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RESUMO

VARGAS, Thamiris Silva dos Santos; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; novembro de 2025; AVALIACAO DOS MECANISMOS
DE TOXICIDADE DO MYRTENAL; Orientadora: D.Sc. Fernanda Antunes;
Coorientador: D. Sc. Arnoldo Rocha Facanha.

O myrtenal, um monoterpeno, foi descrito como um inibidorda V-ATPase, bomba
de prétons presente nos tecidos de origem animal, principalmente em érgaos
fisiologicamente dependentes de acidificacdo adequada para seu
funcionamento. As células neoplasicas, principalmente células metastaticas de
melanomas apresentam uma hiperexpressao dessa enzimae suainibicdolevaa
célula a entrar em apoptose, impedindo a sobrevivéncia e a invasdo tumoral. No
entanto, a inibicdo sisttmica da V- ATPase pode repercutir sobre tecidos
saudaveis e levar a alteragBes locais e sistémicas. Diante disso, 0 presente
estudo avaliou o perfil toxicolégico agudo do myrtenal em ratos Wistar (Rattus
norvegicus) e camundongos (Mus musculus) com enfoque em parametros
neurofuncionais, cardiovasculares e histopatolégicos. Os camundongos
receberam doses crescentes de 10, 30, 50, 60 e 100 umol e foram avaliados
guanto ao desempenho no teste de rotarod, assim como submetidos a avaliacéao
histopatoldgica de coracgéo, rim, figado, pancreas e testiculo. A avaliacdo da
presséao arterial e da frequéncia cardiaca foi realizada em ratos Wistar nas doses
de 30, 60 e 300 umol. Foi observada uma relacdo dose-dependente entre a
administracdo do composto e as alteracdes funcionais e teciduais, compativeis
com toxicidade progressiva em concentracdes mais elevadas. A dose de 10 pmol
foi a mais bem tolerada no experimento. Doses intermediarias, como 20 pmol,
podem potencialmente apresentar uma margem de seguranca semelhante,
embora estudos adicionais sejam necessarios para confirmacao.

Palavras-chave: Melanoma; Myrtenal; Farmacologia; Toxicidade; Monoterpenos;



ABSTRACT

VARGAS, Thamiris Silvados Santos; M.Sc.; State University of Northern Fluminense
Darcy Ribeiro;November 2025; EVALUATION OF THE TOXICITY MECHANISMS OF
MYRTENAL; Advisor: D.Sc. Fernanda Antunes; Co-supervisor: D. Sc. Arnoldo Rocha
Facanha.

Myrtenal, a monoterpene, has been described as an inhibitor of the V-ATPase, a
proton pump presentin animal tissues, especiallyin organs physiologically dependent
on proper acidification for their functioning. Neoplastic cells, particularly metastatic
melanoma cells, exhibit overexpression of this enzyme, and its inhibition triggers
apoptosis, impairing tumor cell survival and invasion. However, systemic inhibition of
V-ATPase may affect healthy tissues and lead to local and systemic alterations.
Therefore, the present study evaluated the acute toxicological profile of myrtenal in
Wistar rats (Rattus norvegicus) and mice (Mus musculus), focusing on
neurofunctional, cardiovascular, and histopathological parameters. Mice received
escalating doses of 10, 30, 50, 60, and 100 pmol and were evaluated for
performance in the rotarod test, as well as subjected to histopathological assessment
of the heart, kidneys, liver, pancreas, and testes. Blood pressure and heart rate
assessment was performed in Wistar rats at doses of 30, 60, and 300 umol. A dose-
dependent relationship was observed between compound administration and
functional and tissue alterations, consistent with progressive toxicity at higher
concentrations. The dose of 10 umol was the best tolerated in the experiment.
Intermediate doses, such as 20 umol, may potentially present a similar safety margin,
although additional studies are required for confirmation.

Keywords: Melanoma; Myrtenal; Pharmacology; Toxicity; Monoterpenes;
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1. INTRODUCAO

O myrtenal € um monoterpeno originado a partir de extratos de varias
espécies de plantas aromaticas, sendo utilizado comumente como aditivo alimentar.
Ja foi comprovada a sua atividade antitumoral in vitro e in vivo por meio de
experimentos de indu¢édo metastatica em camundongos mediante injecdo de células
de linhagem de melanoma murino altamente metastatico. Um de seus mecanismos
de acao inclui a capacidade de atuar como inibidor da bomba de protons V- ATPase,
a qual possui expressdo diferencial em membranas de células tumorais,
principalmente células metastaticas do melanoma e tumor mamario. Tal acéo
inibitéria sobre o fluxo de H+ dependente de V-ATPase afeta a reprogramacao
energética das células neoplasicas, levando a apoptose e a inibicdo dos processos
migratorios e invasivos inerentes a metastase (MARTINS et al., 2019). Esses
achados corroboram dados da literatura que apontam a classe dos monoterpenos
como uma fonte promissora de drogas quimioterapicas a serem exploradas (SILVA
et al., 2021).

