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RESUMO

Fundamento: O cancer de cortex de adrenal (CCA) é um cancer geralmente pediatrico que tem incidéncia relativamente baixa
nos Estados Unidos, de 0,3 a cada milhao de criangcas com idade menor do que 15 anos. Entretanto, este tumor, na regiao Sul
do Brasil, tem uma incidéncia maior do que em outras areas. Ainda é um tumor com prognostico desfavoravel. Seu tratamento
é cirdrgico e tem como quimioterapia adjuvante, o mitotano. O acido betulinico € um composto natural descrito na literatura
como potente agente citotdoxico com indice terapéutico favoravel. Objetivo: Este trabalho teve como intuito investigar o efeito
de derivados do &cido betulinico em linhagens de H295R de CCA. Métodos: Foi avaliada a viabilidade celular de H295R
quando exposta aos derivados de acido betulinico DAB2 e DAB3 e comparada a de um grupo controle que nao foi exposto a
esses compostos. Numa segunda etapa do experimento, foi avaliada a viabilidade celular de fibroblastos, para estimar a
seletividade dos derivados. Resultados: A viabilidade celular de H295R diminuiu significativamente nas diluicoes de DAB2
1:1000 e nas diluicoes 1:5000 de DAB3. Nenhum dos compostos diminuiu significativamente a viabilidade dos fibroblastos.
Conclusao: Os dados do presente estudo apontaram que os derivados de acido betulinico DAB2 e DAB3 tém potencial para
desenvolvimento de uma droga citotdxica para o CCA com indice terapéutico favoravel.
Descritores: carcinoma adrenal, acido betulinico, infancia

ABSTRACT

Background: Adrenocortical Carcinoma (ACC) is a pediatric cancer that has relatively low incidence in the United States, 0.3
per million children aged less than 15 years. In southern Brazil, however, this tumor has a higher incidence than in other areas.It
is still a tumor with unfavorable prognosis. The primary treatment is surgical with mitotane as adjuvant chemotherapy. Betulinic
acid is a natural compound described in the literature as a potent cytotoxic agent with a favorable therapeutic index.Objective:
To investigate the effect of betulinic acid derivatives in H295R lines of CCA.Method: H295R cell when exposed to the
derivatives DAB2 and DAB3 was assessed and compared to a control group that was not exposed to these compounds. In the
second stage of the experiment, cell viability of fibroblasts was measured to estimate the selectivity of the derivatives.

Results: Cell viability decreased significantly in H295R at DAB2 dilutions of 1: 1000 and at DAB3 the dilutions of 1: 5000 .
Neither compound decreased significantly viability of fibroblasts.Conclusion: This study suggests that betulinic acid derivatives
DAB2 and DAB3 have the potential for the development of a cytotoxic drug for CCA with a favorable therapeutic index.
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INTRODUCAO

No Brasil, o cancer é a segunda causa de 6bito
em jovens com idade entre 1 e 19 anos, correspondendo a
8% de todas as mortes registradas em 20051. Essa
doencga se caracteriza por uma proliferacao excessiva e
nao regulada de células modificadas, distintas das
linhagens celulares que estdo em sua origem. Pode
resultar de alteracbes em qualquer tipo celular, podendo
atingir uma grande diversidade de 6rgdos2. O céncer de
cortex de adrenal (CCA) tem uma incidéncia nos Estados
Unidos de 0,3 a cada milhao de criangcas com idade menor
do que 15 anos. Entretanto, este tumor, na regido Sul do
Brasil, tem uma incidéncia 10 a 15 vezes maior do que em
outras areas3. Essa discrepancia pode advir de alteragoes
genéticas nos habitantes dessas areas. Modificacoes
genéticas sao divididas em anormalidades cromossdmicas
ou alteragbes em sequéncias normais dos nucleotideos.
Por isso, o cancer é qualificado como uma patologia em
que ha expressao génica anormal24. Foi esclarecido que
na regido sul a maioria dos CCA de criangas tem uma
origem semelhante, associada com a mutacao TP53
R337H encontrada na linhagem germinativa associada
com perda do segundo alelo3. Estudos demonstraram que
aproximadamente uma em cada 10 pessoas portadoras
desta mutacao desenvolvera este tipo de tumor®.

