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Resumo

O dioxido de cloro (ClOz2) possui um forte poder de oxidacado podendo se oxidar
em clorito e clorato. O efeito oxidativo do ClO2 j& foi considerado potencial para
uso em tratamento contra doencas infecciosas, parasitarias e anticancer. Muitas
pesquisas por novos tratamentos contra a leishmaniose séo realizadas em busca
de encontrar alternativas de baixo custo e de reposicionamento de farmacos.
Com isso o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do dioxido de cloro em
meio aquoso e a determinacdo do seu potencial antileishmania e anticancer.
Através do cultivo celular de linhagens neoplasicas e nédo neoplasicas, foi
possivel realizar analises de toxicidade e anticancer in vitro por meio do ensaio
de SRB e analises de potencial antileishmania in vitro com o uso de
promastigotas no ensaio de coloragdo com MTT. O clorito n&o foi nefrotoxico e
hepatotoxico até a concentracdo 10ug/mL, até a concentracdo de TGI 94ug/mL,
apresentou inibicdo de proliferacdo celular que pode ser reversivel ou
irreversivel. Quanto a atividade antileishmania, as concentracdes efetivas foram
10x menores(<lpg/mL) que a GI50 das células ndo neoplasicas (NIH/3T3)
mostrando seletividade. O efeito anticancer foi moderado para as trés linhagens
testadas (MDA-MB231, MCF7 e PC-03). Os resultados preliminares indicam o
clorito estimula injaria celular pela via da apoptose. O clorito apresentou efeito

antileishmania e anticAncer com baixa toxicidade.

Palavras-chaves: diéxido de cloro; clorito; leishmania; cancer; toxicidade.
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Abstract

Chlorine dioxide (CIO2) has a strong oxidation power and can oxidize to chlorite
and chlorate. The oxidative effect of CIO2 has been found to have potential for
use in treatment against infectious, parasitic, and anticancer diseases. Many
researches for new treatments against leishmaniasis are carried out in order to
find low cost alternatives and drug repositioning. The objective of this work was
to evaluate the toxicity of chlorine dioxide in aqueous media and to determine its
antileishmanial and anticancer potential. Through cell culture of neoplastic and
non-neoplastic cell lines, it was possible to perform in vitro toxicity and anticancer
analyses using the SRB assay and in vitro antileishmania potential analyses
using promastigotes in the MTT staining assay. The chlorite was not nephrotoxic
and hepatotoxic up to the concentration 10ug/mL, up to the concentration of TGl
94ug/mL, showed inhibition of cell proliferation that may be reversible or
irreversible. As for the antileishmania activity, the effective concentrations were
10x lower(<1pg/mL) than the GI50 of non-neoplastic cells (NIH/3T3) showing
selectivity. The anticancer effect was moderate for the three tested strains (MDA-
MB231, MCF7 and PC-03). Preliminary results indicate chlorite stimulates cell
injury through the apoptosis pathway. Chlorite showed antileishmanial and
anticancer effect with low toxicity.

Keywords: chlorine dioxide; chlorite; leishmania; cancer; toxicity.
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1. Introducéo

O didxido de cloro (ClO2) é um gas amarelo-esverdeado que pode também se
apresentar na forma liquida quando diluido (GATES, 1998). Possui um forte
poder de oxidac&o podendo se oxidar em clorito e clorato (BECKER, NICOSON
E MARGERUM, 2003). Tem utilidade popular para o uso em tratamento de
aguas, mas sua utilidade inicial aplicava-se como agente de branqueamento de
papel (HUBBARD, POPPENDIECK E CORSI 2009). O dioxido de cloro e suas
outras formas também apresentaram atividade como antifingicos, antivirais,
antibacterianos e antiparasitarios (SANEKATA et al., 2010; Li et al. 2004;
MORINO et al. 2007 MORINO et al. 2011)

O efeito oxidativo do ClO: ja foi descrito apontando para um potencial uso em
tratamento contra doencas infecciosas e parasitarias, porém, até o momento nao
h& trabalhos que comprovem (POWELL E CLARK, 2004). Com base em
pesquisas em diferentes vertentes, esta amostra demonstra ser um forte

candidato a um tratamento multialvo.

Muitas pesquisas por novos tratamentos contra a leishmaniose sdo realizadas
em busca de encontrar alternativas de baixo custo e com baixa toxicidade ao
organismo (BRASIL, 2017). O tratamento da leishmaniose humana se trata de
quimioterapia baseada na utilizacdo de medicamentos que possuem metais
pesados toxicos, conhecidos como antimoniatos, entre eles 0os mais usados sao
o antimoniato de meglumine (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio
(Pentostan®). A Pentamidina e Anfotericina B s&o utilizados como tratamento de
segunds linha, usados geralmente quando o paciente ndo responde ao
tratamento. Todos sdo de administracdo injetavel e precisam de supervisdo
clinica ou hospitalizacdo devido elevada toxicidade (RAJASEKARAN & CHEN,
2015; MURRAY et al., 2005; SUNDAR et al., 2012)

Para os cées o tratamento com medicacdes humanas ¢ ilegal, fazendo com que
a miltefosina seja o medicamento liberado para o tratamento da leishmaniose
visceral canina. Este fArmaco possui toxicidade comprovada, no entanto nao
apresenta nefrotoxicidade. (BRASIL, 2017).
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O tratamento da leishmaniose em humanos apresenta baixa efetividade e alta
toxicidade, além de desenvolver resisténcia as drogas ja existentes e variacado
na sensibilidade de diferentes cepas as mesmas também dificultam o
tratamento. (BRASIL, 2017).

Considerando o cancer como uma doenca altamente incidente em todo o mundo,
a quimioterapia € o principal e mais eficaz entre os tratamentos, porém o uso de
radioterapia, cirurgias, hormonioterapias podem ser utilizadas como adjuvantes
(SOUZA et al. 2007). Neste método o uso de politerapias ajuda a diminuir os
efeitos adversos assim como a resisténcia medicamentosa e as doses aplicada

dos medicamentos quimioterapicos, diminuindo toxicidade.

A busca de novos farmacos contra o cancer é constante no meio cientifico,
voltados a tratamentos com baixo custo, menos toxicos e com menores efeitos
colaterais (MEDRADO et al. 2015)

Com isso o foco desta pesquisa foi avaliar in vitro a toxicidade do clorito e seu
potencial antileishmania e anticancer
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2. Revisao de literatura.

