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RESUMO

A quimioterapia, aliada a cirurgia e a radioterapia, constituem as principais
modalidades terapéuticas utilizadas no tratamento de pacientes com diferentes tipos
histol6gicos de cancer. Aproximadamente 60% dos farmacos utilizados atualmente
na quimioterapia do cancer sao de origem natural, incluindo produtos naturais ou
substancias derivadas de protétipos naturais. Assim, este trabalho teve como
objetivo revisar a biologia e a epidemiologia do céancer, escrever a atividade
antiproliferativa, citotoxica e antitumoral dos bufadienolideos, principalmente,
daqueles isolados de anfibios e realizar uma prospecc¢éo tecnolégica em bases de
dados nacionais e internacionais sobre o depésito de pedidos de patentes em
bancos de inovacdo e tecnologia relacionados as atividades biologicas dos
bufadienolideos. Os bufadienolideos sao esteréides cardioativos poliidroxilados com
24 carbonos que se apresentam na forma livre ou conjugada na posi¢cao C-3 com
sulfatos encontrados nos tecidos e fluidos corporais de sapos em cerca de 10
espécies do género Rhinella. Diferentes compostos pertencentes a classe dos
bufadienolideos possuem efeitos citotdéxicos e antiproliferativos contra linhagens
tumorais de colon (26-L5, HCT-116), mama (MCF-7, MDA/MB-231), ovario (OVCAR-
8), prostata (DU-145, PC-3, LNCaP), bexiga (BIU-87), pulméo (A-549), carcinoma
primario de figado, glioblastoma (SF-295), carcinoma hepatocelular (HepG2),
leucemias (K-562, U-937 ML-1, Jukart T, HL-60) e melanoma (MDA/MB-435), e
moderada especificidade contra células normais, sendo tais efeitos por ativacdo de
vias intrinsecas e/ou extrinsecas de morte celular apoptotica. Esse potencial
biolégico se refletiu em 52 depositos de patentes desde 1964, embora os
bufadienolideos com atividade antitumoral ainda mostrem baixa expressividade do
ponto de vista de desenvolvimento de propriedade intelectual apesar do grande
namero de artigos disponiveis nas bases cientificas.

Palavras-chave: Atividade Citotoxica, Bufadienolideos, Prospeccédo Tecnoldgica,
Patentes.



ABSTRACT

Chemotherapy combined with surgery and radiotherapy are the main
therapeutic modalities used in the treatment of patients with different histological
types of cancer. Approximately 60 % of the drugs currently used in cancer
chemotherapy are of natural origin, including natural products or derived from natural
substances prototypes. This study aimed to review the biology an epidemiology of
cancer , write the antiproliferative , cytotoxic and antitumor activity of bufadienolide
mainly those isolated amphibian and perform a technological forecasting bases of
national and international data on the application filing patent databases innovation
and technology related to the biological activities of bufadienolide . The bufadienolide
cardioactive steroids are poliidroxilados 24 carbons present in free or conjugated C-3
position with sulphates in tissues and body fluids of frogs in 10 species of genus
Rhinella. Different compounds belonging to the class of bufadienolide have cytotoxic
and antiproliferative effects against colon tumor cell lines (L5 - 26 ,HCT -116), breast
(MCF-7, MDA/MB-23) , ovarian (OVCAR-8) , prostate (DU -145 ,PC-3, LNCaP),
bladder (BIU 87) , lung (a-549) , primary liver carcinoma , glioblastoma (SF -29),
hepatocellular carcinoma (HepG2) , leukemia (K -562 , U- 937 ML - 1, Jurkat T, HL -
60) and melanoma (MDA/MB-435) and moderate specificity against normal cells, and
these effects by activating intrinsic and / or extrinsic pathways of apoptotic cell death
. This biological potential was reflected in 32 patent filings since 1964, although
bufadienolide with antitumor activity still show low expression in terms of intellectual
property development despite the large number of articles available on scientific
bases.

Key-words: Cytotoxctivity, Bufadienolides, Technological Forecasting, Patents.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 80% da populacdo mundial depende da medicina tradicional para
suas necessidades basicas e primarias de saude (WHO, 2011). Entre 1981 e 2010,
das 1.073 novas entidades quimicas (New Chemical Entities - NCEs) aprovadas
como medicamento pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos,
apenas 36% foram classificadas como verdadeiramente sintéticas, sendo que 64%
sdo moléculas naturais, derivadas ou sintetizadas com base em compostos naturais.
Apesar do interesse na modelagem molecular, na quimica combinatoria e outras
técnicas de sintese quimica, os produtos naturais permanecem, portanto, como uma
importante fonte de novos agentes terapéuticos contra infeccbes (fungicas ou
bacterianas), mosquitos vetores de doencas, cancer, dislipidemias e
imunomodulagdo (BUTLER, 2004; BALUNAS & KINGNORN, 2005; NEWMAN &
CRAGG, 2012; FERREIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2013).0 Brasil detém uma
expressiva biodiversidade faunistica e botanica, terrestre ou marinha, grande parte
ainda ndo explorada em diversos aspectos, demonstrando seu potencial para
exploracdo de produtos naturais disponiveis (COSTA-NETO, 2005).

O céancer € uma das principais causas de morte no mundo, sendo que cerca
de 70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes
de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas vivas, anualmente, com cancer (INCA, 2013). As formas de tratamento mais
convencionais incluem a radioterapia e a quimioterapia. O continente da Oceania
(Australia e Nova Zelandia) apresenta cerca de 313 casos para cada 100 mil
habitantes, a maior incidéncia de casos dentre todos os continentes. J& a América
do Sul e, portanto, o Brasil, possui uma incidéncia de 172 casos para cada 100 mil
habitantes (Figura 1) (WHO, 2014).

A maioria dos quimioterapicos tem origem ou sdo baseados em moléculas
provenientes de plantas ou animais. Desde 1500 a.C., os produtos naturais tém sido
reconhecidos como detentores de potencial anticAncer (BUTLER, 2004; NEWMAN;
CRAGG, 2012). Dentre as fontes naturais, animais produtores de toxinas fazem
parte do costume, da medicina tradicional e, até mesmo, da culinaria de diversos
paises ao redor do mundo (COSTA-NETO, 2005). Assim, as secrec¢des animais tém

representado uma importante ferramenta para a saude humana, auxiliando no
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entendimento de diversos processos fisiolégicos ou patolégicos e na geragdo de
inovagcbes farmacoldgicas e de conhecimento sobre a composi¢cdo quimica de
extratos e substancias (REJANDRA; ARMUGAM; JEYASSULAN, 2004).

Animais como os anfibios apresentam substancias farmacologicamente
ativas em sua pele com funcgdes principais de protegé-los contra infeccbes de
microorganismos e defesa contra predadores (DUELLMAN; TRUEB, 1996; DALY,
1995). O veneno desses animais, apesar de serem constituidos de varios
componentes toxicos, apresenta diferentes atividades biolégicas como tripanocida,
leishmanicida, antibacteriana, antifangica (CUNHA-FILHO et al., 2005; TEMPONE et
al., 2007; 2008), citotdéxicas (CUNHA-FILHO et al., 2010; GAO et al., 2011; SCIANI
et al., 2012), inseticidas (SUPRATMAN et al., 2000) e antivirais (WANG et al., 2011).
O interesse em desenvolver bufadienolideos isolados de sapos como agentes
anticancer vem aumentando progressivamente, pois essas substancias com acao
cardiotonicatem revelado atividade antitumoral (IMAI etal., 1965; CUNHA-FILHO et
al., 2010; FERREIRA et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Revisar o potencial citotdéxico e antitumoral dos bufadienolideos e realizar

uma prospeccao biotecnoldgica sobre essa classe de moléculas.

2.2 Objetivos Especificos

- Revisar a biologia e a epidemiologia do cancer;

- Descrever a atividade antiproliferativa, citotoxica e antitumoral dos bufadienolideos,
principalmente, daqueles isolados de anfibios;

- Realizar uma prospecgdo tecnolégica em bases de dados nacionais e
internacionais sobre o depésito de pedidos de patentes em bancos de inovacao e

tecnologia relacionados as atividades biolégicas dos bufadienolideos.
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MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAS E METODOS

Este trabalho consiste em uma revisdo bibliografica realizada em fonte
impressa e eletrbnica. As fontes impressas foram livros e as de informacdes
eletrbnicas foram as bases de dados Google Académico, Instituto Nacional do
Cancer (INCA), Scientifie Eletronic Libray Online (SciELO), Science Direct,
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), World Intelectual Property Organization
(WIPO), European Property Organization (EPO), Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INIPI), United States Patent and Trademark Office (USPTO), todos
consultados via on-line, utilizando as palavras-chaves: cancer, bufadienolideos ou
bufadienolides and cancer. As buscas do material para referéncias foram feitas do
periodo de Setembro de 2013 a Janeiro de 2014. A selecdo do material ocorreu a
partir de leitura previa dos titulos e resumos encontrados, utilizando os seguintes
critérios de elegibilidade: apresentar o tema céancer, bufadienolideos ou
bufadienolides and cancer e esta disponiveis on-line nos idiomas portugués, inglés

ou espanhol.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Biologia e Epidemiologia do Cancer

O céancer é caracterizado como um conjunto de quase 200 tipos de
enfermidades complexas, de caréter proliferativo, mutacional, de crescimento celular
aberrante e descontrolado, em que células animais, de varios tipos presentes em um
mesmo microambiente, geralmente se espalham pelos tecidos e 6rgaos adjacentes,
(por metéstase) para regides distantes do organismo (KUMAR et al.,2004).

Por ser um estigma de mortalidade e dor o cancer € uma das doencas que
mais causam temor na sociedade. A palavra cancer vem de origem latina (cancer)
significa “caranguejo” foi aplicada por sua semelhanca ao modo de crescimento
infiltrante, comparado as pernas do crustaceo, que as introduz na areia ou lama para
se fixar e impedir sua remogao (ALMEIDA et al., 2005).