As neoplasias cutdaneas sdo as mais frequentes em atendimentos
oncoldgicos na clinica de pequenos animais, representando cerca de 30 a 40% de
todas as neoplasias. Dentre elas estdo as melanociticas de carater maligno, com
alta capacidade metastatica (OLIVEIRA et al., 2021). Além da forma cutanea, pode
ocorrer na superficie de mucosa, no olho e na regido leptomeningea. Apesar de
possuirem a mesma origem embrionaria, 0 comportamento biolégico é diferente,
com mutacdes genéticas e rotas metastaticas distintas (WEYDEN et al., 2020).

Atualmente sabe-se que o0 cancer possui um microambiente tumoral préprio
e complexo, com capacidade de realizar angiogénese, proliferacdo celular e
metastase. Nesse microambiente estdo localizadas tanto células neoplasicas, como
células saudaveis e do sistema imune (ONUCHIC E CHAMMAS, 2010). As
metastases podem ocorrer por via hematdégena ou linfatica, onde os linfonodos
sentinelas costumam ser os primeiros afetados e depois se espalham para outros
linfonodos e 6rgdos (LEONG etal., 2022).

A guimioterapia possui efeitos adversos devido ao efeito ndo seletivo entre
células neoplasicas e células saudaveis, levando a destruicdo de ambas, o que

acarreta em efeitos colaterais que podem ser graves (MOURA et al.,, 2019).
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Segundo Silva et al. (2021), os compostos naturais podem ser combinados com
quimiotergpicos, com o intuito de aumentar a atividade citotdxica e ao mesmo tempo,
diminuir os efeitos colaterais.

O presente trabalho representa uma abordagem translacional inspirada por
pesquisas que apontam o myrtenal como um candidato para o desenvolvimento de
novas terapias potencializadoras contra o cancer, em conjunto ou n&do com
guimioterapicos tradicionais, portanto, torna-se fundamental a caracterizacdo
toxicoldgica do composto, in cluindo a determinacéo da dose letal para o seu uso in
vivo. A dificuldade em destruir as células metastaticas e os efeitos colaterais comuns
aos tratamentos quimioterapicos convencionais enfatizam a necessidade de

abordagens inovadoras, como a proposta deste trabalho.
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2. HIPOTESE

A avaliacdo dos mecanismos de toxicidade do myrtenal pode caracterizar os
seus efeitos colaterais e determinar a dose ideal que permita 0 seu uso clinico com
seguranca, a fim de promover o aumento da taxa de sobrevida e tempo livre de

doenca em neoplasias agressivas e metastaticas.

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar a dose maxima nao téxica do myrtenal quando administrado

em pacientes higidos e avaliar sua toxicidade em 6rgaos saudaveis.

3.2 ESPECIFICOS

Identificar alteragbes no sistema nervoso central de camundongos
provocadas por altas doses do extrato por meio de avaliagdo com rotarod;

Avaliar potenciais lesfes teciduais por meio de exame histopatologico,
causadas pela administragdo do myrtenal em diferentes doses e intervalos de
administracao;

Analisar alteracdes hemodindmicas em ratos Wistar devido a aplicacéo

endovenosa do myrtenal.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 TERPENOS

Os 6leos essenciais sédo extraidos de uma ampla variedade de plantas, sdo
altamente concentrados e apresentam propriedades hidrofébicas. Recentemente,

uma ampla variedade de estudos farmacologicos sobre os efeitos dos Oleos
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essenciais vem sendo realizada com foco nos terpenos e terpenoides, que sao
compostos quimicos presentes nesses 0Oleos essenciais. Os terpen oides séo
caracterizados como metabdlitos secundarios produzidos por plantas aromaticas e

exercem um papel importante na resisténcia a doengas (MASYITA etal., 2022).

Alguns terpenos como 0s ginsenosideos, ginkgolides e canabinoides
utilizados em estudos in vivo e in vitro demonstraram resultados promissores,
inclusive com efeitos positivos na doenca de Alzheimer (DRAGOMANOVA et al.,
2018). Os terpenos sdao comumente utilizados como aditivos alimentares e exibem
atividades bioldgicas antioxidantes, anti-inflamatorias, antibacterianas e antivirais.
Recentemente, vém sendo estudados por sua agdo como agentes antineoplasicos,
possuindo uma grande diversidade estrutural e, principalmente, baixa toxicidade
(SILVA et al., 2021).

4.2 MYRTENAL E SEUS MECANISMOS DE ACAO

Os terpenos possuem uma grande diversidade estrutural que varia de
acordo com a quantidade de isoprenos presentes, dentre eles estd o myrtenal,
classificado como um monoterpeno (MASYITA et al., 2022). O myrtenal pode ser
encontrado em plantas como a artemisia, eucalipto, coentro, etc (BALTAZAR et al.,
2020). Na Tabela 1 estéo representados 0s nomes cientificos das principais plantas
onde é possivel encontrar o myrtenal e suas concentracdes; é possivel observar
que, no Brasil, existe uma espécie chamada Campomanesia guaviroba, a qual
apresenta alta concentracdo de myrtenal, sendo ela de 24,7% extraida a partir de

suas folhas.
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Tabela 1. Plantas que d&o origem ao myrtenal e suas respectivas concentragoes,
modificado de Barbhuiya, 2024.