2.1.Leishmanioses

As leishmanioses podem ser definidas como um complexo de doencas
infecciosas que sdo causadas por diferentes espécies de protozoéarios do género
Leishmania e fazem parte do grupo de doencas caracterizadas como doencas
tropicais negligenciadas (DTNs) (WHO, 2022)

Apresenta-se principalmente em trés formas clinicas: a visceral sendo
considerada a forma mais grave, a cutanea como a forma mais frequente e a
mucocutanea (WHO 2022). Esta classificada entre as 6 doencas mais
negligenciadas em todo o mundo e afeta principalmente paises em
desenvolvimento com foco em regides mais pobres. (WHO 2022)

O género Leishmania possui 20 espécies que podem prejudicar a saude do
homem dentre as mais de 50 espécies ja reconhecidas (Klatt et al. 2019). A
transmissdo desses parasitas se d& por insetos dipteros chamados de
flebotomineos, que pertencem ao género Lutzomya no novo mundo. As
principais formas evolutivas deste parasito sdo a promastigota que fica
localizada no tubo digestivo do vetor e a amastigota encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados. (BRASIL 2017)

Anualmente, sdo notificados mais de dois milhdes de novos casos em todo o
mundo, isso por que a leishmaniose € endémica em 98 paises o0 que leva a cerca
de 350 milh&es de pessoas a risco dessa infeccdo. De maneira global o Brasil é
lider em numero de notificacdes de casos de leishmaniose Visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar (LT) (BRASIL, 2017)

As espécies de Leishmania se divergem em relacdo as suas manifestacoes
clinicas, podendo uma apresentar feridas que se curam em poucos meses e
outra levar o infectado a 6bito. Os pontos que podem diferenciar cada espécie
sao o vetor, as caracteristicas do parasito, do vetor e do hospedeiro (Colmenares
2002)
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2.2.Leishmaniose tegumentar

A forma clinica mais comum € a leishmaniose tegumentar (LT), endémica em
mais de 70 paises (OPAS 2019). Nas Américas esta presente em 19 paises,
sendo o Brasil com a maior prevaléncia na América do Sul com 90% dos casos
(Burza et al.,2018). A LT era identificada primordialmente em areas rurais, porém
o desmatamento decorrente da urbaniza¢ao ocasionou na adaptacéo do ciclo do
vetor para regides proximas as moradias urbanas levando a um aumento do

namero de casos desta doenca. (BRASIL, 2017)

Segundo Lainson e Shaw (2010) as espécies responsaveis por acometer a LT
em territério brasileiro estéo divididas em dois subgéneros: Viannia e Leishmania
e as principais espécies sdo L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, e L. (L.)

amazonensis.

E caracterizada por lesbes profundas na pele podendo ser Unica ou mdltiplas
com capacidade de disseminacao. Esta forma nao é fatal e suas feridas podem
se curar em 3 a 18 meses. Porém, pode afetar de maneira severa padrdes

estéticos e psicossociais dos infectados (Yanik 2004,; Burza et al.,2018)
2.3.Leishmaniose visceral

A forma mais grave da doenca é a leishmaniose visceral (LV), sendo fatal em
95% dos casos se nao for tratada. Cerca de 90% dos casos relatados pela OMS
ocorreram em 10 paises sendo eles: Brasil, China, Etidpia, India, Kenia, Somalia,
Sudéao e lemen. (WHO, 2020).

Em territorio brasileiro a espécie causadora da LV € a Leishmania infantum e seu
vetor sdo os flebotomineos pertencentes as espécies Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi conhecido popularmente como mosquito palha (RANGEL;
LAINSON 2003; OLIVEIRA et al., 2017)

A doencga apresenta um grave quadro febril, associada a um aumento do
tamanho do bago seguido de anemia e perda de peso levando o paciente a 6bito
por hemorragia ou infeccdo por bactérias oportunistas (SINGH & SUNDAR,
2015)
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Os cées sdo apontados como 0s principais reservatorios urbanos da L. infantum
ocasionando a Leishmaniose visceral canina (LVC). Estudos apontam que casos
humanos tendem a ser mais expressivos em locais que possuem alta
porcentagem de casos de LVC, e por estes animais serem a principal fonte de
infeccdo do vetor, a presenca destes em regides endémicas sao um fator de
risco para os humanos. (ALVES E BEVILACQUA, 2004; WERNECK, 2014)

2.4.Leishmaniose mucocutanea

E uma forma endémica na américa latina sendo a L. (V.) braziliensis seu principal
causador (PALMEIRO et al, 2007). Quase 90% dos casos ocorrem na Bolivia,
Brasil e Peru (OPAS, 2021). Por ser uma forma grave e com riscos de recidivas
da doenca em pacientes com problemas de imunossupressédo a preocupacao
dos paises endémicos é cada vez maior (LAWN, 2004; TUON et al, 2007).

As lesbBes ocasionadas por esta forma clinica sé@o cronicas causando
deformidades e sequelas no paciente. Afetam o trato respiratério e digestivo
superior e aparecem normalmente apOs a cicatrizacdo das lesGes cutaneas
podendo ambas ocorrer ao mesmo tempo. (MARSDEN, 1986; MUVDI-ARENAS,
OVALLE-BRACHO, 2019). Com isso as lesbes causadas por esta forma sdo
consideradas destrutivas e Ulcero vegetantes com sulcos profundos e granulos
grosseiros (PALMEIRO et al, 2007)

A LMC apresenta uma dificil deteccédo da carga parasitaria, seu diagnéstico é
feito a partir de testes sorolégicos, moleculares e teste cutaneo de Montenegro.
E de extrema importancia clinica que o diagndstico e tratamento sejam feitos e
administrados o quanto antes para que se evite possiveis sequelas funcionais
no paciente (MARSDEN, 1986; SKRABA, 2015)

2.5.Ciclo biolégico de Leishmania spp.

Leishmania spp sdo parasitas intracelulares obrigatorios do sistema fagocitico
mononuclear. Sdo da ordem kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
apresentam durante seu ciclo de vida duas formas de desenvolvimento biologico:
promastigota e amastigota (CARLSEN et al., 2013). As formas promastigota séo
proliferativas e possuem flagelo livre. Sdo encontradas no trato intestinal do

inseto vetor podendo estar no limen ou ligada pelo flagelo a cuticula intestinal.
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A forma amastigota é ovalada ndo méveis, sem flagelo aparente, sdo exclusivas
do hospedeiro vertebrados e geralmente encontrados no interior de células
fagociticas sendo os macréfagos os principais e possuem capacidade de se
multiplicar mesmo estando sob acdo de enzimas liso somais (PESSOA;
MARTINS, 1988; READY, 2010; DE MORAIS et al., 2015).

As promastigotas possuem cinco subclasses diferentes: prociclicas,
nectomonas, leptomonas, haptomonas e metaciclicas sendo esta ultima a forma
infectante que € inoculada no hospedeiro vertebrado no momento que ocorre o
repasto sanguineo (ZULFIQAR et al., 2017). Quando o flebotomineo ingere os
macréfagos contendo amastigotas € quando se inicia o ciclo. No inicio do repasto
a amastigotas se diferenciam em prociclicas sédo lentas e pequenas e com
flagelos curtos, chegando no intestino do vetor se diferenciam para nectomonas,
estruturas maiores que ja conseguem se multiplicar e com objetivo de sair da
matriz peritréfica, uma membrana que envolve o bolo sanguineo, para se ligar
as células epiteliais presentes no intestino médio e seguir para o intestino médio
"toracico" anterior onde evoluem para leptomonas com uma morfologia mais
curta. Por fim avancam para as proximas duas formas na valvula estomodeal, a
haptomonas parasita foliar com flagelos curtos e ndo moveis e constituem um
tampéo parasita na vélvula estomodeal. e a metaciclicas a fase infecciosa
possuindo grandes flagelos estando aptos para a transmisséo para o hospedeiro
mamifero. O tempo médio para este ciclo € de 6 a 9 dias. (KAMHAWI, 2006;
SMITH et al., 2014) A figura 1 demonstra os desenvolvimentos principais que

ocorrem no interior do vetor das formas de promastigota de Leishmania.