O processo de carcinogénese € lento e multifatorial, podendo levar meses ou
anos e inclui basicamente, trés estagios: iniciagdo, promocao e progressdo. A
iniciagdo ocorre através da exposicdo de células normais a carcindbgenos. A
consequéncia disso é que as células encontram-se geneticamente alteradas. A
transformacao leva anos para se manifestar, podendo as células ficar no estado de
dorméncia. Porém, nesta etapa, € impossivel detectar o tumor clinicamente. No
segundo estagio, a célula iniciada sofre um longo periodo de contato com o agente
transformador, quando pelo menos dois mecanismos independentes estédo
envolvidos: a ativacdo mitética e a atividade génica. Neste momento, o estilo de vida
pode ter efeitos vantajosos e evitar o desenvolvimento do cancer. O estagio de
promocdo muitas vezes interrompe a suspensdo do contato célula-agente. A
progresséao € caracterizada por alteracdes metabdlicas e morfologicas interpretadas
como perda de diferenciacéo, proliferacdo descontrolada e alta agressividade das
células malignas, evoluindo para manifestacdes clinicas e metastases (ALMEIDA et
al., 2005; ESSERS; VERMEULEN; HOUTSMULLER, 2006).

Neoplasica é a célula que recebe os seguintes beneficios metabdlicos e
capacidades biolégicas quando comparadas as ceélulas néo transformadas: a)
alteracdes cromossdmicas (de forma e numero); b) perda do controle da proliferagédo
divisdo celular; c) imortalidade celular devido & ativacdo da enzima telomerase; d)

capacidade de invadir tecidos vizinhos ou distantes por metastases; e) capacidade
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de induzir a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese); f) perda das
propriedades adesivas da membrana plasmética, que permite o reconhecimento
célula-célula e a inibicdo por contato do movimento celular; g) perda de funcdo e da
capacidade de diferenciacdo ou especializacdo. Dessa forma, todos os casos de
cancer estdo envolvidos no controle positivo e negativo do ciclo celular e da morte
celular programada com as vias de transmissdo de sinais biologicos (LIOTTA;
KOHN, 2001; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Ainda que o cancer indique peculiares muito heterogéneas, todos os tumores
malignos adquiriram atributos de crescer além dos limites conferido as células
normais. O aumento clonal de uma célula alterada depende da crescente
incapacidade de morrer por apoptose e do descontrole da sua capacidade
proliferativa. Consequentemente, apesar da enorme Vvariabilidade do cancer,
evidéncias comprovam que a resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas mais
acentuadas da maioria dos tumores malignos (OKADA e MARK, 2004). De fato, o
diagnoéstico do processo de tumorogénese mostra que a disposicdo de resistir a
morte pode ser adquirida por diversos mecanismos e ocorre em varios momentos do
desenvolvimento tumoral. Dentre estes, a resisténcia a morte por apoptose em
células que resistiram do controle do crescimento e da diferenciagdo normais
realizados por fatores solUveis ou por contatos célula-célula ou célula-matriz
extracelular inclusive aquela induzida por hipdxia, por lesdes no DNA ou por
espécies reativas do oxigénio (ZONING et al., 2001).

O céncer é a segunda causa de mortes no mundo, perdendo apenas para as
doencas cardiovasculares segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Em
2008 foi responsavel pela morte de 7,8 milhdes de pessoas e acredita-se que o
namero de mortes continue aumentando nos proximos anos. A ma alimentacéo, o
consumo do tabaco, do alcool e a falta de exercicios fisicos, junto com o
envelhecimento séo fatores de risco importantes para o desenvolvimento do cancer
e mais de 30% das mortes causadas pelo cancer podem ser prevenidas (INCA,
2013). A estimativa para 2014 conforme OMS (2013) é de 580 mil novos casos de
cancer no Brasil, sendo os mais incidentes os canceres de pele do tipo nao
melanoma (182 mil), prostata (68,8 mil), mama (57,1 mil), intestino (33 mil), pulméo
(27 mil) e estbmago (20 mil mortes ao ano) (OMS, 2013). A previsdo para 2030 é
gue a mortalidade por cancer atinja 2,1 milhdes de pessoas nas Américas sendo
45% destas na América Latina e Caribe (UICC, 2014).
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4.2 Formas de Tratamento

O tratamento visa curar a doenca, prolongar a vida e melhorar a qualidade de
vida do paciente apds o diagnostico do cancer. O rastreamento (screening) é
também uma forma de exame onde as pessoas saudaveis (sem sintomas de
doencas) tém o objetivo de saber qual seu historico familiar para desenvolver algum
tipo de cancer, selecionando aquelas pessoas com maiores chances de ter uma
doenca por apresentarem exames alterados ou suspeitos e que, por conseguinte,
devem ser encaminhadas para investigagdo diagnostica (INCA, 2013). O
rastreamento pode ser oferecido de duas formas diferentes: oportunistico
(solicitacdo de exames de rastreamento de forma nao sistematica) e organizado
(solicitacdo de exames de rastreamento para uma populacdo de risco dentro de um
programa estruturado), sempre visando a reducao da morbimortalidade pela doenca
(STEIN, et al., 2009).

A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral, na associacdo da
ressecc¢ao cirurgica dos tumores com a quimioterapia e/ou tratamento radioterépico.
Nos anos de 1970, estas formas classicas de abordagem sofreram alteracfes
significativas com a introducédo do conceito de tratamento adjuvante. O emprego
intensivo dos protocolos pos-cirargicos, incluindo a associacdo de quimioterapicos
com diferentes mecanismos de acdo a radioterapia e, mais recentemente, a
associacado destes aos anticorpos monoclonais, vem melhorando os resultados do
tratamento de alguns tipos de canceres. Muitos tumores ainda apresentam
respostas modestas aos protocolos clinicos, limitando a indicacdo e a eficacia do
tratamento adjuvante primario tanto para as metastases como para 0s tumores
(KUMMAR et al., 2004). Portanto, torna-se decisivo a necessidade de desenvolver e
encontrar modalidades terapéuticas mais eficientes e introduzi-las no arsenal
farmacolégico de forma a oferecer oportunidades reais ao namero crescente de

pacientes com doencgas malignas disseminadas.

4.2.1 Cirurgia

E a remoc&o do tumor junto com o tecido circundante livre de tumor, podendo

haver a remogé&o de ganglios linfaticos regionais. Os efeitos secundarios da cirurgia
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dependem da area, do tipo e tamanho do cancer e das caracteristicas do paciente
(LIGA PORTUGUESA CONTRA O CANCRO, 2011). Logo, o cancer, em sua fase
inicial, pode ser controlado e/ou curado, através do tratamento cirargico, quando
este € o tratamento indicado para o caso. O planejamento cirargico deve incluir
todos os cuidados referentes aos principios gerais de uma cirurgia e ao preparo do
paciente e seus familiares sobre as alteracBes fisioldégicas e/ou mutilacdes que
poderdo advir do tratamento (KUMMAR et al., 2004).

Este tipo de tratamento pode ser dividido em: a) cirurgia curativa, apropriada
para tumores iniciais e normalmente solidos, que consiste no conhecimento do
mecanismo de propagacdo dos tumores e na retirada de érgaos ou das regides
afetadas pela neoplasia e b) cirurgia paliativa, indicada para diminuir o sofrimento do

paciente e proporcionar melhores condi¢des de vida (SCHEINBERG, 2010).

4.2.2 Radioterapia

As radiacbes sdo empregadas para destruir ou impedir que o namero de
células tumorais aumente, podendo ser usada junto com quimioterapia ou outros
recursos auxiliares. A radioterapia geralmente utiliza raios gama, radiois6topos como
cobalto-60, raios-X e até prétons e mésons pi negativos, sendo usada com
frequéncia e em conjunto com a cirurgia com o objetivo de ampliar a eficiéncia do
tratamento. A radioterapia tem um alto indice de efeito e quando ndo cura melhora a
condi¢cdo de vida, pois diminui o tamanho do tumor, hemorragias, dores e outros
sintomas (INCA, 2013). Mesmo isolada, a radioterapia pode diminuir tumores
grandes, diminuindo a recorréncia e a chance de metastase. Os efeitos colaterais
costumeiramente incluem cansaco, dificuldade para ingerir alimentos e perda de
apetite e alergias (ALMEIDA et al., 2005).

4.2.3 Quimioterapia

A quimioterapia se baseia no emprego de uma substancia quimica,
combinada ou isolada, com a finalidade de tratar as neoplasias malignas, agindo no
nivel celular, interferindo no processo de divisdo, crescimento e invasao tecidual por
células cancerosas (BONASSA; BLOCH; THOMSON, 2000; SOUZA et al., 2007).
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Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem sua ac¢ao sobre células que se
encontram no ciclo celular (fases G;, S, G, e mitose), e sdo denominados farmacos
ciclo-celular especificos. Como exemplo podemos citar compostos provenientes de
vegetais como alcaldéides da vinca vinblastina, vindesina e vinorelbina, que
interferem na formacdo dos microtubulos. Um segundo grupo de agentes,
denominados farmacos ciclo-celular ndo especificos, tem a capacidade de
exterminar as células tumorais independentemente de estarem atravessando o ciclo
ou de estarem em repouso no compartimento Gp, tais como os alquilantes
(mostardas nitorgenadas e nitrosouréias) que possuem capacidade de se intercalar
com o DNA ou formar ligacdes cruzadas que interferem na sintese do DNA
(ALMEIDA et al., 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).

O cancer pode ser tratado através de monoquimioterapia ou
poliquimioterapia. Esta Gltima é a mais utilizada por apresentar resultados mais
eficientes ao reduzir o risco de resisténcia e atingir as células em diferentes fases do
seu ciclo (CARVALHO et al., 2003).

A quimioterapia interfere na transcricio ou sintese do acido
desoxirribonucléico (DNA) ou diretamente na producdo de proteinas, operando, na
maioria das vezes, em células em divisdo (FERRARI e HERZBERG, 1998;
FERREIRA et al., 2010, 2011). E desejavel utilizar na quimioterapia doses muito
altas capazes de atingir o maior nivel de morte celular possivel. Considerando um
tumor de 1 g (cerca de 10° células), cada ciclo de terapia mata cerca de 99% das
células. Porém, é indispensavel repetir o tratamento em diversos ciclos para matar
todas as células tumorais (KATZUNG, 2003).

As células-tronco cancerosas, definidas como uma subpopulacdo rara de
células tumorais caracterizada por suas propriedades de iniciagdo do tumor,devido a
sua multipoténcia de diferenciacdo e capacidade de autorrenovacdo, sdo muito
resisténtes a radioterapia e a quimioterapia (VIZZONI, 2008; MAUGERI; VIGNER]I;
DE MARIA, 2011).