L.

Nome da planta Familia Parte da Pais % de myrtenal
planta (origem)
Acanthopanax Araliaceae Folha, caule | Vietnam 0,6
trifoliatus (L.) Merr.
Aegle marvels (L.) Rutaceae folha India 1,06
Correa
Campomanesia Myrtaceae Folha Brasil 24,7
guaviroba
Chamaecyparis Cupressaceae |Galhos/ China 4,11
formosensis Matsum. tronco
Cyperus rotundus Cyperaceae Rizoma Africa do 7,1-7,9
L. Sul
Meum Apiaceae Folha, caule | Espanha p
athamanticum Jacq.
Myrtus communis L. Myrtaceae Folha Palestina 6,87
Rhodiolarosea L. | Crassulaceae Rizoma Bulgaria 10,56
RhodiolarosealL. | Crassulaceae Rizoma Finlandia 36,9
Salvia hydrangea Lamiaceae | Partes aéreas| Turquia 2,6
Tanacetum vulgar Asteraceae Folha, Lituania 14,1-24,9
L. var. vulgare inflorescéncia (inflorescéncia)
8,2-15,8 (folha)
Teucrium libanitis Lamiaceae | Partes aéreas | Espanha p
Thymus vulgaris Lamiaceae | Partes aéreas| Espanha p
subsp. Vulgaris
Amomum Zingiberaceae Fruta - 16,1
testaceum Ridl.
Aralia cachemirica Araliaceae Folha, raiz India 2,0-2,6
Citrus aurantifolia Rutaceae Epicarpo Camardes 5,0
Vaccinium myrtillus Ericaceae Folha Turquia 6,84

p = pequena quantidade

O myrtenal possui varios mecanismos de acao e um deles inclui o aumento

das proteinas quinases ativadas por mitdbgenos e das quinases reguladas por

sinalizacdo extracelular, o que leva a ativacdo da via MAPK/ERK, que promove a

expressdo de fatores de crescimento endotelial. Além disso, apresenta capacidade

de acelerar a angiogénese e inibir a apoptose (YANG et al., 2024). E importante
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ressaltar que esse fator também esta diretamente ligado a sobrevivéncia e ao
desenvolvimento de células tumorais, pois a sinalizacdo MAPK/ERK pode promover

angiogénese tumoral (GUO et al., 2020).

Figura 1. Formula estrutural do mirtenol. (Peso molecular: 152,233g/mol).
Fonte: National library of medicine, compound summary-myrtenal, CID61130.

Em experimento realizado por Viana et al. (2016), foi observado que o
myrtenal na dose de 25 a 100 mg/kg tem a capacidade de diminuir o estresse
oxidativo causado por lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos. Além
disso, atua como um inibidor especifico da enzima V-ATPase, altamente expressa
em melanomas e outras células neoplasicas. Suaacao nas células neoplasicas leva
ao estresse energético agudo e a apoptose, prejudicando o fluxo de H+ dependente
de V-ATPase. Esta ultima esta intimamente relacionada a malignidade e potencial
metastatico tumoral (SILVA et al., 2021).

Efeitos positivos do myrtenal foram observados em outros experimentos:
Rathinam et al. (2016) utilizaram o farmaco na dose de 80 mg/kg em ratos com
diabetes induzida por estreptozotocina, n os quais foi possivel observar uma melhora
na sinalizagdo da insulina e utilizacdo da glicose pelos tecidos. Ja Akefe et al.
(2022) demonstraram que a administracdo do myrtenal na dose de até 200 mg/kg
promoveu a restauracdo de propriedades colinérgicas e estabilidade homeostética
de neurotransmissores em camundongos que foram previamente induzidos a
deméncia por meio de administracdo de estreptozotocina, que possui a capacidade
de danificar neurdnios e astrocitos, promovendo a resisténcia insulinica e

comprometendo o metabolismo neuronal.
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Outro efeito anti-inflamatério observado em experimento utilizando o
myrtenal foi a protecdo do tecido pulmonar em modelo experimental de asma
induzida por sensibilizacdo e inalagdo de ovalbumina em ratos Wistar. Além disso,
também foi observado em outro experimento um efeito inibitério do edema causado
em modelo experimental de edema de pata induzida em camundongos Swiss.
Ocorreu a reducao dos niveis de interleucinas e fatores inflamatérios em ambos os
experimentos (SILVA et al.,, 2014; RAJIZADEH et al., 2019). No experimento
realizado por Silva et al. (2014), a dose utilizada foi de 25, 30 e 75 mg/kg, enquanto
gue no experimento de Rajizadeh et al. (2019), a dose utilizada foi de 50 mg/kg.