Figura 1 - Ciclo de vida das formas evolutivas de Leishmania spp. no hospedeiro

invertebrado.
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Fonte: KAMHAWI, 2006

Através da picada do flebétomo para se alimentar e neste momento ocorre o
regurgitamento do sangue ingerido anteriormente. Quando contaminado este
sangue regurgitado ira conter as promastigotas preciclicas, que no individuo sera
capturado primordialmente por macrofagos. Com isso, uma vez dentro deles as

promastigotas se transformam em sua forma amastigota dentro das células.

As amastigotas se multiplicam levando a célula hospedeira a lise e infectando
novas células, que serdo ingeridas pelo flebétomo fazendo com que desta

maneira o ciclo recomece. (figura 2)

Figura 2 Ciclo biol6gico da Leishmania spp.
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2.6. Tratamento para leishmaniose.

A maneira de se prevenir a doenca € através da administracéo do tratamento em
individuos infectados além do controle de reservatérios e vetores. O tratamento
contra a leishmaniose ocorre desde o século XX e mesmo assim existem poucas
drogas disponiveis para este fim. Segundo o Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar (BRASIL, 2017) os farmacos disponiveis para este
tratamento incluem os antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina,

paromomicina e pentoxifilina.

A atividade antileishmania do antimonial pentavalente se da por uma acdo mais
ativa e com maior potencial toxico de antimdénio dada por uma reducdo a uma
forma trivalente (RAJASEKARAN & CHEN, 2015), além de aumentar as
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e inibir a tripanotiona redutase e
supostamente inibir a biossintese macromolecular em amastigotas (SINGH et
al., 2016). Em contrapartida este farmaco necessita que sua administracéo seja
feita de modo parenteral por um longo periodo e apresenta graves efeitos toxicos
aos organismos principalmente nos sistemas renal, hepatico e cardiaco.
(MURRAY et al., 2005)
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A anfotericina B € o medicamento utilizado como uma segunda op¢é&o, usado
apenas quando ndo ha possibilidade de uso do antimonial ou quando n&o houver
resposta a sua aplicacdo. Este farmaco atua na membrana celular do parasita e
também dentro e fora das células ( BALASEGARAM et al., 2012). Por conta de
seu alto potencial toxico, formulagdes envolvendo lipideos foram feitas visando
a diminuicdo da toxicidade e facilitar a passagem do composto ativo por um
maior periodo de tempo pelo organismo (GHORBANI; FARHOUDI, 2017). Sua
aplicacao é realizada por 10 dias via intravenosa e é recomendado que seja
controlado as funcdes dos rins e figado para a monitorizacao de efeitos adversos
(BRASIL, 2017). O alto custo deste farmaco impossibilita uma maior adesédo do

sistema de saude publico em seus tratamentos (BRASIL, 2017).

O isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina causa a morte do
parasita atuando na sintese do DNA, RNA e proteinas (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). Diversos efeitos colaterais ja foram descritos, como aumento da pressao
arterial, taquicardia, insuficiéncia renal, efeitos toxicos ao pancreas (BRASIL,
2017)

Pesquisas em ensaios in vitro demonstram que existem espécies de
leishmaniose como por exemplo a L. amazonensis que apresentaram resisténcia
a pentamidina, tendo até 75 vezes menos captacdo do mesmo (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB; 2006)

A miltefosina € um farmaco que teve sua utilidade descoberta em 1980 para o
tratamento do cancer e da leishmaniose, sua acdo pode ser direta ao parasita,
afetando seu metabolismo lipidico e causando sua morte (CROFT et al., 1987)
Este farmaco possui efeitos colaterais mais amenos, porém sua teratogenicidade

e custo sao os principais problemas (SUNDAR et al., 2012)

A paromiomiciona possui uma atividade contra diferentes microrganismos, sua
acao na Leishmania ndo € devidamente descrita, mas de acordo com pesquisas
feitas em bactéria a proposta é que seu alvo seja a sintese proteica (HWAN,
2016). Devido a baixa absorcdo quando administradas via oral, a opcéo é a
aplicacao via intramuscular para leishmaniose visceral, o que causa dor no local

da aplicacéo, sendo esse seu principal efeito colateral, uma vez que o nimero
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de pacientes que apresentaram nefrotoxicidade foi baixo (BEN SALAH et al.,
2013; SUNDAR et al., 2007).

A Pentoxifilina possui uma agdo hemorreolégica, que auxilia na mobilidade dos
eritrocitos pelos capilares através da flexibilizacdo dos mesmos (BLAM et al.,
1996). Ele atua inibindo as fosfodiesteras IV, leva ao aumento de AMP-ciclico
gue diminui a expressao de fatores de transcricdo NF-kB e NF-AT o que culmina
no bloqueio da sintese de TNF-a, e com a leishmaniose tendo um desbalango
de componentes pro-inflamatoérios o uso deste farmaco com foco de TNF-a na
imunomodulagéo se torna uma boa opgéao de tratamento (EIGLER ET AL., 1997,
NEUNER ET AL., 1997; BRITO et al., 2014)

2.7.0 Cancer

Considerando que os mecanismos de acdo de morte dos parasitos podem se
interpor com 0s mecanismos de acao de morte celular, foi interessante estudar

o efeito do clorito como agente anticancer in vitro.

O Cancer é um grupo de doencas que possuem como definicdo células anormais
que se reproduzem rapidamente além de seus limites com poder de afetar
qualquer érgao e se disseminar por todo o corpo. Tendo o titulo de ser uma das
principais causas de morte do mundo em 2020 foi responsavel por causar quase
10 milhdes de mortes em todo o globo (WHO, 2022)

Segundo dados apresentados pelo Global Cancer Observatory (GLOBOCAN)
com ligagéo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2020 os tipos de cancer com
maior incidéncia excluindo os canceres de pele ndo melanoma no mundo foram
0s canceres de mama (2,26 milhdes), pulméao (2,20 milhdes), colorretal (1,93
milhdes), prostata (1,41 milhdes) e estbmago (1,08 milhdes) (GLOBOCAN,
2020)

Os diferentes tipos de canceres recebem uma classificagcéo histologica. Quando
séo do tecido epitelial sdo denominados carcinomas, que sao o tipo mais comum
de céancer, podendo ainda de dividirem em carcinomas de células basais ou
carcinoma de células escamosas dependendo de onde sédo provenientes. Os

tecidos epiteliais responsaveis pela produ¢édo de muco ou fluidos podem originar
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os adenocarcinomas mas se as células forem do tecido conjuntivo sdo chamadas
de sarcomas (STRAYER, 2015).

Quando as células do sangue séo afetadas inicialmente nos linfocitos e por
consequéncia os linfonodos a nomenclatura a ser utilizada é linfoma (SATOU et
al., 2019) e quando atingem a medula 6ssea e a série vermelha do sangue sdo

denominadas leucemias que possuem diferentes subtipos (BAIN, 2017).