4.2.4 Farmacos anticancer
Os agentes antineoplasicos mais antigos, conhecidos como agentes

alquilantes, interferem no processo de divisdo celular e interagem quimicamente

com o DNA. Na quimioterapia, de fato, sédo descritos muitos alvos com o intuito de
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se estabelecer novos farmacos antitumorais que podem ser estudados, sendo que 0
DNA é um dos alvos mais estudados (KESKIN et al., 2000).

A grande maioria dos quimioterapicos sdo ou tem como base produtos
naturais a partir de plantas, animais e microrganismos. De fato, cerca de 60% dos
antineoplasicos atualmente utilizados na clinica nas ultimas décadas tem sua origem
nos produtos naturais (SCHIFF et al., 1979; EISENHAUER; VERMORKEN, 1998;
CLARDY; WALSH, 2004; NEWMAN; CRAGG, 2012). Estes farmacos atuam sobre
células que estdo em constante divisdo e/ou crescimento constante, como células
neoplasicas, dos bulbos capilares, do trato gastrointestinal, mucosas e da medula
0ssea, geralmente, ndo havendo distincdo entre elas, fato que causa alguns efeitos
colaterais como diminuicdo da disposicao fisica, nduseas, alopecia, perda de peso,
aumento de infec¢cdes e hemorragias, inflamacédo das mucosas, imunossupressao,
emagrecimento, vomitos e diarréia (MUSCARILIN; TIERNEY; STADTMAUER, 1993;
FERRARI; HERZBERG, 1998; ANAZETTI et al., 2003; COSTA et al., 2008).

Outra alternativa mais atual no tratamento de canceres, especialmente, os de
carater mais avancado, sao as terapias dirigidas que focam no conhecimento da
genética do cancer e biologia molecular (ISMAEL; SEGALLA; ROSA, 2007),
aproveitando o funcionamento anormal das células neoplasicas para aumentar
mecanismos que visem a reducao do crescimento neoplasico. Terapias dirigidas em
desenvolvimento incluem os inibidores da angiogénese, antagonistas da apoptose,
inibidores dos fatores de crescimento, vacinas, antagonistas hormonais e
imunoterapia (ALMEIDA et al., 2005).

Assim, muitos estudos estdo sendo realizados para a maior eficiéncia da
guimioterapia e a combinacdo de diversos agentes antineoplasicos, pretendo obter
resultados com indices surpreendentes de cura de 75 a 90% em diversos tipos de
cancer. No entanto, apesar da introducédo de novos farmacos no arsenal terapéutico
contra o cancer, varios tumores solidos ainda nao dispdem de tratamento adequado.
O carcinoma de pulmao de nao-pequenas células que se encontra entre 0s mais
frequentes em todo o mundo, apresenta respostas modestas a todos 0s esquemas
quimioterapicos disponiveis. Como a monoterapia apresenta apenas resposta
parcial em 15% a 20% dos casos e com as associacdes terapéuticas nao ultrapassa
de 40% a 50%, € necessaria a busca de novas alternativas medicamentosas para
melhorar a eficacia do tratamento de doencas neoplasicas avancadas (COSTA-

LOTUFO et al., 2010). Por outro lado, a morbidade associada aos quimioterapicos
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ainda é um obstaculo significativo. A descoberta de farmacos antineoplasicos de
facil administragcdo e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais € uma das
principais metas buscadas pelos pesquisadores da area de oncologia farmacolégica,
tornando-se importante a informacdo sobre os aspectos bioquimicos, quimicos e

biolégicos destes quimioterapicos em potencial.

4.3 Moléculas Antitumorais de Origem Animal

Considerando o mercado farmacéutico mundial, os produtos naturais séo, e
provavelmente continuardo sendo, a fonte mais importante de novas substancias
bioativas, inclusive aquelas com potencial anticancer. Novos nichos e interacdes
ecoldgicas ganharam importancia nas ultimas décadas, como alvos alternativos para
a pesquisa de produtos bioativos. Deste modo, apés bilhdes de anos de evolugéo, a
natureza contempla uma enorme diversidade de organismos terrestres e marinhos.
No que diz respeito ao nosso planeta, estima-se que existam cerca de 30 milhdes de
insetos, 1,5 milhdo de algas, 1,5 milhdo de fungos, 1 milhdo de animais, além da
existéncia de mais de 400 mil espécies de plantas (ROBERTS, 2002; BOEUF,
2011). Assim, existe um potencial extraordindrio para a descoberta de novos
farmacos anticancer de ocorréncia natural em funcéo da existéncia de um grande
namero de espécies disponiveis para investigacdo. Inclusive no momento, avalia
gue pelo menos 2% das plantas superiores foram avaliadas para deteccdo de
constituintes com atividade antineoplasica. Na realidade, uma grande quantidade de
moléculas com atividade antineoplasica derivadas de animais, de plantas e
microorganismo ainda pode ser revelada (ZHANG, 2002). Além disso, o
conhecimento de novos alvos terapéuticos amplia a possibilidade da descoberta de
novas moléculas com potencial anticancer.

Microrganismos como as cianobactérias, bactérias e fungos sédo uma fonte
rica de novos metabodlitos biologicamente ativos, a maior parte dos produtos
marinhos tem sido isolada de invertebrados tais como esponjas, tunicados,
briozoarios e moluscos (CAPON, 2001). Dentre as substancias provenientes da
biota marinha, as classes mais estudadas compreendem acidos graxos (gorduras),
terpendides, policetideos, alcaldides, acetogeninas, polifendlicos (conhecidos
também como aromaticos), macrolideos e peptideos. A variedade estrutural é

aumentada quando se trata de metabdlitos isolados de microrganismos marinhos,
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originados em alguns casos por meio de rotas biossintéticas mistas, que podem
estar relacionadas a simbiose (HAY, 1996; BLUNT et al., 2011).

As primeiras investigacbes do ambiente marinho foram direcionadas a
metabdlitos altamente halogenados produzidos a partir de algas vermelhas. Estas
moléculas biologicamente e estruturalmente potentes, tais como discodermolida e
hemiasterlina, sdo originadas de esponjas. Essas contém bactérias simbiontes e
muitos metabdlitos dessas esponja tém origens bacterianas. Um estudo preliminar
demonstrou que pederina € um metabdlito de insetos bem conhecido com uma
estrutura muito semelhante a de outros compostos de esponja que vem de origem
bacteriana (PIEL, 2004).

Dentre as espécies marinhas responsaveis por fornecer produtos naturais
guimicamente revolucionarios, as cianobactérias marinhas (algas azuis-
esverdeadas) sdo provavelmente as mais produtivas do ponto de vista de poténcia
biologica (SHAH; ORLOWSKI, 2009). A apratoxina D é dos candidatos anticancer e
vem se destacando destaque por exibir uma dose de Clsy de 2,6 nM (concentracéo
minima capaz de inibir a proliferacdo de 50 % das células tumorais) em linhagens de
células de cancer de pulmdo humano da linhagem H-460. As jamaicamidas A-C,
isoladas de Lyngbya majuscula, mostram citotoxicidade contra H-460 e
neuroblastoma de camundongos (EDWARDS et al., 2004).

A didemnina B, um depsipeptideo ciclico isolado da ascidia caribenha
Trididemnun solidum, foi a primeira substancia natural marinha a entrar para testes
clinicos como um agente anticancer. Nos estudos in vitro e in vivo, esta substancia
demonstrou uma potente atividade antiviral, imunossupressora e anticancer, e
valores de Clsp de 1nM, e excelente atividade antitumoral contra leucemias e
melanomas.O mecanismo de acdo da didemnina B é complexo e ainda esta por ser
completamente esclarecido. Independentemente, os resultados animadores dos
estudos com linhagens de células tumorais e camundongos com tumores
transplantados foram razao suficiente para iniciar os ensaios clinicos em 1986.
(RINEHART; GLOER; COOK, 1857; BHUYAN, 1984; CRAMPTON et al.,, 1984;
VERA; JOULLIE, 2002).

A trabectedina é um alcaldide tetra-hidroquinolinico extraido da ascidia
caribenha Ecteinascidia turbinatae cujo mecanismo de alquilacdo de DNA difere da
ampla maioria dos outros agentes alquilantes. Esta molécula se liga a guanina em

sequéncias especificas de bases nas fendas menores da dupla hélice, originando
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uma dobra nas fitas de DNA (POMMIER, 1996).Este dobramento leva ao bloqueio
da divisao celular e interferéncia no reconhecimento e ligacdo normal de fatores de
transcricdo ou proteinas ligantes ao DNA, causando ativacdo ou inibicdo de
determinados genes (ERBA et al., 2003). A inibi¢cdo da transcricdo do gene MDR1 é
um dos efeitos mais surpreendentes desta substancia, sendo este gene responsavel
pela producdo de glicoproteina-P, uma proteina que realiza o bombeamento de
diversos quimioterapicos para fora das células e pode estar superexpressa em
células tumorais. A glicoproteina-P confere as células tumorais um perfil de
resisténcia a multiplas drogas (MDR), o que pode vir a ser prevenido pelo tratamento
com trabectedina (JIN et al., 2000; KANZAKI et al., 2002).

4.4 Anfibios

Os anfibios sd&o membros do Reino Animalia, Filo Chordata, subfilo
Vertebrata, Classe Amphibia e se subdivide nas seguintes ordens (Figura 2):
a) Anura ou Salientia (sapos, ras e pererecas);

b) Urodela ou Caudata (Salamandras e tritdes);

c) Apoda ou Gymnophiona (cobras cegas ou cecilia).

Figura 2 - A classe Amphibia é composta por trés ordens de anfibios viventes. A) Ordem
Anura representada por um sapo (Rhinella schneideri). Fonte: Banco Internacional de
Objetos Educacionais (2013); B) Ordem Urodela representa uma espécie de salamandra
encontrada no nosso pais Bolitoglossa paraensis. Fonte: Araguaia (2013); C) Ordem
Gymnophiona representada por um espécime de Siphonops annulattes, um anfibio apodo e
fossorial. Fonte: Stock photo (2013).