Devido a baixa incidéncia do CCA e da falta de
estudos experimentais randomizados, a determina¢ao da
melhor abordagem terapéutica € um desafio. A ressecgao
cirrgica do carcinoma é o tratamento de escolha para os
estagios | e Il da doenca. Enquanto para pacientes em
estagios Ill e IV da doenca, é escolhida uma terapia
adjuvante com mitotano, além da cirurgia. Pacientes
diagnosticados numa fase mais precoce tém uma melhora
da sobrevida de 5 anos. No entanto, os beneficios clinicos
do uso do mitotano sdo questionaveist.0 6bito precoce é
atribuido mais a toxicidade do tratamento, do que a
progressao do cancer’.Assim, é necessaria a prospeccao
de novos compostos que possam estabelecer tratamentos
menos nocivos e mais eficazes.

Nesse contexto, plantas sdao uma fonte para
descoberta de novas substancias com acao citotoxica e
antitumoral contra varias linhagens de neoplasias8.0 acido
betulinico € um triterpeno pentaciclico encontrado em
varias plantas como Ziziphus spp.; Syzygium spp.;
Diospyros spp. e Paeonia spp. Este composto é descrito na
literatura como potencial substancia anti-inflamatoria,
antibacteriana, analgésica e antineoplasica. Sua agao
citotéxica contra varias linhagens tumorais foi comprovada
e, leva ao aumento da permeabilidade mitocondrial com
ativacdo das caspases e a fragmentacdo nucleard. A
vantagem oferecida por esta substancia € a seletividade
que ela oferece, diminuindo riscos de efeitos colaterais
sistémicos, e seu largo espectro de mecanismos de agao
que sugerem uma agao contra células resistentes a outros
agentes terapéuticos por nao ter como alvo o p5310.11, Do
acido betulinico, que passa por diversos processos
quimicos, sao extraidos derivados para tentar alcancar a
otimizacao de sua ja estabelecida agao citotoxica®. Shi et
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al. descreveram que através da alteracao da estrutura
quimica € possivel aprimorar o seu efeito em oito a nove
vezesl2, Assim, derivados 2,4-DNPH (2,4-
dinitrophenylhydrazone) do acido betulinico foram
sintetizados, como o acido 3-[(2,4-dinitrofenil)hidrazono]-
29-oxolupan-28-oico (DAB3) e o acido 3-[(2,4-dinitrofenil)
hidrazono]lup-20(29)-en-28-oico (DAB2)13.

A hipétese levantada foi que a proliferagao das
células tumorais é diminuida quando exposta a derivados
do acido betulinico DAB2 e DAB3. A presente proposta teve
por objetivo principal avaliar o potencial efeito terapéutico
antitumoral de derivados do &cido betulinico, extraido da
Betula platyphylla, em linhagens de células de CCA, in vitro.
Os objetivos secundarios foram: a) Confirmar a agao
citotoxica do é&cido betulinico e de seus derivados em
linhagens de H295-R; b) Quantificar este efeito nas células
tumorais; (c) Avaliar se essa acao citotoxica esta presente
contra fibroblasto.

METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Instituto de
Pesquisa Pelé Pequeno Principe no ano de 2014 num
quadro de iniciacao cientifica.

Células da linhagem humana H295R de tumor de
cortex adrenal foram mantidas em meio DMEM (Meio de
Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Para o teste do efeito antineoplasico
dos derivados do acido betulinico (DAB 2 e DAB 3) utilizou-
se ensaio clonogénico, no qual a viabilidade das células
tumorais foi testada nas seguintes dilui¢des: 1:10, 1:50,
1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000 e 1:10000 sextuplicadas e
comparada com a viabilidade de amostras controle de
células ndo expostas a esta substancia. Nestes ensaios, foi
avaliada a viabilidade desta linhagem celular em solucao
de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
brometo] em placas de 96 pocos (volume final de 200 pL),
a 37 °C em atmosfera de 95% ar / 05% CO2, por 48
horas, com posterior leitura em espectrofotometro de
placa. Os valores sendo expressos em Abs/106 cel/ml.
Este mesmo processo foi repetido 2 vezes.

Num segundo momento da pesquisa, fibroblastos
de origem humana foram mantidos em meio DMEM (Meio
de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com
10% de soro fetal bovino. Para o teste do efeito citotéxico
em células constitutivas humanas dos derivados do &cido
betulinico (DAB2 e DAB3) utilizou-se ensaio clonogénico,
no qual as viabilidades dos fibroblastos foram testadas nas
seguintes dilui¢coes: 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000,
1:5000 e 1:10000 e comparada com a viabilidade de
amostras controle de células nao expostas a esta
substancia. Nestes ensaios, foi avaliada a capacidade de
proliferacao desta linhagem celular em solugao de MTT em
placas de 96 pocos (volume final de 200 pyL), a 37 °C em
atmosfera de 95% ar / 05% CO2, por 48 horas, com
posterior leitura em espectrofotdmetro de placa. Os valores
sendo expressos em Abs/106 cel/ml. Este mesmo
processo foi repetido 3 vezes.