O processo de carcinogénese possui diferentes etapas de formacéo sendo elas
a iniciacdo, promocao, proliferacdo e invaséo, onde se da o inicio através de
diversas mutagbes acumuladas em um tipo celular na qual geralmente suas
mutacdes sao ligadas direta ou indiretamente a tumorigénese, responsaveis pela
diferenciacéo e proliferacdo da célula, essas mutacdes podem ser uma resposta
a fatores genéticos ou até mesmo ambientais (MICHOR; IWASA; NOWAK, 2004)

As células possuem mecanismos de verificacdo celular que promovem o reparo
e execucao de danos ao DNA entretanto por certas alteracdes, algumas células
nao sao reparadas e as mutacdes sdo consequéncias dessa falha (PICININI,
2021) Algumas habilidades sao adquiridas pelas células durante o seu processo
de tumorigénese, como a perda de fatores de supressdo de crescimento;
manutencdo da sinalizacdo de proliferacdo; inducdo de angiogénese;
capacidade de invasdo e metastase; reprogramacao do metabolismo energético
entre outros (HANAHAN; WEINBERG, 2011)

Ciclo celular

Sendo um processo altamente organizado, o ciclo celular tem como objetivo a
duplicacdo e transmissao de informacfes genéticas de uma célula para outra.
Este processo deve ocorrer de forma precisa fazendo com que as duas células
filhas criadas recebam cépias idénticas de cromossomos (ISRAELS E ISRAELS,
2000). Durante a replicacdo o DNA possui um rigoroso sistema de
monitoramento, porém as vias de identificacdo e reparo de danos das células
cancerigenas sofrem mutacdes levando a uma falha nas checagens e as
informacdes incorretas sejam passadas célula a célula na replicacédo.
(ZABLUDOFF et al., 2008).
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O ciclo celular é dividido em quatro fases: G1, S G2 (interfase) e M (mitose)
(Figura 3). Normalmente as células permanecem fora do ciclo, na fase conhecida
como GO e através de estimulos entram na fase G1 na qual a célula recebe
fatores de crescimento que a faz evoluir para a fase S, que ocorre a duplicagao
do material genético e apds isso a célula evolui para a fase G2 sintetizando
outros componentes celulares levando a célula para a fase M, a mitose que é a
fase marcada pela condensacéao e formacao do fuso mitotico e a divisao celular
propriamente dita (ISRAELS E ISRAELS, 2000; ALBERTS et al., 2010).

Para a monitorizag&o do ciclo celular séo ativadas substancias reguladoras como
as ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDK) em pontos especificos
(NURSE E BISSETT, 1981). Para que a célula entre na fase G1 a ciclina D deve
se ligar as CDKs 4 e 6 e para evoluir para a fase S a ciclina E deve se associar
a CDK2. A ligacao entre a ciclina A e a CDK2 deve ocorrer para que a célula
entre na fase G2 e por ultimo o complexo de ciclina A com CDK;1 leva a fase M
culminando na divisédo celular (MOTOKURA et al., 1991).

As regulacdes garantem que todos os passos em cada fase sejam completos,
com isso 0s pontos de checagem que monitoram o DNA estdo devidamente
alocados no final da fase G1, G2 e M (ISRAELS E ISRAELS, 2000; ALBERTS et
al., 2010). Em G1 os danos dependentes de p53 estimulam o p21 que quando
presente inibe a CDK levando a parada do ciclo para reparo, entrando
novamente em GO. Em G2 quando ndo ha a duplicacao correta e completa do
DNA a fuséo entre ciclina e CDK né&o ocorre, acarretando estagnacao do ciclo
(SILICIANO et al., 1997) e em M onde a checagem ocorre antes do inicio da
citocinese e divisdo das croméatides irmas (ALBERTS et al., 2010). Quando néo

ha opcdes de reparo do dano a célula entra em morte (LEVINE, 1997).

Figura 3 — Fases do ciclo celular
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2.8.Morte celular

A morte celular é definida quando a célula ndo possui a capacidade de executar
suas funcdes e quando perde a integridade de sua membrana plasmatica sem a
possibilidade de correcéo. Os tipos de morte séo classificados de acordo com a
morfologia da célula além de critérios bioquimicos, moleculares e funcionais,

podendo ser de forma programada ou induzida (GALLUZZI, 2018).

Os tipos de morte mais comumente estudado séo a apoptose, que se caracteriza
como um tipo de morte programada com um papel importante ha homeostasia
dos tecidos eliminando células defeituosas ou que ja completaram o seu ciclo
biolégico (FUCHS; STELLER, 2015) e a necrose, que através de um processo
degenerativo leva a uma leséo celular que resulta na perda da integridade de
membrana plasmatica e consequentemente no extravasamento do conteudo
intracelular culminando em um processo inflamatério atingindo células
adjacentes (GALLUZZI, 2018).
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A apoptose possui duas principais vias de ativagdo: extrinseca (citoplasmética)
e intrinseca (mitocondrial) (figura 4). Na extrinseca estimulos extracelulares
ativam receptores de morte da familia do TNF (fator de necrose tumoral) e esses
receptores recrutam caspases iniciadoras (8 ou 10) e formam o complexo de
sinalizacao de indutor de morte e a ativagao das caspases executoras (3 ou 7)
(ALBERTS et al., 2010; GALLUZZI, 2018). A intrinseca se desencadeia com
sinais de dano ou estresse celular (Qquebra do DNA ou falta de nutrientes) que
criam interacdo com fatores pré-apoptoticos como Bax/Bak (DASGUPTA et al.
2016; ICHIM; TAIT, 2016) levando a modificagbes na permeabilidade da
membrana mitocondrial que ativam a caspase 9 e cliva a pr6 caspase 3 ativando
as capazes 3, 6 e 7 chamadas de executoras levando a morte celular (ALBERTS
et al., 2010; TOWER, 2015).

A regulacdo de ambas as vias de apoptose € feita de maneira criteriosa para que
a morte celular ocorra apenas quando necessario. Em células neoplasicas a
resisténcia de morte celular por apoptose se deve ao fato de possuirem alteracao
em pelo menos uma proteina envolvida nesta via e com isso a inducao de
apoptose € um dos principais alvos para o tratamento de diversos tipos de cancer
(WONG, 2011).

Figura 4 - Vias extrinseca e intrinseca de ativacao da apoptose.
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2.9.Terapias antineoplasicas

O desenvolvimento e aperfeicoamento de terapias antineoplasicas tem sido alvo
de diversas pesquisas cientificas pelo fato desta enfermidade causar 6bitos em
todo o mundo diariamente. As formas mais comumente utilizadas contra o cancer
Sao a cirurgia, a radioterapia, a hormonioterapia ou a quimioterapia. (SOUZA et
al. 2007)

A cirurgia se da pela remocao do tumor quando possivel, a radioterapia trabalha
principalmente focando na ruptura do DNA levando a célula a morte, método
indicado quando ha chances de recidivas principalmente apds cirurgias. A
hormonioterapia é um tratamento utilizado quando as células neoplasicas estao
localizadas em meio a células que crescem por estimulos de hormoénios sexuais
como mama e prostata. Neste método podem ser retirados os hormdénios
estimulantes ou adicionados ao organismo substancias antagonistas a esses
horménios (SOUZA et al. 2007).