O myrtenal possui diferentes mecanismos antiapoptoticos, sendo capaz de
equilibraras vias pro-apoptoéticas e antiapoptéticas (via BAX e Bcl-2), além de
auxiliar na atenuacéo de lesdes isquémicas e de reperfuséo; neste estudo a dose
utilizada foi de 50 mg/kg de myrtenal (BRITTO et al., 2018).

4.3 V-ATPASE

As V-ATPases sdo enzimas multiméricas que fazem parte das
endomembranas de todas as células eucaridticas, formadas por um complexo
proteico de 13 a 14 subunidades, e funcionam como bombas de prétons acionadas
pela hidrdlise de ATP (adenosina-trifosfato). Elas sdo formadas por dois dominios,
um dominio hidrofébico (AO, VO e FO) e um dominio hidrofilico (A1, V1 e F1),
conectados por um eixo central e por um ou dois eixos laterais (OOT e WILKENS,
2024).

As V-ATPases controlam o pH do limen das células por meio do efluxo de
ions H+, contribuindo para o funcionamento de suas organelas e de suas funcdes
celulares, sendo de extrema importancia para alguns processos celulares, como
endocitose, autofagia, degradacdo de proteinas, carregamento de vesiculas
sinapticas e processamento de antigenos. Diversas isoformas e subunidades de V-
ATPases ja foram documentadas (COLLINS e FORGAC, 2020; OOT e WILKENS,
2024). Mutacbes em isoformas especificas, quando associadas a alguma doenca,
permitem o estudo de drogas que atuardo nelas de forma mais especifica, portanto,
destaca-se a importancia dos estudos envolvendo essas estruturas
(VASANTHAKUMAR e RUBINSTEIN, 2020).
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Figura 2. Estrutura da enzima V-ATPase em membrana plasmatica. Fonte:
EATON etal., 2021.

O pH intracelular esta diretamente relacionado as reacfes bioquimicas
realizadas pelas organelas. As V-ATPases sdo ATPases do tipo vacuolar e sao
responsaveis por acidificar e manter o pH ideal no ambiente intracelular para o
funcionamento da célula. A atividade e/ou expressao excessiva dessa enzima esta
associada a varias doencas, incluindo a sobrevivéncia de metastases neoplasicas.
Além dessas funcgfes, a V-ATPase também desempenha papel fundamental em
outros processos, como a sintese e a modificagdo de biomoléculas, além de sua

secrecado e degradacédo (WANG et al., 2020).

431 V-ATPase em lisossomos
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A principal ferramenta utilizada pelas células para controlar o seu pH
intracelular € por meio do transporte de prétons dependente da bomba V-
ATPase, sendo um parametro fundamental para o funcionamento das
organelas celulares (COLLINS e FORGAC, 2020).

Os lisossomos séo organelas com alta expressao de V-ATPase (Figura 3) e
sua principal funcéo é realizar a degradacao de moléculas como lipidios, proteinas,
DNA e RNA. O seu funcionamento é essencial para o catabolismo celular e para a
fagocitose; além disso, possui importante papel na digestdo de células envelhecidas,
auxiliando, portanto, também na morte celular programada (YANG etal., 2024). Para
que o lisossomo realize suas funcbes, é necessario que o seu pH interno se
mantenha acido, e cabe ressaltar que as bombas de prétons dependentes de ATP
tornam possivel a acidificacao do interior da organela. Além disso, é importante citar
que os lisossomos também s&o responséaveis pela entrega e maturacdo de enzimas
(SONG et al., 2020).

43.2 V- ATPase nos processos bioquimicos

A acidificacao intracelular provocada pela V-ATPase tem papel fundamental
para o0 processamento de pro-hormonios peptidicos, como, por exemplo, a
proinsulina, que € clivada em células pancreaticas por meio de vesiculas secretoras
acidas. Nos rins, ocorre a expressdo das V-ATPases nas células intercaladas tipo A,
e sua funcdo é secretar prétons na urina para preservar a homeostase do pH
sistémico, mutacdes em V-ATPases nessa regidao podem levar a acidose tubular
renal distal (VASANTHAKUMAR e RUBINSTEIN, 2020).

As V-ATPases também estdo presentes na membrana plasmatica de outras
células incluindo as células claras do epididimo, células interdentais da orelha
interna e células sustentaculares do epitélio olfativo. No epididimo, a acidificacédo é
fundamental para a maturacdo e armazenamento adequado dos espermatozoides;
mutacdes nessa regido nao foram relacionadas a diminuicdo da fertilidade em
humanos. Além disso, estdo presentes também no tecido 0sseo, na regido de
células com bordas em escova, onde ocorrem as atividades dos osteoclastos,
podendo levar a reabsorcdo Ossea e a ativacdo de enzimas proteoliticas
dependentes de pH. Em humanos, mutacbes em V-ATPases localizadas nessa

regido estdo associadas a osteopetrose autossOmica recessiva, uma alteracdo
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congénita. Aléem disso, a acidificacdo do citoplasma pode possibilitar infeccdes virais
para dentro das células, como ocorre na influenza e no ebola, caracterizados como
virus envelopados. O baixo pH também facilita a entrada de outros agentes
patogénicos, como as toxinas do antraz e da difteria (COLLINS e FORGAC, 2020).
Os endossomos desempenham um papel importante na digestdo celular, atuando
em etapas que antecedem a acéo lisossomica. O bloqueio da funcao da V-ATPase
leva a um acumulo de substancias ndo degradadas ao alterar o pH do lGmen dos
endossomos, 0 que impede o0 processo de maturacdo e funcionamento desses
(SONG et al., 2020).