O nome anfibios provém do grego amphibios (amphi = dual, bios = vida) que
significa vida dupla e corresponde as duas fases da vida dessa classe de animais,
uma na agua e outra na terra (DUELLMAN, 1992). Eles possuem a capacidade de
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sobrevivéncia tanto em ambiente aquatico como terrestre devido a evolugéo a outras
adaptacdes comportamentais, morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas (CLARKE,
1996), com desenvolvimento de pernas em lugar de nadadeiras; alteracbes no
metabolismo e na excrecdo para formar menos produtos nitrogenados toxicos e,
além disso, aquisicdo de érgaos dos sentidos, que funcionam tanto no ar como na
agua (DUELLMAN, 1992).

A familia Bufonidae, contém cerca de 50 géneros e 550 espécies
originalmente difundidas por quase todo o globo terrestre, exceto Australia, regides
oceanicas, Madagascar, Artico e Antartico (PRAMUK, 2006; FROST, 2011). A
familia Bufonidae recentemente foi revisada por varios autores devido as suas
relacfes filogenéticas. Essas revisbes mudaram a nomenclatura de varios taxons,
entre eles, o género Bufo (FROST et al., 2006; PRAMUK, 2006; CHAPARRO et al.,
2007). Chaparro et al. (2007), baseados em dados moleculares, sugeriram que a
maior parte das espécies de Bufo da América do Sul fossem colocadas no género
Rhinella.

No Brasil, a familia Bufonidae é representada por sete géneros, sendo
Rhinella mais representativo, tém cerca de 40 espécies. Sao conhecidos
vulgarmente pelo nome genérico de "sapo-cururu” (do tupi kuru'ru - sapo grande) e
inclui distintos habitats. Uma das espécies mais analisadas na regido amazonica é a
Rhinella marina, antigo Bufo marinus (EASTEAL, 1963).

Os anfibios surgiram no final do periodo Devoniano com mudanca do
ambiente de aquético para terrestre em funcdo da conquista progressiva de um
conjunto de adaptacdes morfofuncionais e comportamentais. Entre outros érgdos, a
pele destes animais apresentou alteracdes associadas com a nova forma de vida,
apresentando glandulas exdcrinas multicelulares, provenientes da epiderme, o que
deve ter desempenhado um papel extraordinario para evitar a desidratacédo
(TOLEDO, JARED, 1995).

4.4.1 Biologia da Secrecao da Pele dos Anfibios

Assim como em todos os vertebrados, a pele dos anfibios é composta por
uma epiderme e uma derme (DUELLMAN; TRUEB, 1996). A camada mais externa,

a epiderme, possui origem ectodérmica e € formada basicamente por trés estratos:
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a) Estrato corneo, que se localiza mais superficialmente e é composto
geralmente por uma Unica camada de células achatadas e queratinizadas
(FARQUHAR; PALADE, 1965);

b) Estrato intermediario, localizado logo abaixo do estrato cérneo, que é
formado por diversas camadas de células poliédricas e pode ser dividido em estrato
granuloso, espinoso e germinativo (basal), abaixo dos outros dois estratos, formado
por uma unica camada de células, frequentemente colunares e apoiadas em uma
lamina basal (FARQUHAR; PALADE, 1965). A derme é composta basicamente de
duas camadas de tecido conjuntivo: 0 estrato esponjoso, que contém colageno,
fibras elasticas, nervos, vasos sanguineos e glandulas (ELKAN, 1968; ANDREW,
HICKMAN, 1974);

c) Estrato compacto, que contém fibras colagenas frequentemente dispostas
em blocos e paralelas a superficie do corpo. Imediatamente abaixo do estrato
compacto localiza-se a tela subcutdnea, composta de tecido conjuntivo frouxo
(ELKAN, 1968; ANDREW; HICKMAN, 1974).

A pele dos anfibios exerce varias fungdes importantes, como respiracao,
transporte de 4gua e solutos, regulacdo da temperatura corpo e de defesa contra
microorganismos e predadores, sendo considerado como um dos principais fatores
gue garantiu a sobrevivéncia e a permanéncia desses animais no ambiente terrestre
(DUELLMAN, 1992; SEBBEN et al.,1993; CLARK, 1997). Os principais mecanismos
fisiolégicos adaptativos relacionam-se como controle da dissecacdo e da pressao
arterial, bem como a presenca de componentes bioativos de atividade antibibtica
protegendo os animais de infec¢cdes bacterianas, virais e fungicas (DUELLMAN,
1992).

Muitos componentes bioativos presentes na pele dos anfibios séo sintetizados
por glandulas cuténeas distribuidas por toda a pele (DALY, 1995). Estas podem ser
de dois tipos, mucosas e granulosas (DUELLMAN, 1992). As glandulas mucosas
secretam um muco altamente hidrofilico que controlam o pH e o grau de umidade da
pele, proporcionando condigcbes adequadas para respiragdo cutanea (TOLEDO,;
JARED, 1995). Ja as glandulas granulosas sdo as principais responsaveis pela
defesa passiva dos anfibios, devido a sua secrecdo ser toxica para diversas
espécies de vertebrados. Nos sapos existem duas estruturas denominadas
glandulas parotides (Figura 3), que representam um acumulo de glandulas

granulosas. Essas glandulas produzem e armazenam substancias que séo liberadas
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apos compressao destas glandulas exercendo uma importante funcdo de defesa
(SEBBEN et al., 1993; JARED et al., 2009).

Figura 3 - (A) Exemplar do Sapo cururu Rhinella scheideri mostrando a glandula parotdéide
(retangulo vermelho). (B) Corte frontal e lateral da glandula parotoide exibindo a secregéo.
Fonte: Cunha-Filho (2010).

Em relacdo aos peptideos, pesquisas mostram que eles estariam ausentes ou
aconteceriam em baixas quantidades na secrecdo cutdnea dos bufonideos
(CLARKE, 1997). Um estudo mais recente desenvolvido por Rashet al. (2010),
demonstrou experimentalmente, que a quantidade de peptideos na secrecao
venenosa das parotoéides é realmente muito reduzida. Essa especialidade do veneno
dos sapos torna-se ainda mais evidente quando comparada a riqueza de peptideos
encontrados no veneno das ras (Ranidae) e pererecas (Hylidae) (PUKALA et al.,
2006). Nas pererecas filomedusas, por exemplo, existe uma infinidade desses
componentes. Alguns pesquisadores levantaram suspeita que 0S escassos
peptideos do veneno dos bufonideos consistem em produtos de degradacdo de
proteinas, envolvidas, sobretudo no processo de manutencao celular das proprias
glandulas de veneno. Deste modo, esses componentes ndo devem contribuir para a
toxicidade do seu veneno (RASH et al., 2010).

4.4.2 Principais produtos secretados pela pele dos anfibios
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A maioria dos quimioterapicos tem origem ou sdo baseados em moléculas
provenientes de plantas ou animais. Desde 1500 a.C., os produtos naturais tém sido
reconhecidos como detentores de potencial anticancer (BUTLER, 2004; NEWMAN;
CRAGG, 2012). Dentre as fontes naturais, animais produtores de toxinas fazem
parte do costume, da medicina tradicional e, até mesmo, da culinaria de diversas
paises ao redor do mundo (COSTA-NETO, 2005). Assim, as secre¢fes animais tém
representado uma importante ferramenta para a saude humana, auxiliando no
entendimento de diversos processos fisiolégicos ou patolégicos e na geracdo de
inovagcbes farmacoldgicas e de conhecimento sobre a composicdo quimica de
extratos e substancias (REJANDRA; ARMUGAM; JEYASSULAN, 2004). Dentre os
principios ativos encontrados nas peles dos anfibios, moléculas alifaticas,
aromaticas e heterociclicas, além de uma diversificada gama de esterdides,
alcaldides, aminas biogénicas, derivados guanidinicos, proteinas e peptideos séo
encontrados nesses animais (CLARKE, 1997; MONTI; CARDELLO, 1999; PRATES;
BLOCH Jr., 2000). Nos bufonideos em geral, a secrecdo venenosa contém
basicamente esterdides, aminas biogénicas e proteinas (ZELNIK et al., 1965;
TOLEDO; JARED, 1989; TOLEDO; JARED, 1995; PERRY, 2000).0 veneno das
espécies de sapo do género Phyllobates ficou historicamente conhecido por seu uso
por tribos indigenas do oeste da Coldmbia, na floresta amazébnica, que
envenenavam as extremidades dos dardos das zarabatanas para a pratica da caca
(HICKMAN JUNIOR et al., 2009). A toxina de Phyllobates, responsavel pela paralisia
e morte desses animais, é a Batracotoxina (BTX), uma das mais potentes toxinas
encontradas na natureza, um alcaldide que se liga ao canal de Na' e causa
persistente ativacdo do potencial de repouso da membrana das células excitaveis,
por meio de um mecanismo que bloqueia a inativacdo do canal para sodio e causa
mudanca de voltagem para potenciais mais negativos (CATTERALL et al., 2007).
Segundo analises feitas por Bosmans et al. (2004), a BTX inibe a propagacéo do
estimulo da dor, com potencial para a producdo de analgésicos.

A secrecao da pele dos anfibios contém compostos biologicamente ativos que
desenvolve diversos papéis, seja na regulacéo da funcéo fisiologica da pele ou nos
mecanismos de defesa contra predadores ou microorganismos (CLARK, 1997). A
sintese dos peptideos com atividade antimicrobiana em glandulas granulares
localizada na pele € uma caracteristica de varios espécies de anuros (ras e sapos),

particularmente aquelas pertencentes as familias Bombinatoridae, Hylidae,
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Hyperoliidae, Myobatrachidae, Pipidae e Ranidae (CONLON; KOLODZLEJEK;
NOWOTNY, 2004; SIMMACO et al.,1998). Um farmaco produzido a partir de um
analogo da magainina, uma toxina isolada de secre¢do de Xenopus, € o Locilex®,
um creme antibiotico tépico de base peptidica, que causa poros em membranas de
bactérias anaerdbias Gram-negativas e Gram-positivas resistentes a vancomicina e
menicilina e de fungos (ULVATNE, 2003). Mas esse produto ndo obteve aprovagao
do FDA para a comercializacédo pelo fato dos estudos de comparacdo ndo deixarem
claro a sua eficacia. Duas lectinas com atividade bacteriostatica contra bactérias
Gram negativas e Gram positivas foram isoladas a partir da pele do Bufo arenarum
(RIERA et al., 2003).