A quimioterapia utiliza substancias quimicas chamadas quimioterapicos que
podem ser aplicados de maneira isolada ou associadas atuando a nivel celular
afetando o processo de crescimento e replicacdo causando danos ao DNA,

fazendo com que suas chances de morte aumentem (SHEPHERD, 2003).

Os quimioterapicos visa destruir células que se reproduzem de forma
desordenada evitando o crescimento acelerado de tumores, porém sem
seletividade para células neoplasicas, uma vez que O organismo poSSui
naturalmente células com alta reproducdo como células do sistema imune e
epitélio intestinal por exemplo e isso faz com que no geral os quimioterapicos

sejam toxicos trazendo efeitos colaterais ao organismo (ORIYAMA et al. 2017).

A terapia combinada também tem se mostrado uma 6tima opg¢éo de tratamento
contra o cancer, pois ambos os tratamentos podem atribuir um dano as células
com o aumento da citotoxicidade nos mesmos alvos agindo em sinergismo ou
separadamente, em contrapartida a acao toxica pode afetar as células saudaveis

sem que haja dano as células cancerosas (WITTES; GOLDIN, 1986)

Levando em consideracéo que a patogenia do cancer é pouco explorada nos
tratamentos a reposicéo farmacoldgica se destaca na eficiéncia clinica pois visa
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um maior espectro de mecanismos de agdo contra as células neoplasicas
guando se utiliza de diferentes classes terapéuticas (BAVARESCO et al. 2005)

2.10. Di6éxido de cloro

O diéxido de cloro (ClO2) ou também denominado clorito de cloro é um estavel
radical livre e por ser um forte oxidante tem capacidade de oxidar espécies
inorganicas (BECKER, NICOSON E MARGERUM, 2003) e organicas (GANIEV
et al, 1999). E um gas sintético com cor amarelo-esverdeado e odor semelhante
ao gas de cloro, apresenta elevada solubilidade em agua, porém sua producéo
deve acontecer no local do uso pois ndo pode ser comprimido por ser explosivo

a baixa pressao e possui a seguinte estrutura quimica:
0=CI=0 (1)

Existem diferentes maneiras de se obter o didxido de cloro, seja na forma de gas
ou diluido, de qualquer maneira € utilizado uma solucéo ainda forte de clorito ou
clorato de sodio sendo para pequenas e meédias ou grandes producdes
respectivamente (GATES, 1998).

Quando é adicionado na agua a oxidacao ClO2 resulta rapidamente na formacgéao
do ion clorito que também é um excelente oxidante. Para que ocorra esta rea¢ao

a presenca de um agente redutor para o fornecimento de elétron é necessaria.
ClO2 + e = CIOz 2)

Além disso, o clorito pode ser oxidado a clorato quando h& presenca de cloro
livre (equacéo 3) e em altas condic¢des alcalinas o ClO2 se decompde em clorito

e clorato (equacéo 4)
ClO2 + OCI = CIO2 + ClO3 +H20 3)
2ClO2 + 20H- = CIO2" + CIO3 = + H20 4)

O clorito € utilizado primordialmente para esterilizacdo de ambientes e alimentos
e tratamento de agua devido ao seu alto poder de esterilizagdo.(HUBBARD,
POPPENDIECK E CORSI 2009; SMITH, ERNST E HERGES, 2015; CHOI et al.
2015).
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Estudos indicam seu poder antiviral (SANEKATA et al., 2010). Li et al. (2004)
testaram seu potencial contra os virus da hepatite A. Este foi exposto por 10
minutos ao didxido de cloro e sua inativacao foi completa, além da perda da sua
antigenicidade. Outras atividades foram relacionadas a esta substancia, como
acdo antifungica (MORINO et al. 2007) antibacteriana (MORINO et al. 2011) e
apresentou efetividade contra o parasita Neoparamoeba pemaquidensis
presente em salméo do atlantico (POWELL E CLARK, 2004).

Segundo estudos, sua acao desinfetante se da através do contato com grupos
sulfidrilas, que permeiam a membrana celular alterando o grupo —SH da glicose
oxidase levando a interrupcéo da atividade enzimatica e causando a morte da
bactéria e o dano ao DNA e degradacdo da proteina viral, sendo este o
mecanismo de acao utilizado contra os virus. (ISON; ODEH; MARGERUM, 2006)

O efeito oxidativo € marcante sobre as estruturas dos eritrécitos, desde sua ma
formacdo como seu rompimento e diminuicdo (MOORE E CALABRESE, 1980).
De acordo com Tan e colaboradores (1987) em um teste de reatividade com 21
aminoécidos o CIO2 demonstrou reagdo com cisteina, tirosina, triptofano,
histidina, hidroxiprolina e prolina na qual os trés primeiros apresentaram uma
rapida reacao. Dentre os trés com mais rapida reacéo a cisteina apresentou uma
maior reatividade (ISON; ODEH; MARGERUM, 2006)

De acordo com Nishikiori et al. (2008) as células de fibroblastos gengivais
humanos ndo apresentaram inducdo de apoptose nem necrose em nenhuma
concentracdo testada apO0s serem expostas a solu¢do aquosa de dioxido de
cloro. Em um ensaio de citotoxicidade utilizando queratindcitos da pele humana
o didxido de cloro obteve resultados bem menores em comparacgéo ao hipoclorito
de sodio (Stratilo; CRICHTON E SAWYER, 2015).
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3. Objetivos
3.1.0Objetivo geral

Avaliar a toxicidade do diéxido de cloro em meio aquoso e determinar 0 seu

potencial antileishmania e anticancer.

3.2.0bjetivos especificos

3.2.1. Avaliacao antileishmania

a) Analisar o potencial antiproliferativo da amostra em linhagens néo
neoplasicas de fibroblastos murinos (NHI/3T3);

b) Analisar a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade in vitro, usando as
linhagens celulares: rim de cdo (MDCK); cancer renal humano (786-0) e
hepatocarcinoma humano (HepGZ2)

C) Avaliar a atividade antileishmania in vitro em formas promastigotas
de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) braziliensis

d) Verificar padréo de morte celular nas linhagens em 2D por
coloracéo de laranja de acridina e brometo de etideo

3.2.2. Avaliacao anticancer

a) Analisar o potencial antiproliferativo da amostra em linhagens de
cancer de mama triplo resistente (MDA MB 231); adenocarcinoma de mama
(MCF-7); cancer de prostata (PC-03).

b) Determinar o indice de seletividade da amostra para a linhagem

neoplasica em relacao a ndo neoplasica.

C) Verificar alteragdo na integridade de membrana e indugéo de
apoptose nas linhagens em 2D por coloracéo de laranja de acridina e
brometo de etideo

4. Material e métodos
4.1.Obtencéo da amostra

As amostras de clorito de sodio e acido citrico em forma de po para a obtencéo
do dioxido de cloro em meio aquoso foram cedidas através de uma parceria com
a FioCruz - Pernambuco sob supervisdo do professor doutor Manoel Sebastido

da Costa Lima Junior.