4.4 SISTEMA NERVOSO

No sistema nervoso, o preenchimento das vesiculas pré-sinapticas por
neurotransmissores € dependente do potencial de membrana gerado pela V-
ATPase, juntamente com o seu gradiente &cido-basico (VASANTHAKUMAR e
RUBINSTEIN, 2020). Além disso, 0 sistema nervoso apresenta lisossomos em
grande quantidade, sendo eles fundamentais para manter a homeostase neuronal
devido a suafuncao de degradacéo de proteinas intracelulares e corpos de inclusao,
0 que evita principalmente a neurodegeneracdo (FERGUSON, 2018). A disfungéao
dessa organela pode levar a iniciacdo e a aceleracdo de processos
neurodegenerativos como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e doenca de
Huntington, em razdo do acumulo desses compostos toéxicos para as células como
peptideos beta-amiloides e agregados proteicos (MANCANO et al., 2024).

A distribuicao lisossomal nas células do sistema nervoso ocorre de forma
que ha uma abundéancia na regido do corpo celular, uma quantidade menornos
dendritos e raramente estdo presentes no axbénio. O pH acido € essencial para a
extracdo de ferro da ferritina, que é uma proteina com a funcédo de armazenar ferro
no organismo; assim, a inibicdo da acidificacdo lisossémica leva a deficiéncia de
ferro e, por consequéncia, ao estresse neuronal (SONGet al., 2020). As micréglias
sdo células do sistema nervoso especializadas em realizar fagocitose; sua
acidificagdo anormal contribui para a neuroinflamacéo e neurodegeneragéo por meio
de diversas vias deletérias. Quando ocorre a acidificacdo defeituosa, as microglias
produzem e liberam mais citocinas inflamatorias, recrutam e ativam células do

sistema imune. Alémdisso, elas podem induzira morte neuronal por mecanismos de
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necroptose (QUICK etal., 2023).

4.5 SISTEMA CARDIOVASCULAR

A presséo arterial (PA) € um fator importante para que a homeostase seja
mantida no organismo. Caso esteja alterada, pode levar a falha da perfuséo tecidual
de orgaos importantes, afetando o seu correto funcionamento. O mecanismo
fisiol6gico para a correcao da pressao envolve o reflexo barorreceptor, que detecta a
variacdo do débito cardiaco e a resisténcia periférica total do sistema circulatorio
(WAUGH, 2021). Alguns farmacos possuem a capacidade de atuar diretamente nos
neurdnios do trato solitario (NTS), uma regido do bulbo cerebral responsavel pelo
controle cardiovascular; essa acao altera o tbnus do sistema nervoso autdnomo,
promovendo o equilibrio entre a atividade simpética e parassimpatica (KAWADA et
al., 2021).

Em experimento realizado por Britto et al. (2018), foi observado que o
myrtenal tem acdo antioxidante e protegeu o tecido cardiaco contra hipdxia
miocardica ao reduzir a criacdo de espécies reativas de oxigénio, promovendo o
equilibrio entre as vias pro- apoptoticas e antiapoptoticas. Em um estudo realizado
por Rognantet al. (2023), ao utilizar um inibidor de V-ATPase, foi possivel observar
um bloqueio dos efeitos pro- contrateis da prorrenina do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, mostrando que a atividade da bomba de prétons é um

mecanismo essencial para a modulacéo da contratilidade cardiaca.

4.6 V-ATPASE EMCELULAS TUMORAIS

As V-ATPases de membrana plasmatica foram detectadas em diversos tipos
de células cancerigenas e auxiliam na metastatizacdo e invasdo tumoral ao
acidificar o ambiente extracelular, ativando, assim, as enzimas proteoliticas que
fazem a degradagdo da matriz extracelular. Esse processo possui um papel
fundamental para a degradacao de macromoléculas, que ocorrem nos lisossomos
via autofagia, sendo a acidificacdo essencial para o processo. A autofagia ocorre
comumente em niveis basais, mas pode haver um aumento da sua atividade em
periodos de privacdo de nutrientes e de estresse energético. Inibidores da V-

ATPase podem ser usados como inibidores de autofagia, sendo este um mecanismo
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importante de sobrevivéncia utilizado por células tumorais (COLLINS e FORGAC,
2020; VASANTHAKUMAR e RUBINSTEIN, 2020).

