
aplicando-a no desenvolvimento de novos medicamentos, nesta vertente. As doencgas
desencadeadas pelo diabetes, teria grande aplicabilidade no tratamento, pois séo
alteracdes que causam importantes danos a vascularizacao, a retinopatia diabética, o
pé diabético, por exemplo, podendo até reduzir o numero de amputagcbes, com a
reversao desta alteracao.

Portanto, diante deste contexto, os resultados desta pesquisa sao relevantes,
pois demonstram que a Fosfoetanolamina sintética possui atividade angiogénica,
sendo um importante passo para o avang¢o de novas pesquisas, e o desenvolvimento

e aplicagao de novas terapias para diversas patologias.

6.2 Avaliagao da atividade mutagénica e antimutagénica

A partir do teste de micronucleo realizado com a solugdo aquosa de
fosfoetanolamina, pode-se observar que a substancia n&do apresentou atividade
mutagénica em nenhuma de suas concentrac¢des testadas (250, 500 e 1000 mg/Kg).

Um relatério desenvolvido por um grupo de pesquisa da Fosfoetanolamina
sintética da USP de Sao Carlos, no Centro de Inovacdo e Ensaios Pré-Clinicos, em
parceria com o Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes, unico
estudo de mutagenicidade feito com a fosfoetanolamina até entao, realizou testes de
micronucleo em medula éssea de camundongos na dose oral de 2000 mg/Kg, também
demonstrou que a fosfoetanolamina sintética, ndo apresentou efeitos mutagénicos
(CALIXTO et al., 2016)

A avaliagdo da atividade antimutagénica demonstrou que a fosfoetanolamina
possuem efeitos antimutagénicos em todas as concentragbes testadas (250, 500,
1000 mg/Kg).

De acordo com levantamento bibliografico realizado, a avaliagcdo de
antimutagenicidade da fosfoetanolamina sintética, feito pelo teste de micronucleo em
medula 6ssea de camundongos, é inédito na literatura, sendo realizado até entéo,

apenas neste estudo.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que a solugao
aquosa da Fosfoetanolamina sintética apresentou atividade angiogénica em todas

as concentracoes testadas.

A solugéo aquosa da Fosfoetanolamina sintética ndo apresentou agéo
mutagénica em nenhuma das concentragdes, testadas pelo Teste de Micronucleo

em medula 6ssea de camundongos.

Na avaliacdo de antimutagenicidade, a solugado aquosa da Fosfoetanolamina
sintética apresentou agao antimutagénica significativa, quando comparada aos

grupos controle.
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