Os egipcios sdo considerados a primeira civilizacdo a utilizar cila (Scilla
maritima), uma planta que contém o composto cilareno A, o primeiro bufadienolideo
encontrado, cuja estrutura foi elucidada em 1933 e usada no tratamento de doencas
do coracdo. Culturas asiaticas (os chineses foram os primeiros) usavam diferentes
venenos da pele de sapo para a preparacdo de remédios (KRENN; KOPP, 1998).
Chan’Su é o veneno seco do sapo Bufo bufogargarizans e/ou Bufo melanostictus, é
usado em algumas regides da China e alguns outros paises asiaticos devido as suas
propriedades anestésicas, anti-inflamatérias, cardiotbnicas, diuréticas e
hemostéaticas. Bufalina e cinobufagina s&o dois importantes bufadienolideos
componentes do Chan'Su (YE et al., 2004).

Bufadienolideos séo esteroides cardioativos poliidroxilados com 24 carbonos
que se apresentam na forma livre ou conjugada na posicdo C-3 com sulfatos,
ésteres dicarboxilicos e aminoacidos, sendo caracterizados por conter um anel de
lactonainsaturada (NOGAWA et al., 2001; BICK et al., 2002; FERREIRA et al., 2013)
(Figura 4). Mais de 250 bufadienolideos ja foram identificados tanto de vegetais
(familias Crassulaceae, Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae, Ranunculaceae e
Santalaceae) quanto de animais. S&o moléculas encontradas nos tecidos e fluidos
corporais de sapos em cerca de 10 espécies do género Rhinella (anteriormente
Bufo) (KRENN; KOPP, 1998), uma cobra (Rhabdophis tigrinus) (HUTCHINSON et
al., 2007) e um artropode (Photinus) (EISNER et al, 1978). A grande variedade de
compostos conhecidos é principalmente devido ao numero e a posicdo dos
substituintes (LENAERTES et al., 2013; MENG et al., 2001).
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Figura 4 - Estrutura quimica geral dos bufadienolideos.

Alguns bufadienolideos possuem atividade antitumoral, como descrito para
bufalina, esquilareina, bufotalina, gamabufotalinsa, cinobufotalina e cinobufagina e
(XU et al., 2007).

Extratos do veneno de sapos macho/fémea de R. marina e Rhaebo guttatus,
apos analise do perfil cromatografico revelaram quatro bufadienolideos nos extratos
de R. marina (RMF-1 e RMM-5: telocinobufagina, marinobufagina, bufalina, e
resinobufogenina) ao passo que no veneno de R. guttatus (RGF-6 e RGM-9) somente
um bufadienolideo foi identificado (marinobufagina). Estes extratos avaliados pelo
ensaio do MTT revelaram atividade citotdéxica em linhagens de células tumorais
humanas, principalmente aqueles extratos provenientes de R. marina, 0s quais
revelaram valores de Clsp comparaveis aos observados com o controle positivo
doxorrubicina, um farmaco muito utilizado na clinica para tratamento de carcinoma de
mama e coélon. Assim, todos os extratos dos venenos de R. marina revelaram alta
atividade citotoxica, com valores de Clso variando de 0,01 pg/mL [RMF-1, RMF-4,
RMF-5 (linhagem HL-60, leucemia pro-mielocitica); RMF-4, RMF-5 (SF-295,
glioblastoma) e RMF-4 (HCT-116, célon)] a 0,23 pg/mL (OVCAR-8, ovario) (Tabela 1).
Por outro lado, os extratos dos venenos de R. guttatus apresentaram acgao citotoxica
menores quando comparados aos encontrados em R. marina (Clspvariando de 2,9 a
6,6 ug/mL) (Tabela 1).

A andlise de citotoxicidade pelo ensaio do MTT vem sendo utilizada em

programa de screening para selecionar substancias com acdo antineoplasica, sendo
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um método rapido, sensivel e barato (BERRIDGE et al., 1996; FERREIRA et al., 2011,
2013). Foi descrito primeiramente por Mosmann (1983), tendo a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico das células com base na colorimetria da
conversado do sal MTT em azul de formazan a partir de enzimas mitocondriais (como a
succinil desidrogenase) presentes somente nas células metabolicamente ativas. O
estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas
nao o mecanismo de acédo (BERRIDGE et al., 1996).

De acordo com o American National Cancer Institute (NCI), extratos que
apresentam valores de Clsp menores que 30 pg/mL sdo considerados promissores
para estudos de purificacdo de moléculas (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990; FERREIRA
et al., 2011). Anteriormente, os estudos antitumorais in vitro similares foram realizados
com os géneros Rhinella e Rhaebo, entre as quais secre¢des da pele e dos seus
componentes (tais como epoximarinobufagina, bufalina, cimarinobufagina,
cinobufacina, cinofagina, telocinobufagina, hellebregenina, 33-acetoxi-marinobufagina,
3B-acetoxi-bufalina, 3B-acetoxi-telocinobufagina e 20S, 21R-epoxi-marinobufagina) e
bufadienolideos isolados do farmaco tradicional da China, Ch'anSu, mostraram
atividade contra diversas linhagens células tumorais, tais como o coélon (26-L5),
leucemias (K-562, U-937 ML-1,Jukart T, HL-60) , melanoma (MDA/MB-435), mama
(MCF-7, MDA/MB-231), prostata (DU-145, PC-3, LNCaP), bexiga (BIU-87), carcinoma
hepatocelular (HepG2), carcinoma de pulméao (A-549) e carcinoma primario de figado
(PLC/PRF/5) (ZHANG et al ., 1992; NOGAWA et al, 2001; OGASAWARA et al, 2001;
KAMANO et al, 2002;. YEH et al, 2003; SU; XU, YE, 2009; CUNHA-FILHO et al, 2010;
Ql tal., 2011;SCIANI et al, 2012; LEE et al., 2014).



38

Tabela 1. Potencial citotéxico dos extratos de veneno de Rhinella marina e Rhaebo guttatus

em linhagem de células neoplasicas humanas apds 72h de exposi¢do avaliada pelo ensaio

MTT.

Clso (Mg/mL)*
Extrato
SF-295 OVCAR-8 HL-60 HCT-116
0,03 0,06 0,01 0,02
RMF-1
0,03-0,04 0,05 -0,09 0,008 — 0,01 0,01 -0,02
0,08 0,09 0,05 0,06
RMF-2
0,06 — 0,09 0,07-1,0 0,04 - 0,06 0,04 - 0,07
0,01 0,03 0,01 0,01
RMF-4
0,01 -0,02 0,02 - 0,03 0,01-0,01 0,01 -0,01
0,01 0,03 0,01 0,02
RMF-5
0,01 -0,02 0,02 - 0,03 0,01 -0,02 0,01 -0,02
0,09 0,23 0,07 0,06
RMM-1
0,08 -0,11 0,18 - 0,28 0,05-10,09 0,04 - 0,08
4.0 2,9 3,2 4.0
RGF-1
32-5,0 2,1-4,0 2,8-3,6 26-59
3,2 3.8 4.6 3,1
RGF-2
2,7-3,8 3,1-49 22-75 2,0-47
4,8 5,2 3,6 49
RGF-3
41-5,6 44—-6,2 29-4,4 44-54
6,6 4.5 49 5,9
RGM-1
52-8/4 32-6,5 41-6,1 3,8-91
0,2 1,3 0,02 0,01
Doxorrubicina
0,2-0,3 1,0-1,9 0,01 -0,02 0,01 -0,02

" Os dados sdo apresentados como valores de Cls, € 0s intervalos de confianca de 95%
para a leucemia (HL-60), carcinoma do célon (HCT-116), carcinoma do ovario (OVCAR-8) e
glioblastoma (SF-295). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Rhinella marina
fémea/macho (RMF / RMM); Rhaebo guttattus fémea/macho (RGF / RGM). Fonte: adaptado

de Ferreira et al. (2013).
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A maioria desses extratos foi fracamente citotoxico em células mononucleares
do sangue periférico (CMSP), representadas pelos leucécitos (neutrdfilos,
especialmente), isolados a partir do sangue periférico de voluntarios adultos sadios,
nao-fumantes, que nao fizeram uso de qualquer droga por pelo menos 15 dias antes
da coleta, com idade entre 18-35 anos. Esses extratos apresentaram Clso maiores
para os leucdcitos em proliferacéo (0,8; 0,5; 0,4; 0,3; 1,1; 0,8; 16; 13,1 e 13,9 pug/mL
para a RMF-1, RMF-2, RMF-4, 5-RMF, RMM -1, RGF-1, RGF-2, RGF-3 e RGM-1,
respectivamente) (Tabelal) quando comparados ao valores encontrados contra a
linhagem HL-60, sendo o extrato RMF-1 até 80 vezes mais seletivo contra células
leucémicas, quando comparado com leucécitos em divisdo, uma vantagem muito
desejada para novas moléculas alvo anticancer. Mais recentemente, o extrato
etandlico isolado da pele e das glandulas de venenosas parotéides de Bufo bufo
gargarizans Cantor a0 mesmo tempo que se mostrou citotoxico contra células
cancerosas pouco interferiu na viabilidade de PBMCs (LEE et al., 2014). No contexto
da terapia antineoplasica, a determinacédo do potencial toxicolégico sobre as células
normais merece grande atencdo devido ao risco de efeitos adversos que estédo
quase sempre relacionados a uma estreita janela terapéutica, a multipla resisténcia
farmacoldgica e as similaridades morfolégicas e fisiol6gicas entre células normais e
transformadas, o que torna muito dificil evitar a toxicidade advinda do tratamento,
principalmente, para pacientes no estagio avancado da doenca, quando os efeitos
adversos da quimioterapia podem superar os beneficios e aumento da sobrevida
ndo é acompanhado pela melhora da qualidade de vida (ANAZETTI et al., 2003;
KAMB, 2005; SOUZA et al., 2007; SANTOS et al., 2010).