31



4.2.Preparo da amostra

Os sais de clorito de sédio e &cido citrico ja foram recebidos pesados em
guantidade suficiente para 100ml estando clorito de sodio a 80% e acido citrico
a 100%. Para a dissolucéo os sais foram colocados em vidros ambares de 100m|
separadamente e adicionado agua destilada na quantidade estipulada. Como as
amostras separadas s6 podem reagir no momento do uso, em cada momento de
tratamento das células uma aliquota de 100 pl de cada uma das amostras
diluidas foram misturadas e esperado um tempo de 5 minutos para que a reacéo
fosse completa, observando a mudanca de coloragdo de incolores quando
separadas para amarelo quando misturadas ficando cada vez mais intensa com

0 passar do tempo.

4.3.Ensaios celulares in vitro
4.3.1. Linhagem celular e condi¢des de cultura

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa foram utilizadas as linhagens
de células neoplasicas humanas: MDA-MB-231 (ATCC-HTB26) adenocarcinoma
triplonegativo), MCF-7 (ATCC-HTB22) adenocarcinoma de mama, PC-03
(ATCC-CRL 1435) adenocarcinoma prostatico, para a avaliacdo da toxicidade as
linhagens HepG2 (ATCC-HB8065) carcinoma hepatocelular, 786-0 (ATCC-CRL
1932) adenocarcinoma de rim e MDCK (ATCC- CCL 34) rim de céo e para a
determinacdo do indice seletividade a linhagem nédo tumoral NIH/3T3 (ATCC-
CRL1658) fibroblasto murino. As células neoplasicas e ndo neoplasicas foram
obtidas pelo banco de células Americanos (ATCC) e pelo banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ) mantidas em nitrogénio liquido. Para realizacdo dos
testes de citotoxicidade as linhagens foram descongeladas e cultivadas em
incubadora a 37 °C, 5% de CO2 (Freshney 2005)

As linhagens foram mantidas em meio Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI 1640) ou Dulbecco's Modified Eagle Mediuma (DMEM) dependendo
da linhagem, pH 7,2, contendo 2 mM L-Glutamina, 20 mM de HEPES-Na, 1,5 g/L
de NaHCO, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina e enriquecido
com soro fetal bovino (SBF) (Gibco, Invitrogen) a 10%. Em uma atmosfera
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relativa a 95%, a 37 ° C e 5% de CO 2, para uma densidade inicial de 1 milh&o

de células.

As células na fase de crescimento logaritmico foram mantidas até a
densidade celular adequada para o ensaio (3x10%ml), considerando a
caracteristica de crescimento de cada linhagem. O teste de exclusdo com o

corante azul de Trypan foi utilizado para contagem de células viaveis.

4.3.2. Atividade antiproliferativa por Sulforrodamina B (SRB)
O screening foi realizado para a obtencédo da GI50 das linhagens e foi realizado
pelo ensaio de sulforrodamina B (SRB, Sigma Chemical Co.). Foram realizados
testes com placa de tempo zero (TO), esta contém uma triplicata celular e meio
de cultura usado como branco para posterior leitura, sua importancia esta em
mostrar o crescimento celular sem tratamento até o inicio do tratamento. Apds
24h foi realizada a leitura da placa TO e a amostra foi colocada em triplicata na
placa teste, nas concentragdes de 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL. Como controle positivo
foi utilizado a doxorrubicina nas concentragbes 0,025, 0,25, 2,5 e 25 pg/mL. A
placa com a suspenséao celular em tratamento foi mantida a 37°C, 5% CO0: e
umidade por 48horas. O inicio da metodologia ocorre com a aspira¢cdo do meio
celular seguido da adicao suave de 100 pL de acido tricloroacético (TCA) a 20%
(4°C) a cada poco, seguido de incubacgéo a 4°C durante 30 minutos. As placas
foram lavadas com &gua cinco vezes e deixadas secar ao ar, em seguida,
coradas pela adicdo de solucdo de SRB 50 p/l [0,4% de SRB (p/v) em acido
acético a 1% (v / v)] aos pocos durante 30 min. Apés a coloracao, as placas
foram rapidamente lavadas cinco vezes com acido acético a 1% para remover o
corante nao ligado e deixado secar ao ar. O corante ligado foi solubilizado com
10 mmol de base Tris (pH 10,5, Sigma Chemical Co.) antes da leitura das placas

em 540 nm.
4.3.3. Célculo do indice de seletividade (1S)

O indice de seletividade (1S) foi calculado pela relacdo entre o GI50 da
amostra determinado para linhagem celular ndo-tumoral (NIH/3T3) e a GI50 para

células cancerigenas. A IS> 2 indica que a substancia testada é mais seletiva
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para células cancerigenas, sugerindo uma protecdo as células normais e
diminuicao de efeitos colaterais (VAN LEEUWEN et al., 2012).

4.3.4. Atividade in vitro sobre formas promastigotas

As formas promastigotas foram adicionadas a placas de 96 pocos
(2x105/mL) em fase log de crescimento em Schneider’s Insect Medium (Sigma-
Aldrich®) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab®), 10.000
unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®), foi
incubado o diéxido de cloro nas concentragdes de 0,04 a 50 ug/mL. O controle
positivo utilizado foi a Pentamidina e a anfotericina nas concentracfes entre 12,5
- 100 yg/mL (SigmaAldrich®). O controle negativo foi as formas em meio de
cultura. As placas foram mantidas a 37°C em 5% CO2 por 72 h. Para avaliar a
viabilidade celular foi realizada a coloragéo por meio da adicdo de MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difenil tetrasodium] (Sigma-Aldrich®; 5 mg/mL).
As placas foram incubadas a 37°C, 5% CO2 por 4 h e, em seguida, a
absorbéancia estimada em espectrofotdmetro, com comprimento de onda a 540
nm. A atividade das amostras foi expressa através da concentracao inibitéria de
50% do crescimento (CI50), calculada pelo Programa GraphPad Prism 5.0 por
meio de curva de regressdo ndo linear. O experimento foi realizado em

septuplicatas

4.3.5. Ensaio de avaliagdo de apoptose em 2D

As células MDA MB-231, MCF-7, PC-03, HepG2, 786-0, MDCK e NHI/3T3
foram semeadas (3x10° células/mL) em placa de 6 pogos contendo laminulas
de vidro redondas de 18um e incubadas por 24 horas, logo ap6s foram tratadas
com a substancia teste nas concentracdes de 10 e 20 ug/mL e incubadas por 48
horas. ApoOs este tempo as células foram cuidadosamente lavadas com PBS e
as laminulas retiradas e colocadas em laminas de microscopia devidamente
identificadas para adicionar solucdo de Laranja de acridina e de Brometo de
etidio (EtBr) volume final de 20uL a 1ug/mL em PBS para corar as células. As
células foram avaliadas em microscépio de fluorescéncia seguindo os padrdes
de celularidade e integridade de membrana: (I) células vivas com a membrana
integra coram-se uniformemente de verde; (Il) células em apoptose, onde a

membrana estd rompida e possui fragmentacdo do DNA mostram uma coloragéo
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verde no nucleo, citoplasma e corpos apoptoticos; (I1l) células em processo de
apoptose tardia mostram pontos corados de laranja e (IV) células necradticas,
apresentam coloracéo laranja uniforme por toda extenséao celular (MCGAHON et
al., 1995).