Rev. Med. UFPR 3(2):64-69

65



REVISTA MEDICA DA UFPR

Os valores determinados das viabilidades
celulares, das duas etapas da pesquisa, foram
interpretados com o auxilio do software GraphPad Prism®
(GraphPad Prism versao 5.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego California EUA) e por este transposto
em graficos. Os dados foram expressos como média * erro
padrao da média (EPM) dos grupos experimentais e
submetidos a analise de variancia de uma via com o pés-
teste de Bonferroni para populagdes com distribuicao
gaussiana. Para populagcbes que nao seguiram
distribuicoes gaussianas, foi utilizada analise de variancia
nao-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis), seguido de pos-
teste de Dunn. Teste “t” de Student foi utilizado quando
indicado. p < 0,05 foi usado para indicar significancia
estatistica.

RESULTADOS

Os resultados da viabilidade celular apresentada
pela linhagem H295R utilizando o DAB3 foram as
seguintes: no grupo controle foi de 0,9261+ 0,08467; nas
diluicées 1:10 foi 0,8562+ 0,07195, 1:50 foi 0,7745%
0,06738, 1:100 foi 0,7791+ 0,08064, 1:500 foi 0,7266*
0,06509, 1:1.000 foi 0,7015+ 0,05838, 1:5.000 foi
0,6326+ 0,06631e 1:10.000 foi de 0,7176+ 0,06313. A
viabilidade do H295R diminuiu significativamente (p<0,05)
nas diluicoes de DAB3 1:5000, conforme observado no
grafico 1.
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Grafico 1: Viabilidade da linhagem H295-R de CCA, com
grupo controle e as diferentes concentracdes testadas
de DAB3 por 48 horas. Os dados estdo apresentados
como médiazEPM de 2 experimentos em sextuplicatas.
*viabilidade diminuida significativamente (p< 0,05)
para 1:5000.

Nos grupos em que se utilizou DAB2 nas
linhagens de CCA os resultados observados, descritos no
grafico 2 (em anexo), foram: o grupo controle apresentou
proliferacdo celular de 0,9261+0,08467; enquanto nas
diluicoes foram de 0,8222 10,06264 para 1:10,
0,9122+0,1042 para 1:50, 0,7277+0,07002 para 1:100,
0,7741+0,07530 para 1:500, 0,6928 +0,06081 para
1:1000, 0,7506 +0,09106 para 1:5000, 0,7660 =+
0,07824 para 1:10000. A viabilidade diminuiu
significativamente (p<0,05) nas diluicées de DAB2 1:1000,
conforme destacado no grafico 2.
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Conforme demonstrado no grafico 3, os
resultados da viabilidade celular apresentada pelos
fibroblastos utilizando o DAB3 foram as seguintes: no
grupo controle foi de 0,4562+ 0,04560; nas diluigées 1:10
foi 0,4347+ 0,03896, 1:50 foi 0,4208+ 0,04338, 1:100
foi 0,4264+0,04333, 1:500 foi 0,4619+ 0,04610,
1:1.000 foi 0,4313+ 0,04243, 1:5.000 foi 0,4569+
0,04772 e 1:10.000 foi de 0,3427+ 0,01481. O DAB3 nao
acometeu significativamente a viabilidade dos fibroblastos
em nenhuma concentragao.

Nos grupos em que se utilizou DAB2 em
fibroblastos, os resultados observados descritos no grafico
4 foram: o grupo controle apresentou proliferagao celular
de 0,4562 +0,04560; enquanto nas diluicoes foram de
0,4388+0,02899 para 1:10, 0,4269+0,03296 para 1:50,
0,4760+0,04379 para 1:100, 0,4406%0,03797 para
1:500, 0,4636+ 0,03939para 1:1000, 0,4690+ 0,03966
para 1:5000, 0,4637+0,03776 para 1:10000. A
viabilidade ndo diminuiu significativamente em nenhuma
das diluicoes de DAB2 conforme grafico 4.
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Grafico 2: Viabilidade da linhagem H295-R de CCA, com
grupo controle e as diferentes concentracdes testadas
de DAB2 por 48 horas. Os dados estdo apresentados
como médiazEPM de 2 experimentos em sextuplicatas.
*viabilidade diminuida significativamente (p< 0,05)
para 1:1000
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Grafico 3: Viabilidade de fibroblastos, com grupo
controle e as diferentes concentragcdes testadas de
DAB3 por 48 horas. Os dados estdo apresentados como
média+EPM de 3 experimentos em sextuplicatas.
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Grafico 4: Viabilidade de fibroblastos, com grupo
controle e as diferentes concentragcdes testadas de
DAB2 por 48 horas. Os dados estdo apresentados como
média+EPM de 3 experimentos em sextuplicatas.