Os extratos de R. marina causaram ndo mostraram potencial hemolitco em
eritrécitos humanos ap6s 1h de incubacdo, sugerindo que o mecanismo de
citotoxicidade esta provavelmente relacionado com uma via mais especifica e ndo
esta associada com danos diretos a membrana (FERREIRA et al., 2013) (Tabela
2).Previamente, Cunha-Filho et al. (2010) e Sciani et al. (2012) nao identificaram
atividade hemolitica em secrecdes da pele dos anfibios de R. crucifer, R. marina, R.
schneideri e R. major na concentracdo de 50 pg/mL, embora em R. jimi, R.
margaritifer e Phyllomedusa hipocondrialis a ruptura da membrana celular foi
demonstrada apos 1h de incubacgédo. Resultados divergentes foram vistos com
extratos de venenos de R. gutattus, ao passo que todos eles exibiram potencialidade

hemolitica, um achado contraditorio quando comparado com aquele descrito por
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Sciani et al. (2012), que reportou injdrias & membrana. E provavel que esta diferenca
deve ser correlacionada com a gama de concentragdes estudadas e com a presenga

de diferentes compostos.

Tabela 2 — Estudo hemolitico dos extratos de venenos de Rhinella marina e Rhaebo
guttatus determinados espectrofotometricamente a 540 nm e atividade citotoxica em células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) quantificados pelo ensaio do Alamar Blue.

CEsp (Mg/mL)* Clso (Lg/mL)**
Extrato Seletividade***
Eritrocitos humanos CMSP
RMF-1 > 200 0,8 (0,6 —0,9) 80
RMF-2 > 200 0,5(0,3-0,7) 10
RMF-4 > 200 0,4 (0.2 -0,6) 40
RMF-5 > 200 0,3(0,2-0,4) 30
RMM-1 > 200 1,1(0,5-2,4) 15,6
RGF-1 33,7 (28,1 — 40,5) 0,8 (0,6 - 0,9) 0,3
RGF-2 30,8 (27,7 — 34,2) 16,0 (10,6 — 24,3) 3,5
RGF-3 20,8 (15,8 — 27,4) 13,1 (11,1- 15,4) 3,6
RGM-1 27,9 (22,8 — 34,3) 13.9 (11,0 - 17,6) 2,8
Doxorubicina Ndx*** 0,9(0,5-1,8) 45

* Os dados séao apresentados como valores de CEs e intervalo de confianga de 95% para
eritrocitos humanos, apés 1 h de incubagéo. Triton X-100 (1%) foi utilizado como controle
positivo.

**Qs dados séo apresentados como valores de Clsg, € intervalo de confianca de 95% para as
CMSP ap6s 72 h de exposicdo. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

*** Coeficiente de seletividade determinada pela Clsg em CMSP/ Clsg em células HL-60 (ver
Tabela 1). Rhinella marina fémea/macho (RMF / RMM); Rhaebo guttattus fémea/macho
(RGF / RGM).As experiéncias foram realizadas em triplicata.

**+x Ndo determinado.

Fonte: adaptado de Ferreira et al. (2013)

De fato, as investigacbes demonstraram que algumas secrecdes da pele de
sapo possuem compostos que sdo capazes de induzir parada do ciclo celular na
fase G2/M ou na fase S, reducédo dos niveis da proteina antiapopoética Bcl-2, diminuir
a viabilidade celular e a sintese de DNA, ativar caspases iniciadoras e efetoras e

provocar alteragbes morfolégicas (condensacdo da cromatina, fragmentacao
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nuclear, retracdo de citoplasma, descolamento celular, bolhas de membrana e
corpos apoptoticos) em carcinomas da prostata e da mama (YEH et al., 2003; SU;
XU; YE, 2009; SCIANI et al., 2012; FERREIRA et al., 2013),

Os bufadienolideos bufalina e cinobufagina de B.bufo gargarizans induziram,
em concentracdes tdo baixas quanto 0,1uM, a morte de células Hep G, apés 24 de
tratamento, com reducdo da viabilidade celular,aumento de células apoptoticas
determinado por citometria de fluxo, liberacdo de citocromo c, despolarizacéo
mitocondrial, clivagem de PARP [poli(ADPribose)polimerase] e Bid, aumento dos
niveis de Bax e reducdo dos niveis de Bcl-2, ativacdo das capases-3, -9, -8 e -10,
inibicdo da apoptose por inibidores de caspases e maior expressado da proteina de
morte Fas, indicando que o processo apoptotico estd associado a vias dependentes
da ativagdo das caspases-8-10 por meio do receptor de morte Fas e da ativacdo da
caspase-9 por via mitocondrial (QI et al., 2011). O extrato etandlico, cujo compostos
majoritarios sdo a bufalina e cinobufagina, mostraram resultados semelhantes sobre
as linhagens tumorais MCF-7, A-549 e leucemia de células T (Jukart T)apds 48h de
tratamento, detectando-se intensa reducdo da viabilidade celular, aumento do
percentual de células apoptéticas, quebras simples e duplas das fitas do DNA
detectadas pelo ensaio do cometa e inducdo da formacdo de microndcleos
(fragmentos de DNA envolvidos por membrana presentes no citoplasma de células
interfasicas) (LEE et al., 2014). Todos esses achados sugerem que 0sS
bufadienolideos causam morte celular por apoptose e efeitos genotdxicos
direcionados a células tumorais.

A ativacdo da apoptose ocorre por duas vias gerais: via extrinseca e
intrinseca (Figura 5). Quando a via intrinseca é ativada, o primeiro passo é o
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial seguida da liberacdo de
proteinas que normalmente estavam localizadas no espaco intermembranar
[citocromo c, fator de indugdo da apoptose, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-
derived Activator of Caspases/Direct IAP Binding Protein with Low Propidium
iodidel), entre outros]. Assim, a permeabilizacdo da membrana mitocondrial libera
citocromo c, o qual se liga a Apaf-1 (Apoptoticpeptidase activating factor 1) e forma
um complexo multicatalitico chamado apoptossomo. Este complexo ativa a caspase-
9 a partir de sua forma zimogénica pré-caspase-9. Entdo, a caspase-9 cliva as
caspases efetoras -3, -6 e -7, ativando-as para realizar a fragmentacdo do DNA. A

caspase-3, a mais importante caspase efetora, uma DNAse eficaz em clivar o DNA
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gendmico entre nucleossomos, gera fragmentos de 180-200 pares de base (pb) e é
capaz de degradar as proteinas do aparelho mitético nuclear e a laminina, o que
determina a diminuicdo do nucleo e a picnose (KUMAR et al., 2004; ZIEGLER,;
GROSCURTH, 2004).

A via de receptor de morte ou via extrinseca (Figura 5) envolve a ativacéo de
receptores de membrana. Eles sdo membros da superfamilia de receptores de
fatores de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor receptor - rTNF). Estédo inclusos
nessa familia os receptores de membrana rTNF-1, FAS (CD95), TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand), entre outros. Esses receptores possuem um dominio
distinto dentro do citoplasma denominado de dominio de morte (Death Domain - DD)
gue contém uma sequéncia de 65 aminoacidos. Apds a associacdo dos receptores
de membrana ao seu correspondente DD, ocorre uma mudanca conformacional nos
receptores, 0 que promove o recrutamento de uma molécula adaptadora FAS que ira
associar-se com o dominio de morte (DD) formando o FADD. Este complexo
formado é o responsavel por iniciar a cascata de caspases, pois o FADD se liga a
procaspase-8 e forma caspase-8 (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; KRYSKOet al.,
2008).

Além da caspase-3, as duas vias de ativacdo da apoptose podem estar
interligadas através do Bid, uma proteina encontrada no citosol das células e que
normalmente é clivada pela caspase-8, formando uma proteina truncada, tBid, a
qual é translocada para a mitocondria, onde ativa o Bax, iniciando a liberacdo do
citocromo c e, consequentemente, a disfuncdo mitocondrial (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Ap6s um estimulo de morte, a proteina Bcl-2 inibe a
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria, pelo sequestro de Bax ou
por competir or sitios que seriam ocupados pela Bax na membrana externa
mitocondrial. Portanto, 0 processo de apoptose esta totalmente interligado para a
amplificacédo do sinal apoptético e ativacdo das caspases, embora a esséncia da via
intrinseca seja determinada pelo equilibrio entre as moléculas protéicas pro-
apoptéticas (Bax, Bak e Bid) e anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) que regulam a
permeabilidade mitocondrial (HENGARTNER, 2000).



VIA INTRINSECA

Fatores ativadores do estresse mitocondrial:

p53
eDanos a0 DNA =ROS
* Virus  Ativacéo de oncogenes
Bax - FADD
AFVE (A}
o Mitocondria
2 - ‘ Bid /‘
' \ O Bcl-2 -
{ V V
Citocrom: 9 k__,./ Bld
e [} /\l IAP truncado
~ -
9o
Y [ Smac / Diablo Caspase-8 ativa
2
2 Pro-caspase-3 ve
2 . Complexo Multicatalitico l
f) - APOPTOSSOMO -
6 Pré-caspase-3
Apaf 1
Mudangas morfoldgicas

VIA EXTRINSECA

"
CDY5L, TRAIL
A

!
Ligacéo / trimerizagao j'u "

43

Pro-caspase-8

> -

Caspase-3 ativa

Extemalizagao

Formacao

Retragao celular

Nucleo de uma
célula normal

de fosfatidilserina

de blebs

Figura 5 — Esquema demonstrando as principais vias de ativagdo da apoptose, suas

interconexdes e as alteracdes morfoldgicas mais caracteristicas
Adaptado de Mac Farlane e Williams (2004).

Fragmentacéao nuclear (cariorréxis)

Corpo apoptético

Fagocitose dos

corpos apoptéticos




44

Hashimoto e colaboradores (1997)mostraram que a bufalina é eficiente em
inibir a toposimerases Il (Topo IlI), enzima responsavel pela estabilizacdo do
complexo de clivagem do DNA e alvo de inUmeras drogas antitumorais. A inibicdo da
Topo Il promove a fragmentacédo do DNA, um atributo importante para apoptose das
células tumorais (HASHIMOTO et al., 1997).

Outros estudos in vitro e in vivo mostram que a cinobufacina e 0s seus
compostos ativos (por exemplo, bufalina e cinobufagina) exibem significativa atividade
antitumoral, incluindo a inibicdo da proliferacdo celular, inducdo da diferenciacéao
celular e da apoptose, a interrupcdo do ciclo celular, inibicdo da angiogénese,
reversdo da resisténcia a multidrogas e ainda interfere na regulagédo da resposta
imune (ZHU; LIU, 2006). Em um estudo pré-clinico, camundongos nude
transplantados com carcinoma hepatocelular humano e tratados com cinobufacina em
associacdo com o trioxido de arsénio revelou efeitos sinergéticos que reduziram o
crescimento do carcinoma, o numero de vasos sanguineos (efeito anti-agiogénico) e a
expressao de receptores dos fatores de crescimento endotelial vascular e epidérmico
(LIU; CHEN; QIN, 2011).