5. Resultados

5.1.Atividade antileishmania

5.1.1. Avaliacao da toxicidade - atividade antiproliferativa por SRB

As células testadas sdo padronizadas para avaliacdo de hepatotoxicidade
(HepG2), nefrotoxicidade humana (786-0) e nefrotoxicidade canina (MDCK)
(OECD, 2010). A linhagem NIH/3T3 € padronizada para avaliacao de toxicidade
aguda in vitro. ApGs o tratamento das células em quatro concentracdes (0,1, 1,
10 e 100ug/ml), foi obtida a densidade 6ptica do produto da coloracdo com SRB
gue permitiu calcular a porcentagem de crescimento e a porcentagem de inibicao
celular da amostra em relacéo ao controle negativo (células nédo tratadas = 100%
de crescimento) e a TO (valor de absorbancia no inicio do tratamento). Esses
percentuais foram usados na obtencao dos valores de GI50 (concentragdo que
inibe 50% da proliferacédo celular) e estdo na tabela 1.

Tabela 1 - Toxicidade (hepato e nefrotoxicidade) do clorito em linhagens

celulares in vitro.

HepG2 786-0 MDCK NHI/3T3
GI50 (ugmL) GI50 (pg/mL) GI50 (pg/mL) GI50 (pug/mL)
ClO2- 58,75 + 15,70 17,65 + 0,15 4591 + 11,27 27,28 £ 0,13
CP 0,22 +£0,01 0,08 +0,001 0,02 +0,001 0,28 £+ 0,01

Os dados sédo apresentados como valores GI50, em pg/ml, obtidos por regressao nao linear
realizada em triplicado pelo ensaio SRB. CP= Controle positivo, na qual foi utilizada a

doxorrubicina.

A atividade contra essas células se apresentou moderada com base nos valores
de GI50, tanto em hepatocitos quanto em células renais e fibroblastos. No
entanto, até a concentragdo de 10 pg/mL ndo apresentaram toxicidade (Figura

5). Este perfil de toxicidade também foi identificado contra os fibroblastos
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murinos (NIH/3T3) Porém sua atividade foi 100 vezes menor comparado a

toxicidade causada pelo controle positivo ( GI50=0,24ugmL).

A partir da concentracdo de 10 pg/mL até a concentracdo de TGl 94ug/mL,
houve efeito antiproliferativo citostatico. Apds esse valor sdo concentracdes de

efeito citocida, ou seja, que causam morte celular em todas as linhagens.

Figura 5- Efeito do clorito (0,1 a 100 pg/mL) na viabilidade celular. Resultados
obtidos em ensaios triplicados de sulforrodamina B
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5.1.2. Atividade antileishmania em promastigotas
Foram testadas duas diferentes espécies de promastigota a L. amazonensis e L.
braziliensis em septuplicatas em diferentes concentracfes de clorito, apés as

analises obtivemos os valores de IC50 da amostra frente as cepas, determinadas
na tabela 2.
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Tabela 2 Atividade antileishmania em formas promastigotas em L. amazonensis

e L. braziliensis.

Amostras IC50+ DP IC50+ DP GL50 IS com IS com
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) NIH/3T3 L. NIH/3T3 L.
L. L. brasiliensis NIH/3T3 amazonensis brasiliensis

amazonensis

Clo2 - 0,68 = 0,03 1,268 + 0.03 98.82 145.32 77.93
Anfotericina 0,093 £ 0,04 0,076 = 0.06 N/A N/A N/A
B
Pentamidina 0,27 + 0,07 0,064 + 0.04 N/A N/A N/A

IC50= concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento das cepas de leishmanias; GL50=
concentracdo com capacidade de morte de 50% das células; 1S= indice de seletividade calculado
através da razao dos resultados de IC50 das cepas de leishmania / GL50 da linhagem NHI/3T3;
N/A= né&o avaliado.

Os resultados apresentados pelo clorito em ambas as espécies de leishmania
demonstraram que é necessaria uma baixa concentracdo para afetar
significativamente o parasita, assim como acontece com o0s farmacos
comumente usados, em contrapartida a concentracao que causa a morte de 50%
das células de fibroblasto murino é potencialmente mais alta. A relacao entre as
células e o parasito calculado através deste ensaio in vitro demonstra uma alta

especificidade da amostra contra o parasito.

5.1.3. Avaliacdo da Integridade de Membrana e apoptose por
coloracdo com Brometo de Etidio / Laranja de Acridina.

Esta metodologia permite que se diferencie as células viaveis das células em
processo de morte atraves da fluorescéncia. As células integras apresentam
ndcleo com cor verde pois o laranja de acridina atravessa a membrana integra e
intercalando-se ao DNA, porém as células danificadas indicando apoptose
apresentam apenas manchas verde brilhante e alteracdes em sua membrana
por conta da formacao de corpos apoptoéticos. Em processo de apoptose tardia
0s nucleos séo corados de vermelho por conta da acdo do brometo de etideo
gue se intercala ao DNA uma vez que a membrana esteja fragmentada, em caso
de necrose, a célula ficara toda corada em vermelho (KUMMAR et al. 2004).
Assim observamos que no tratamento das células MDCK com clorito na

concentracdo de 10 pg/mL ha persisténcia da coloracdo alaranjada no
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citoplasma e nucleo fragmentado em algumas células corado em verde,
configurando alteracdo de integridade de membrana e inicio de apoptose a

confirmar com testes especificos (figura 6)

Figura 6 - Avaliacdo da integridade de membrana e apoptose em linhagem

MDCK em andlise fluorescente.
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A imagem apresenta o controle negativo, apenas as células sem tratamento em objetiva 40x, B=
controle negativo em fluorescéncia; C= células tratadas com controle positivo (doxorrubicina) em
objetiva 100x; D= Ampliacdo de um foco da imagem C; E= células tratadas com clorito na
concentracao de 10 pg/ml em objetiva 40x; F= ampliacdo de um foco da imagem E demonstrando
o efeito nas células.

Na avaliacdo das células 786-0 com clorito a 10 pg/mL (Figura 7) observa-se que
a maioria das células, citoplasma e nucleo sdo coradas de alaranjado, com

fragmentacao nuclear, sugestivo de apoptose tardia.
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Figura 7 - Avaliacao da integridade de membrana e apoptose em linhagem 786-
0 em andlise fluorescente.

G

imagem G apresenta o controle negativo, apenas as células sem tratamento em objetiva 40x, H=
controle negativo em fluorescéncia; I1= células tratadas com controle positivo (doxorrubicina) em
objetiva 40x; J= Ampliagdo de um foco da imagem |; K= células tratadas com clorito na
concentracao de 10 pg/ml em objetiva 40x; L= ampliacdo de um foco da imagem K demonstrando
o efeito nas células.

Para a linhagem de rim de cdo (MDCK) (figura 6) foi apresentado células com
coloracbes vermelhas no citoplasma e outras com citoplasma e nucleo verdes
brilhantes mostrando que o clorito danifica a membrana de maioria das células,
mas sem degradacao total do nicleo, indicando possivel apoptose, mesmo com
isso nota-se a diferenca da quantidade de células presentes no controle positivo
em relacdo ao tratamento. Na linhagem 786-0 (figura 7) as células presentes

apresentaram coloracédo verde brilhante e caracteristicas de corpos apoptoticos,
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assim como na linhagem MDCK a quantidade de células presentes no

tratamento é superior ao numero de células no controle positivo.