DISCUSSAO

Atualmente, o carcinoma de adrenal ainda tem
um prognostico desfavoravel. H4 uma real necessidade de
aprimorar o tratamento oferecido. Pesquisas descrevem
uma sobrevida em 5 anos dos pacientes com CCA que
varia de 16 a 44%. Essa diferenca de sobrevida €
explicada pelo prognostico variavel que depende
principalmente do estagio do tumor e outras
caracteristicas como tamanho do tumor, taxas mitéticas e
mutagcdes do P53, mas ainda sao poucas as
caracteristicas  identificadas para estabelecer um
prognostico certol4. A Unica terapia que aumenta
significativamente a sobrevida é a ressecgao cirdrgica do
tumor, particularmente quando detectado em fase | e Il
Segundo Ng e Libertino, a sobrevivéncia média em
pacientes com tumores irressecaveis € de 3 a 9 meses,
enquanto os que puderam realizar ressec¢dao completa
tiveram uma sobrevida média de 13 a 28 meses15.

0O mau prognostico que apresenta este cancer € o
que inspira a procura de novos compostos para alterar
este quadro adverso. Estes podem ser procurados em
produtos naturais ja que mais da metade dos farmacos
antitumorais que foram desenvolvidos nas Ultimas
décadas se originaram destas substancias, como a
vincristina e o paclitaxel16,8. Tendo em vista 0 objetivo
deste estudo, constatou-se diminui¢do da viabilidade de
células neoplasicas de linhagens de cancer de adrenal
quando expostas ao DAB2 e DAB3 em concentra¢des de
1:1000 e 1:5000, respectivamente. As outras
concentragcoes, apesar de nao expressarem valores
significativos sugerem uma discreta diminuicdo dos
valores. O acido betulinico, que deu origem a esses
derivados, ja é descrito como forte candidato para estudos
pré-clinicos e clinicos por ter citotoxicidade demonstrada
em uma variedade ampla de linhagens tumorais10.17.18,

A inducdo a apoptose por via mitocondrial que
culmina com ativagao de caspases € um dos diversos
mecanismos de agao executados pelo acido betulinico que
sugere que tenha acao contra células resistentes a outros
agentes quimioterapéuticos2. QOutros estudos
demonstraram efeito antitumoral do acido betulinico em
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melanomas, por ativacdo do p38 e de MAP cinasesil.
Ainda, poderia possuir outros efeitos como modulacao do
Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) e de
proteinas inibidoras de apoptose (IAP) em células de
cancer de préstata. Nesta mesma linhagem celular e ainda
em cancer de colon, descreveu-se agao do acido betulinico
em fatores de transcricbes SP1, SP3 e SP417.18 Qs
resultados obtidos nos experimentos do trabalho presente
corroboram com dados presentes na literatura que
indicam que modificagdes na estrutura do acido betulinico
(AB) sao capazes de produzir novos derivados potentes, 0s
quais podem melhorar o perfil de toxicidade e
seletividade®:18. Segundo Baratto, num estudo que avaliou
a citotoxicidade in vitro do AB e derivados em cinco
linhagens celulares neoplasicas, DAB3 apresentou
resultados significativos em todas as linhagens testadas:
exibiu acdo em células de cancer de ovario, tireoide,
melanoma, mama e pulmao. Enquanto DAB2 teve
resultados significativos em somente 3 das linhagens:
células de cancer de tireoide, mama e pulmaol3.

A morbidade decorrente dos quimioterapicos
ainda é uma limitacao terapéutical®. Por isso, a inibigao
seletiva dos compostos sobre as células neoplasicas é
uma das consideragdes fundamentais para obtencédo de
uma quimioterapia favoravel para o paciente. Quanto
menor a toxicidade em tecidos normais, maior o indice
terapéutico favoravel9. Ha uma procura por moléculas que
atuam em alvos especificos e assim tenham a capacidade
de induzir seletivamente citotoxicidade em células
tumorais por atuarem em aberragbes que garantem a
perpetuacao do tumor e nao atingem tecidos normais do
paciente por nao possuirem esses alvos16. Na literatura, o
acido betulinico é descrito como uma substancia que
provavelmente possui citotoxicidade seletiva contra uma
variedade de tipos especificos de neoplasias com auséncia
de efeitos colaterais sistémicos2.