Dados clinicos mostram que cinobufacina utilizada sozinha ou em
combinacdo com outros agentes quimioterdpicos (por exemplo, gemcitabina e
oxaliplatina) tém atividade antitumoral contra diversos tipos de canceres humanos,
tais como carcinoma hepatocelular avancado, de pulmao, de pancreas e carcinoma
da vesicula biliar (CHEN et al., 2003; QUIN et al., 2008; MENG et al., 2009), onde
observou-se taxa de crescimento tumoral reduzida, melhora na qualidade de vida e
aumento do tempo de sobrevivéncia (NESHER et al., 2007). No caso de tumores de
figado, o acompanhamento dos niveis de alfa fetoproteina (AFP) revelou niveis mais
altos no grupo controle do que no grupo tratado com cinobufacina (CHEN et al.,
2003). Essa proteina € normalmente formada por células hepaticas imaturas no feto.
Ao nascimento, as criancas tém niveis relativamente altos desta proteina, que caem
para niveis normais do adulto (inferior a 10 ng/mL) no primeiro ano de vida. Em
adultos, niveis elevados (superior a 500 ng/mL) sdo vistos em casos de carcinoma
hepatocelular, tumores das células germinativas (testiculos e ovarios) e metastases
hepaticas. Assim, dosagem dessa proteina € o mais difundido marcador tumoral
empregado para rastreamento e seguimento do carcinoma hepatocelular. Niveis
elevados da AFP é fator de pior prognéstico em relacdo a agressividade da doenca

estando assim atrelada a tumores de didmetros maiores e invasao vascular. O valor


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21434348

45

sérico de corte associado a piora do prognéstico € de 200 ng/mL (ATAIDE et al.,
2011).

Outro uso potencial de bufadienolideos no tratamento do cancer é o combate
indireto da caquexia, uma patologia atentada pela excessiva producdo da
interleucina — 6 (IL 6) e que atinge pacientes com cancer, causando uma reducéo da
resposta corporal, podendo levar a morte (ENOMOTO et al.,, 2004). Em estudo
recente, Nasu e colaboradores (2005) propuseram a utilizacdo de bufalina como um
agente terapéutico no tratamento da endometriose, uma doenca que provoca a
proliferacdo exacerbada do tecido endometrial. A bufalina é capaz de produzir
apoptose nas células desse tecido de forma célula-especifica, em um mecanismo
distinto do que acontece com a acdo apoptotico de diversas células tumorais. Dessa
maneira, o bufadienolideo pode representar um candidato especifico no tratamento
da endometriose. A bufalina ainda exerce um efeito inibitério de células endoteliais
da aorta em bovinos o que pode evitar a formacao de redes de irrigagdo sanguinea
gue nutrem inimeros tumores (LEE et al., 1997).

Uma vez que esterdides cardiotdnicos de duas classes quimicas, 0s
cardenolideos (ouabaina, por exemplo) e os bufadienolideos se ligam
especificamente as subunidades da Na'/K*-ATPase (NEWMAN et al., 2008; GAO et
al., 2011), acredita-se que a ativacao do processo apoptético pelos bufadienolideos
esteja associada a inibicdo dessa bomba.

Os cardiotdnicos séo esterdides que compdem uma classe de compostos que
se distinguem por interagir com a principal proteina transportadora das células
eucariotas, a bomba de sodio (Na'/K'-ATPase). Estas bombas s&do proteinas
enzimaticas de membrana plasmatica pertencentes a familia das ATPases do tipo P
e conservadas em invertebrados, vertebrados e protozoarios (BRAGROV;,
SHAPIRO; FEDEROVA, 2009). A bomba trabalha como um transportador
eletrogénico de fons Na* e K* entre os meios extracelular e intracelular, conservando
o potencial de membrana das células, fundamentais para o funcionamento celular.
Determinada fungbes da enzima sdo: manutencao e restauragcao do potencial de
repouso de membrana em células excitaveis, transporte de nutrientes e aminoacidos
acoplados ao Na®, balanco osmotico e regulacéo do volume celular. Em insuficiéncia
cardiaca, glicosideos cardiotbnicos sdo recomendados e 0 mecanismo terapéutico
desses esteroides consiste na interacdo dos esterdides cardioténicos com Na'/K*-

ATPase provoca 0 aumento na concentracio de ions sodio ([Na']) intracelular. Este



46

aumento no sédio causa a formacdo de um de ions calcio ([Ca’]) intracelular
secundario, via troca de Na'/Ca’, no reticulo sarcoplasmatico. O acréscimo
resultante de absorgdo de [Ca’] pelo reticulo sarcoplasmatico provoca o aumento da
forca de contracdo do miocardio, aliviando o0s sintomas das cardiopatias
(WASSERSTROM; AIRPRUT, 2005).

Espera-se que esterdides do tipo digitdlicos podem desempenhar papel
hormonal como moduladores do sistema nervoso e cardiovascular ou estéo
envolvidos com quadros fisiologicos da hipertensdo. Niveis elevados de
marinobufalina foram detectados em estados de hipertensdo, doengas cardiacas e
em pacientes com falha renal (KENNEDY, 2005). Por outro lado, a resibufagenina é
conhecida por diminuir hipertensdo em modelos animais durante quadros de pré-
eclampsia (VU, 2006). Estudos mostram que a marinobufagina também pode estar
relacionada com a dependéncia ao etanol, pois os bufadienolideos atenuou a busca
pelo alcool via interacdo com Na'/K'- ATPase no cortex cerebral de modelos
animais (KASHKIN et al., 2002).

Além da citotoxicidade para células tumorais e imunologicas o0s
bufadienolideos e seus derivados j4 foram analisados quanto aos estudos de
relagbes-atividade para as atividades anestésicas, cardiotbnicas, inseticida e
inibitéria da enzima Na'/K'-ATPase. Neste campo novos horizontes podem ser
obtidos quanto ao emprego de bufadienolideos como farmaco, ou melhor, quanto ao
emprego deste para o desenho de anélogos que possuam requerimentos estruturais
que os habilitem como farmaco (MANUNTA et al., 2001).



47

4.5 Prospeccéo Biotecnoldgica

A prospeccao tecnolégica pode ser definida como um meio sistematico de
mapear desenvolvimentos cientificos e tecnoldgicos futuros capazes de influenciar
de forma significativa uma industria, a economia ou a sociedade como um todo
(CARUSO; TIGRE, 2004). Essa prospeccao deve ser desmistificada, tornando-se
uma ferramenta rotineira e influenciando nos processos de tomada de deciséo,
podendo facilitar a apropriacdo com qualidade da Propriedade Intelectual (Pl) e
melhorar a gestdo da inovacdo ao aumentar o senso critico e ampliar a visdo dos
gargalos tecnolégicos e das oportunidades a eles associadas em cada aspecto
técnico de energia e de preservacdo do ambiente, além de outras areas
(QUINTELLA et al.,, 2011). Dentro do contexto das plantas medicinais, esse
instrumento permite direcionar a pesquisa de acordo com que j& foi produzido e
formar parcerias ou cooperagdes que possam alavancar a inovacao, determinadas
pelas necessidades das instituicbes publicas, privadas e O6rgdos governamentais
(SIMOES et al., 2012). Diante disso, essa parte do trabalho teve como objetivo
realizar uma prospecc¢éo tecnoldgica em bases de dados nacionais e internacionais
sobre o depdsito de pedidos de patentes em bancos de inovacdo e tecnologia
relacionados as atividades biolégicas dos bufadienolideos.

Avaliou-se o numero de patentes cadastradas nas bases de dados usando os
termos Bufadienolideos ou bufadienolides e Céancer ou cancer e também a
associacdo desses dois termos (Bufadienolideos e cancer ou Bufadienolides and
cancer) (Tabela 3). Na base de dados do INPI ndo foram verificados patentes
referentes ao termo bufadienolideos nos campos de titulo e resumo. Utilizando o
termo Céancer foram encontrados 2.107 patentes. Porém, ap0s a associacdo dos
termos nenhuma patente foi encontrada. Na base EPO o termo bufadienolides
identificou 27 patentes. Aplicando o termo cancer, 100.000 patentes foram
encontradas. Por outro lado, na busca por estes termos confrontados
(bufadienolides and cancer) apenas 1 patente foi detectada.Na base de dados
USPTO utilizando o termo bufadienolides foi encontrada apenas 1 patente; cancer
26.309 patentes foram detectadas, porém quando associados ambos os termos
nenhuma patente foi encontrada. Na base de dados mundial WIPO 25 patentes

relacionadas ao termo bufadienolides foram encontradas; com o termo cancer,
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136.805 patentes; quando confrontados os termos bufadienolides and cancer foi
encontrada apenas 1 patente.

As pesquisas cientificas e os produtos gerados a partir dos recursos naturais
merecem maior atencdo no que se refere a protecdo desse conhecimento, ndo so
pelos recursos financeiros, humanos e tempo investido, mas também pela
exploracdo econdmica realizada para estes produtos e o retorno deste capital para
novas pesquisas (MOREIRA et al, 2004). Para melhor exploracédo destes produtos a
protecdo pela propriedade intelectual € um recurso ainda pouco utilizado pelo meio
académico, entre estes recursos a protecdo por meio de patentes vem sendo
difundida a fim de proteger o detentor de um produto ou processo gerado (PEREIRA
et al., 2013). Patente € um titulo de propriedade temporaria sobre uma invencéao ou
modelo de utilidade, outorgado pelo Estado aos inventores ou autores ou outras
pessoas fisicas ou juridicas detentoras de direitos sobre a criacdo. Em contrapartida,
0 inventor se obriga a revelar detalhadamente todo o contetdo técnico da matéria
protegida pela patente (INPI, 2014). Os produtos naturais movimentam anualmente
bilhdes de dolares, sem incluir a economia informal da utilizacdo popular de plantas
medicinais nos paises em desenvolvimento. O crescimento deste setor vem
estimulando pesquisadores e industrias farmacéuticas internacionais a investir nas

pesquisas e patenteamento de novos produtos (SANT'ANA, 2002).