As bombas de prétons possuem a capacidade de manter o ambiente
intratumoral alcalino, tornando o meio extracelular &cido. Essa € uma caracteristica
que promove a invasividade tumoral por meio da degradacao proteolitica da matriz
extracelular por catepsinas e metaloproteinases da matriz. Além disso, é importante
ressaltar que um ambiente extracelular acido também contribui para a resisténcia
medicamentosa (EATON et al., 2021). Outros aspectos como sobrevivéncia celular
tumoral, a sinalizacdo intracelular, a resisténcia a multiplos farmacos e a
invasividade tumoral estdo relacionados a expressédo da V-ATPase em neoplasias
(MCGUIRE etal., 2019).
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Figura 3. Célula tumoral com expressdo da enzima V-ATPase em membrana
plasmatica e lisossomo. Fonte: COLLINS e FORGAC, 2020.
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A acidificacdo do microambiente tumoral por meio do acumulo de protons no
meio extracelular, realizada pelas V-ATPases, esta diretamente relacionada a
agressividade do céancer que inclui fatores como aparecimento de metastase,
invasividade local, angiogénese, escape imunoldgico e resisténcia a terapia
(BALTAZAR, et. al. 2020).

4.7 MELANOMA

O melanoma € uma neoplasia maligna originada a partir de melandcitos
epidérmicos e foliculares. Corresponde a cerca de 7% de todas as neoplasias
cutaneas malignas. Além da forma cutanea, também pode manifestar-se em regides
de mucosa, ocular e no sistema nervoso. E considerada uma neoplasia altamente
agressiva, por conta de sua invasividade e grande capacidade de produzir
metastase (WEYDEN et al., 2020).

Neoplasias altamente metastaticas, como o caso do melanoma, possuem
superexpressdo de V-ATPase, relacionada a acidificacdo do tumor por meio da
alteracdo do gradiente eletroquimico da membrana celular. Elas também estédo
presentes nas membranas nucleares da célulatumoral, o que auxilia no processo de
resisténcia a apoptose e na producdo de metastase (MARTINS et al., 2019). Um
experimento realizado por Martins et al. 2019, utilizando o myrtenal em
camundongos com melanoma induzido, evidenciou a capacidade do monoterpeno

em induzir apoptose e reduzir a disseminacao metastatica.

4.8 PRINCIPIOS DE TOXICIDADE FARMACOLOGICA

O desenvolvimento de um farmaco é um processo progressivo que requer a
realizacdo de estudos pré-clinicos, tanto in vitro quanto in vivo. Nesse contexto, €
essencial avaliar 6érgdos responsaveis pela metabolizacdo e excrecdo de farmacos,
como o figado e os rins, assim como aqueles que possam ser alvos do farmaco,
devido a presenca de receptores ou ligantes especificos. Caso sejam identificados
danos teciduais, eles precisam ser classificados quanto a reversibilidade da lesédo
para o prosseguimento dos testes (SAHOTA et al., 2016).

Os efeitos farmacologicos sdo considerados toxicos quando a alteragcéo

ultrapassa a capacidade de reparo e homeostase dos tecidos-alvo. A exposicao a
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substancia e sua toxicidade podem ocorrer de forma aguda, crénica ou subcrénica.
Dessa forma, € necessario realizar testes supraterapéuticos no protocolo
experimental, para além da avaliacdo de toxicidade de uma forma geral, realizar a
avaliacdo de imunotoxicidade, genotoxicidade, carcinogenicidade, desempenho
reprodutivo e toxicidade do desenvolvimento, tanto embrionario quanto pés-natal,
além disso, o estudo também deve incluir a faixa de dose terapéutica (SAHOTA et
al., 2016). Ademais, a meia vida de umfarmaco, tempo necessario para que sua
concentracdo plasméatica caia pela metade, € um conceito fundamental para
prevenir a toxicidade e definiro tempo ideal do intervalo entre as medicacdes de
forma segura, pois um intervalo muito curto pode levar ao acimulo do medicamento
no organismo e aumentar o risco de efeitos adversos (HALLARE e GERRIETS,
2025).

A lesdo renal € um importante ponto de referéncia para a determinacao de
uma dose segura para determinado medicamento, sendo a injaria renal aguda uma
das principais lesdes causadas por toxicidade no estudo de novos farmacos. Apesar
das lesdes pré e pos-renais estarem associadas a efeitos farmacologicos e a
propriedades fisico-quimicas, existe uma dificuldade na previsdo de lesdo das
células renais em razdo de sua variedade, que inclui as células epiteliais do tubulo
renal proximal e distal, fibroblastos, células estromais, células endoteliais capilares e
podocitos (ARAKAWA et al., 2025).

O figado é um importante Orgdo responsavel pela metabolizacdo de
farmacos; sendo assim, apresenta suscetibilidade a danos causados por substancias
quimicas. Reacbes adversas a medicamentos podem levar a lesdo tecidual e, em
casos mais graves, a faléncia hepatica aguda (SU et al., 2023).