5.2.Resultado anticancer

5.2.1. Atividade antiproliferativa por SRB
As concentracOes testadas para este ensaio foram 01, 1, 10 e 100 pg/ml,
determinando o valor de inibicdo de 50% da viabilidade celular de células

neoplasicas.

Os resultados demonstraram uma moderada atividade antiproliferativa da
amostra frente as linhagens neoplasicas (Tabela 3). As células de céancer de
prostata (PC-03), sdo mais sensiveis ao tratamento desde a concentracdo mais
baixa, comparado as demais linhagens celulares (Figura 8). Outro fato
importante € o efeito do clorito sobre as células MDA-MB231, que séo de
linhagem triplo negativas e resistentes a multiplos farmacos e foi mais sensivel
do que as células ndo neoplésicas (Tabela 3). Todas apresentaram efeito
concentracdo dependente com efeito citocida a partir da concentracdo de
50ug/mL.

Tabela 3 - Atividade antiproliferativa do clorito em linhagens neoplasicas e néo

neoplasicas
MDA-MB 231 MCF-7 PC-03 NIH/3T3
GI50 (ug/mL) GI50 (ug/mL) GIS0 (ug/mL) GI50 (ug/mL)
Clo2 - 16,30 £ 0,29 15,65+ 0,24 12,17 £ 0,13 27,28 +0,13
CP 1,21 £ 0,01 0,08 0,001 0,36 = 0,02 0,28 £ 0,01
IS 1,62 1,77 2,26 N/A

Os dados sédo apresentados como valores GI50, em pg/ml, obtidos por regressao nao linear
realizada em triplicado pelo ensaio SRB. CP= Controle positivo, na qual foi utilizada a

doxorrubicina; IS= indice de seletividade; N/A= N&o se aplica.

O indice de seletividade realizado para as células de cancer de mama neste
estudo mostrou valores <2,0 indicando que a clorito ndo tem seletividade para
estas linhagens, assim como a doxorrubicina. Porém para a linhagem PC-03 a

seletividade foi positiva.
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Figura 8 — Efeito antiproliferativo das células frente ao tratamento com clorito
nas concentracdes de 0,1; 1; 10 e 100 pg/ml.
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5.2.2. Avaliacdo da integridade de membrana e apoptose pela

coloracédo por Brometo de Etidio (Be)/ Laranja de Acridina (LA)

. Na figura 9 observamos a acao do clorito em células de cancer de mama triplo
negativo resistentes a multiplos farmacos. No tratamento com clorito na
concentracdo de 10 pg/ml houve alteracdo de integridade de membrana
(citoplasma alaranjado) com manutencdo da integridade nuclear, o que nao
ocorre no tratamento com o controle positivo que apresenta células dismorficas
e nucleos comprometidos indicando morte por necrose.

Figura 9 - Avaliacdo da integridade de membrana e apoptose em linhagem
MDA-MB231 em analise fluorescente.
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imagem M apresenta o controle negativo, apenas as células sem tratamento em objetiva 40x, N=
controle negativo em fluorescéncia; O= células tratadas com controle positivo (doxorrubicina) em
objetiva 40x; P= Ampliacdo de um foco da imagem O; Q= células tratadas com clorito na
concentracdo de 10 pg/ml em objetiva 40x; R= ampliacdo de um foco da imagem Q
demonstrando o efeito nas células.

6. Discussao

O diéxido de cloro é capaz de oxidar agentes organicos e inorganicos e por essa
atividade foi relacionado as atividades antimicrobiana, antiparasitaria e
reparadora tecidual. A toxicidade para uso tépico foi identificada e a partir da
concentracdo de 0,25% teria toxicidade sobre queratindcitos, in vitro e in vivo e
qgue na concentragdo de 0,025% néo teria toxicidade (HEGGERS et al., 1991). A
partir destas informacdes foi avaliado a citotoxicidade in vitro por cultura de

células de 6rgdos como o figado e rim, selecionados devido suas acdes
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metabolizadoras e depuradoras, respectivamente e por serem 6rgaos altamente
vascularizados e por isso respondem rapidamente a xenobidticos. As linhagens
HepG2, 786-0 e MDCK tiveram alta viabilidade celular, em torno de 90% até a
concentragéo de 10 pg/ml (0,01%), corroborando com a auséncia de toxicidade
na concentracao de 0,25% no estudo de HEGGERS et al., (1991). No entanto,
na concentracdo de 10 pg/ml, foi evidenciado alteracdes celulares que indicam
quebra de integridade de membrana e apoptose. Considerando que a
concentragdo de tratamento € enquadrada no efeito citostatico, estas injurias

celulares podem ser revertidas ou seguir para processo de morte celular.

Quanto a atividade antileishmania, o ensaio contra a promastigota de leishmania
€ um teste inicial de verificagdo da acdo da amostra. Os resultados
antileishmania foram positivos pois a concentracdo necessaria para inibir 50%
do parasita é inferior & concentracdo que afeta as células saudaveis do

organismo.

As andlises com marcadores fluorescentes realizadas neste trabalho nas
linhagens MDCK e 786-0 indicam que possivelmente a apoptose € a via utilizada,
demonstrando uma morte controlada, porém diferentes ensaios devem ser feitos

para comprovar.

Com os resultados preliminares antileishmania utilizando as células neoplésicas
para determinar sua citotoxicidade demonstrando pontos positivos e a possivel
associacdo do estresse oxidativo neste processo, despertou o interesse de
analise desta amostra contra o cancer onde os testes realizados buscando sua

citotoxicidade demonstrou bons resultados.

Quanto a atividade anticancer, foi observado que a até a concentracédo 10 pg/ml
(0,01%) a viabilidade nas linhagens tumorais (MCF-7, MDA-MB231, PC-03) foi
mais baixa (60 a 75%) em relacdo a viabilidade celular dos fibroblastos (
NIH/3T3) que foi proxima de 100%, ou seja, a amostra € em torno de 35% mais
eficiente nas linhagens tumorais do que nas células ndo tumorais, demonstrando
seletividade tumoral. Nesta concentracgéo foi evidenciado dano celular pelo teste
com marcadores fluorescentes na linhagem MDA-MB-231. Mesmo que toxica
possui uma seletividade, essa toxicidade n&o implica no seu possivel avanco

farmacolégico pois seu uso pode ser utiizado em sinergismo com
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quimioterapicos existente ou até mesmo como uma forma de sensibilizar as

células para outras terapias atuarem de maneira mais facil

Estas alteracdes observadas na concentracdo 10 pg/ml ja fazem esta substancia
importante para ser usada com agente sensibilizador celular, que deixa a célula
vulneravel para acentuar o efeito do quimioterapico, agindo em combinacao,

como na politerapia.

7. Concluséao

O clorito possui um potencial acdo antileishmania maior do que o efeito toxico
em linhagens NIH/3T3. Também apresentou acao anticancer maior do que a
toxicidade em linhagens NIH/3T3.
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