Tabela 3-Total de depdsitos de patentes pesquisadas nas bases do INPI, EPO, USPTO e
WIPO.

Palavra-chave INPI EPO USPTO WIPO

Bufadienolideos ou

0 27 1 25
bufadienolides
Cancer ou cancer 2.107 100.000 26.309 136.805

Bufadienolideos e cancer ou

Bufadienolides and cancer 0 1 0 1
Total 2.107 100.028 26.310 136.831

INPI: Instituto Nacional da Propriedade Industrial; EPO: European Property Organization;
USPTO: United States Patent and Trademark Office e WIPO: World Intelectual Property

Organization.
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As primeiras patentes com o termo Bufadienolideos ou bufadienolides (3 no
total) foram registradas no ano de 1964. A figura 6 descreve o acompanhamento do
depdsito de patentes a partir de 1964, verificando-se que um pico de depdsitos na

década de 1970 (24 no total). A partir do ano 2000, 16 novas foram depositadas.

10 -

in “I‘.”l
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N° de Patentes
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N
1

Figura 6 - Depdsitos de patentes no periodo de 1964 a 2011, considerando as bases WIPO:
World Intelectual Property Organization; INPI: Instituto Nacional da Propriedade Industrial;
EPO: European Property Organization e USPTO: United States Patent and Trademark
Office.

Na andlise das patentes o pais que mais apresentou pedidos de depdsitos
para o termo Bufadienolideos ou bufadienolides foi os Estados Unidos (18 patentes,
38,3% do total), seguido pelo Canadéa (13 patentes, 27,7%) (Figura 7). Ironicamente,
o Brasil ndo possui nenhuma protecéo tecnoldgica registrada nas bases de dados

7z

pesquisadas. Esse achado é contraditério, pois o Brasil tem uma area de 8,5
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milhées km? e possui varias zonas climaticas que incluem o trépico tmido no Norte,
o semiarido no Nordeste e &reas temperadas no Sul. As diferencas climéticas
contribuem para as diferencas ecologicas formando zonas biogeograficas distintas
(biomas). Segundo Kato (2001), o Brasil € o pais com maior biodiversidade do
mundo, contando com 20% do numero total de espécies do planeta, muitas das
quais sendo endémicas. Assim, o Brasil possui baixa concorréncia e apresenta
pouco esforco em inovar na area de invencdes tecnoldgicas, provavelmente devido
a alguma falha do sistema de inovacdo (articulacdo competente entre governo,
empresas e instituicbes, capaz de promover um sistema de Producdo &
Desenvolvimento de Medicamentos - P & D).

O fato do Brasil ndo possuir nenhuma protecdo por meio de patentes que
envolvam bufadienolideos ndo condiz com a grande producao brasileira de artigos
cientificos que relatam sobre a identificacdo, isolamento e avaliagdo das
propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas de compostos isolados da secrecéo
glandular dos sapos e como bem relatado durante todo esse trabalho, sugerindo que
nao ha incentivo nas pesquisas para o desenvolvimento de inven¢des envolvendo 0s
bufadienolideos. Além disso, a producao cientifica no Brasil caracteriza-se por ser
recente (Gltimos 100 anos), e tem uma grande concentracdo institucional nas
universidades publicas e centros de pesquisa e, com honrosas excec¢fes, em
instituicbes privadas, como consequéncia das politicas publicas em Ciéncia e
Educacdo no pais (SPEZIALI; GUIMARAES; SINISTERRA, 2012). Esse &,
certamente, ainda um dos grandes desafios no sistema nacional de inovacao
brasileiro para a transferéncia da tecnologia gerada nas Universidades e nos
Centros de Pesquisa para a Industria, de tal forma que sejam gerados novos

processos e produtos, intensivos em conhecimento, oriundos dessas instituicoes.
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Figura 7 - Paises que mais depositaram patentes envolvendo bufadienolideos.

A Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), na qual as patentes sao
classificadas de acordo com a aplicacdo, sao divididas em oito (8) secdes, 21
subsecodes, 120 classes, 628 subclasses e 69.000 grupos (SERAFINI et al., 2012).
Assim, foram analisados os documentos conforme CIP (Figura 8) e observou-se que
a secao A (necessidades humanas) € a mais depositada para ambos 0s termos,

seguida pela a G (fisica) e pela C (quimica; metalurgia) no termo bufadienolideos.
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Figura 8 - Distribuicdo por Classificacdo Internacional de Patentes (CIP). A47J: Méveis ou
aparelhos domésticos; Moinhos de café; Moinhos de especiaria; Aspiradores em geral;
A61K: Preparacbes para finalidades Médicas, Odontolégicas ou Higiénicas; CO7C:
Compostos Aciclicos ou Carbociclicos; CO7D: Compostos Heterociclicos; CO7F: Compostos
Aciclicos, Carbociclicos ou Heterociclicos contendo outros elementos que ndo o carbono, o
hidrogénio, o halogénio, o nitrogénio, o enxofre, o selénio ou o teltrio; C07J: esterdides e
abrange os compostos contendo um esqueleto de ciclopenta[alhidrofenantreno ou uma
estrutura ciclica derivada do mesmo; CO7K: Peptideos; GO1N: investigagdo ou andlise dos
materiais pela determinacao de suas propriedades quimicas ou fisicas.

Na secdo A61K que se refere a preparacbes para finalidades médicas,
odontoldgicas ou higiénicas foram detectados 18 depoésitos de pedidos de patentes
em relacdo ao termo bufadienolideos, comprovando que os bufadienolideos vém
sendo estudados com a perspectiva de gerar produtos com potencial terapéutico. Na
C07J, que se refere aos esterdides e abrange os compostos contendo um esqueleto
de ciclopenta[a]hidrofenantreno ou uma estrutura ciclica derivada do mesmo, foi
constatado para o termo bufadienolideos 18 patentes nessa classe e na Ultima
secéo analisada.

Quando associados os termos bufadienolideos e cancer, apenas uma patente
e de origem chinesa foi encontrada (Use of bufadienolides compound and
bufadienolides salinization compound in preparing medicine for treating
gynecological tumor— Patente N° 200910025008). Essa patente trata do uso de um

composto da classe dos bufadienolideosde um sal de bufadienolideos para o
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tratamento de tumores ginecoldgicos. Assim, testes com as linhagens humanas de
cancer de ovario (A-2780, SKOV-3), de carcinoma cervical humano (SiHa) e
carcinoma de endométrio (Shikawa) realizados in vitro com um extrato de
bufadienolideo e compostos monoméricos isolados (cinobufagina, bufalina,
bufotalina e gamabufotalina), bem como cloridratos ou sulfatos dos quatro
compostos monomeéricos, revelaram atividade citotoxica superior ao paclitaxel com e
efeitos colaterais mais brancos (NANJING UNIVERSITY OF TRADITIONAL
CHINESE MEDICINE, 2009). Esse pedido de depoésito de patente € do ano 2009,
mostrando que ha pelo menos 4 anos ndo tem sido realizadas pesquisas inovadoras
relacionadas com o tema. A classificacdo internacional de patentes € a A61K
reafirmando que os bufadienolideos estdo sendo estudados quanto sua acéo
bioldgica e a importancia das substancias ativas advindas de animais.

E importante enfatizar que a economia de um pais, sendo essencialmente
rural, torna-se duplamente favoravel a utilizacdo de seus recursos naturais, pois, ao
mesmo tempo em que a regido é propicia ao seu desenvolvimento (pela praticidade
advinda do contato estreito com a terra) também se configura como uma alternativa
de tratamento (ALVIM et al., 2006). Desta forma, o mercado atende de diferentes
formas o consumidor (BRANDAO et al., 1997), uma vez que o Brasil, possuidor de
grande quantidade de espécies nativas, € um grande produtor de produtos naturais
tanto para o consumo da populacdo (consumo interno) quanto para fins de
exportacdo (consumo externo), além da grande relevancia para as pesquisas que
incentivem a comprovacao da eficacia terapéutica e recuperacdo da saude
(GALLOTE; RIBEIRO, 2005).

Em 2004 foi promulgada a Lei de Inovagdo Tecnologica N° 10.973, e
regulamentada em 2005 pelo Decreto N° 5.563.11 Essa lei regula, entre outros
assuntos, os estimulos para a participacao de Instituicdes Cientificas e Tecnoldgicas
(ICT’s) no processo de inovagao, para a inovagao nas empresas, para o inventor
independente e para a criacdo de fundos de investimentos para a inovacdo. E a
primeira lei brasileira que trata do relacionamento entre Universidades e/ou
Instituicbes de Pesquisa com empresas e da criacdo dos Nucleos de Inovagao
Tecnoldgica (NIT's), trazendo como consequéncia o amadurecimento institucional
dos mesmos com o intuito de fazer gestao estratégica da propriedade intelectual das
ICT’s brasileiras (BRASIL, 2014).


http://www.directorypatent.com/assignee/nanjing_university_of_traditional_chinese_medicine_1.html
http://www.directorypatent.com/assignee/nanjing_university_of_traditional_chinese_medicine_1.html
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6 CONCLUSAO

O céancer, a segunda causa de morte no mundo, € uma doenca de carater
mutacional, proliferativo, de crescimento celular aberrante e descontrolado, em que
células animais imortalizadas, de diferentes tipos presentes em um mesmo
microambiente, invadem os tecidos e 6rgdos adjacentes, podendo espalhar-se
(metastase) para regifes distantes do organismo. Seu tratamento se baseia,
principalmente no uso de quimioterapicos, a maioria dos quais tem origem de
produtos naturais. Dentre as classes mais recentes de moléculas com potencial
bioativo, os bufadienolideos tem se destacado com elevada citotoxicidade e
moderada especificidade contra células normais por ativacdo de vias intrinsecas
e/ou extrinsecas de morte celular apoptética. Esse potencial biolégico se refletiu em
52 depdsitos de patentes desde 1964, embora os bufadienolideos com atividade
antitumoral ainda mostrem baixa expressividade do ponto de vista de
desenvolvimento de propriedade intelectual apesar do grande numero de artigos

disponiveis nas bases cientificas.
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