As vias de administracdo também devem ser levadas em consideracdo. A
via intravenosa (V) possui vantagens quanto a biodisponibilidade, por ser mais alta,
pois, nesse caso, ndo h& um processo de absorcdo prévio; esse fato também
apresenta a desvantagem de aumentar o risco de feitos colaterais sistémicos
(JEONG et al., 2020) A absorcdo de medicacdes aplicadas por via intraperitoneal

7

(IP) também é considerada rapida, pela superficie de contato, e com
biodisponibilidade semelhante a via (IV). Geralmente, a velocidade de absorcéo
ap6s a administracdo IP é de metade a um quarto da velocidade apds a

administracéo IV (SHOYAIB et al., 2020).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 70 camundongos machos (Mus musculus) e 18 ratos Wistar
machos (Rattus novergicus), provenientes do biotério da Unidade de Estudos
Avancados (UEA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Os
animais receberam uma dieta padrdo e agua ad libitum, além de serem mantidos em
condicdes de vida normais (temperatura ambiente de 20 + 2°C, 45-55% de umidade
e 12h escuro / ciclo de luz). Os procedimentos que envolvem animais e seus
cuidados foram realizados em conformidade com as diretrizes institucionais do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) (CEUA n°8569110924).

5.2 MYRTENAL

O (1R)-(-)-Myrtenal foi adquirido pelo Laboratorio de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT) do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da UENF, sendo
proveniente da empresa Sigma-Aldrich®, e preparado em dimetilsulféxido (DMSO)
proveniente do laboratério da Unidade de Estudos Avancados (UEA) para posterior

administragéo.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.3.1 Avaliacdo de doses crescentes (primeira etapa)

A administragdo do myrtenal foi realizada em concentragdes crescentes do
composto, o experimento foi dividido em seis grupos contendo 10 camundongos
cada, o composto foi administrado via intraperitoneal (IP) a cada 24 horas durante
sete dias.

Grupo 1: Grupo controle, sem administracdo do myrtenal.
Grupo 2: Administracdo de 10 micromol de myrtenal.
Grupo 3: Administracdo de 30 micromol de myrtenal.

Grupo 4: Administracdo de 50 micromol de myrtenal.
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Grupo 5: Administracdo de 60 micromol de myrtenal.
Grupo 6: Administracao de 100 micromol de myrtenal.
Os animais foram avaliados durante 3 minutos no rotarod nos tempos de 5,

15, 30 e 60 minutos apds a administracdo do composto.

5.3.2 Aplicagéo via intravenosa (segunda etapa)

Foi realizado um grupo com um N de 10 animais (Mus musculus), no qual foi
administrado uma dose do mirtenol via intravenosa pela veia caudal , na
concentracdo de 30 micromol, a cada sete dias, durante quatro semanas, totalizando
quatro aplicacbes. O objetivo foi mimetizar a aplicagdo de medicamentos
quimioterapicos e avaliar as alteracbes que poderiam ser causadas pelo uso

prolongado e com ummaior intervalo de tempo entre as doses do medicamento.

5.3.3 Avaliacdo hemodinamica em ratos Wistar (terceira etapa)

A administracdo do myrtenal foi realizada na concentragdo maxima
considerada néo toxica identificada na primeira etapa do experimento. Nessa etapa,
os animais foram divididos em trés grupos de ratos Wistar contendo seis individuos
em cada grupo, e o myrtenal foi administrado por via intravenosa (IV), seguido de
andlise eletrocardiogréfica.

Grupo 1: Administracdo de 30 micromol de myrtenal via intravenosa.
Grupo 2: Administragao de 60 micromol de myrtenal via intravenosa.

Grupo 3: Administracao de 300 micromol de myrtenal via intravenosa.

5.4 ROTAROD

O aparato chamado Rotarod (também escrito como RotaRod ou Rora- rod),
utilizado para avaliacdo de coordenacdo motora e funcfes do sistema nervoso
central em roedores, foi criado por NW. Du nham e T.S. Miya em 1957. Eles
publicaram o primeiro artigo cientifico detalhando o uso do equipamento, que
originalmente consistia em um cilindro girando horizontalmente, no qual ratos ou

camundongos precisavam manter-se. A velocidade do cilindro pode ser constante
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ou aumentarde forma gradual e continuamente, testando resisténcia, coordenacédo e
equilibrio dos animais. Essa técnica foi posteriormente aprimorada e transformada
em equipamento comercial cientifico pela empresa Ugo Basile (a partir da década de
1960), tornando- se um dos métodos-padrdo para experimentos em neurociéncias,
farmacologia e comportamento animal, especialmente para o estudo de efeitos de
drogas que afetam o sistema nervoso central (SNC) (Figura 4).

O objetivo desse teste € avaliar o nivel de interacdo com o sistema nervoso
central do myrtenal e observar como este afeta as habilidades motoras dos animais,
sendo realizada a correlacdo entre tempo de administracdo e tempo de queda do
animal. Primeiro, € contabilizado o tempo em que os animais permanecem no
equipamento para adaptacdo. Apos 5, 15, 30 e 60 minutos apos a administracdo do
composto, sado contabilizados os tempos de queda e sua frequéncia em um intervalo

de 3 minutos.