Para avaliar os compostos estudados neste artigo
quanto a essa caracteristica, os derivados DAB2 e DAB3
tiveram sua seletividade testada em fibroblasto. Os
resultados do presente estudo apontam que esses
compostos nao tém atividade que afete significativamente
os fibroblastos in vitro, pois ndo houve alteragao da
viabilidade destas células. Assim, sugere-se que 0s
compostos DAB2 e DAB3 possuem uma acao
antineoplasica in vitro satisfatoria contra células de cancer
de adrenal com preservacao da viabilidade de células
higidas. Novamente, os dados de Baratto apontam a
mesma tendéncia para esses derivados do AB. No estudo
deste autor, essas substéncias foram menos téxicas sobre
fibroblastos humanos em comparagao com as linhagens
tumorais testadas de ovario, mama, melanoma, tireoide e
pulmdo, com excecdo do derivado DAB2 sobre as
linhagens de tireoide e pulmado. O derivado mais ativo,
DAB3, mostrou-se de trés a cinco vezes mais téxico nas
linhagens cancerigenas testadas enquanto o DAB2
mostrou-se uma a trés vezes mais seletivo para as
linhagens celulares de ovario, melanoma e mama13.

O tratamento de primeira linha para o cancer de
adrenal, que nao seja cirdrgico, oferecido no momento é a
quimioterapia. Pode ser utilizada como tratamento
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adjuvante a cirurgia ou isoladamente em casos em que o
cancer tem resseccao incompleta ou contraindicada e
parece aumentar a sobrevida do paciente20.21 O mitotano é
o Unico medicamento aprovado para o tratamento desta
neoplasia, mesmo tendo poucas evidencias de sua eficacia
ainda é o medicamento mais usada para este fim22. Este
composto age propiciando alteracdo na funcao
mitocondrial € no metabolismo de cortisol extra-adrenal,
bloqueia esteroides e age como agente adrenoliticols.
Infelizmente, o mitotano nao é homogeneamente eficaz
em todos os casos de carcinoma adrenocortical23. Assim, a
quimioterapia disponivel nao tem uma eficacia ideal para
lidar com esse cancer letal20. Essa medicacao acomete
uma alta parcela de pacientes com efeitos colaterais dose-

dependentes, principalmente gastrointestinais e
neurolégicos, provocando vOmitos, diarreia e dor
abdominal. OQutras reagdes, menos comuns, ao

medicamento sao sonoléncia, letargia, depressao e
vertigem15.24,

Nao tem sido limitado a monoterapia, o potencial
do acido betulinico. Pode ser usado em associacao com
outros agentes quimioterapicos para sensibilizar as células
a apoptose induzida por estes outros farmacos. Além de
aumentar a eficacia destes medicamentos, diminui a
ocorréncia de efeitos colaterais e toxicos destes por
permitir a diminuicdo das doses administradas
necessarias6. Foi encontrado um efeito de cooperacao
entre o éacido betulinico e farmacos anticancerigenos
citotéxicos com diferentes modos de agao, como VP16,
doxorrubicina, cisplatina, taxol, ou actinomicina D. Vale
ressaltar que o tratamento de combinacao com o acido
betulinico e outras drogas antitumorais colaborou para
induzir a apoptose em diferentes linhagens celulares de
tumores incluindo células p53 mutantes10.

CONCLUSAO

Os dados presentes neste estudo sugerem que 0s
derivados DAB2 e DAB3 tenham potencial para
desenvolvimento de uma droga citotéxica para o CCA com
seletividade favoravel para uso terapéutico tanto isolados
como concomitantes a outras drogas. Mas, a avaliagao do
acido betulinico e seus derivados ainda esta em fase pré-
clinica de investigagao. Para justificar sua progressao para
fase clinica, ainda sera necessario demonstrar a relevancia
das informacdes produzidas e antecipar os riscos de sua
utilizacdo25. Pelos resultados favoraveis encontrados
neste estudo, a letalidade deste tipo de tumor e a falta de
quimioterapia eficaz, sugere-se a consolidacao dos dados
obtidos com novos dados experimentais in vitro, seguidos
por experimentos em modelos murinos.
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