[
Rota Rod

Figura 4. Imagem de camundongos posicionados no aparelho rotarod para
avaliacdo. Fonte: Arquivo pessoal.

55 CANULACAO DA ARTERIA CAROTIDA E AVALIACAO DA PRESSAO
ARTERIAL

O procedimento cirargico de canulacdo da artéria carotida e fixagcdo dos
eletrodos para a eletrocardiografia € realizado mediante protocolo anestésico de

cetamina e xilazina. Apdés anestesia, 0 animal é colocado em decubito dorsal, e a
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regido € depilada e é realizado todo o procedimento de antissepsia com
iodopovidona e alcool 70%. Posteriormente, é feita uma incisdo mediana na regido
cervical anterior (Figura 5-A). Por conseguinte, realiza-se a separacao dos musculos
pré-traqueais (esterno hidideo e cleidomastdideo) e a localizag&o bilateral do feixe
vasculo nervoso (Figura 5-B), constituido pela artéria carotida, nervo vago e tronco

simpatico.

nervo recorrente oy

4 laringeo inferior
tronco simpatico +

pressorreceptor adrtico

cardlica direita

Figura 5. Em A, Visado ventral de rato Wistar, com incisdo expondo a
musculatura do pescoco. Ja em B, Carétida na cor vermelha, e nervo vago na
cor amarela, apos o afastamento da musculatura do pescoco. Fonte: Aguiar,
2009.

7z

Apés a localizacdo da artéria cardtida € realizado seu isolamento para
posterior canulacdo (Figura 6), com canula de silicone PE-30, preenchida com
solucéo fisiologica a 0,9% heparinizada (50 Ul.mL-1). A canula é conectada a um
sensor de pressao e a um transdutor para avaliacdo de pressao arterial, sendo
posicionados os eletrodos no corpo do animal para avaliacdo de eletrocardiograma

(Figura 7). Dessa forma, os parametros avaliados sdo registrados continuamente.
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Figura 6. Imagem de rato Wistar ap0s canulacdo da artéria carotida e veia
jugular para teste de pressao arterial invasiva. Fonte: Arquivo pessoal.

Apoés a canulacao da artéria carotida, foi administrado DMSO com e sem 0
mirtenol para que cada animal tenha um controle préprio ao avaliar as interferéncias
gue poderiam ser provenientes do mirtenol e separa-las do veiculo, porque ja foi
documentado que o DMSO pode fazer alteracdo cardiovascular. A Figura 7 mostra o
animal ja canulado e com os eletrodos posicionados para posterior administracao

dos farmacos.

Figura 7. Imagem mostrando rato Wistar com artéria carétida e veia jugular
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canulada e eletrodos posicionados para avaliacdo. Fonte: Arquivo pessoal.

A aplicacéo dos farmacos foi realizada através da veia jugular utilizando uma
seringa de 0,5 mL em um sistema fechado, por meio do uso de um PRN (pro re
nata), um acoplador especifico com heparina amplamente utilizado na medicina
humana e veterinaria para manter um acesso venoso viavel para aplicacdo de
medicacles intravenosas (IV) e/ou fluidoterapia. A mensuracéo da presséao arterial
foi realizada com a canula posicionada na artéria carotida, em sistema fechado,

acoplada ao aparelho Animal BioAmp 7/PowerLab 8/35 (Figura 8).

Figura 8. Aparelho Animal BioAmp 7 / PowerLab 8/35 utilizado para avaliagéo
hemodinamica. Fonte: Arquivo pessoal.

5.6 COLETA DE MATERIAL E PROCESSAMENTOPARA AVALIACAO

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados por meio de
extrapolacdo anestésica de cetamina e xilazina, a qual consiste no aumento da dose
usualmente utilizada, levando a parada cardiorrespiratoria dos animais.

Foram coletados os seguintes érgdos para avaliacao histopatoldgica: figado,
rim, coracdo, pancreas, epididimo e fémur. O material foi acondicionado em
recipientes contendo formol tamponado neutro a 10% e, entdo, encaminhado ao
Laboratério de Morfologia e Patologia Animal — LMPA do Hospital Veterinario da

UENF para processamento e confeccdo das laminas com coloracdo H&E para
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posterior analise.

5.7 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

As amostras foram clivadas, armazenadas em histossetes plasticos (Figura
9), processadas (Processador Automatico de Tecidos — LEICA TP1020 ®), incluidas
em parafina para serem cortadas (Microtomo Semi- automatico — LEICA RM2145®)
em secgOes de 5 um e coradas pela hematoxilina e eosina (H&E) (Figura 10). As
fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas. Os 6rgaos coletados
foram avaliados quanto a preservacao de arquitetura, degeneracéo e presenca ou

auséncia de infiltragéo leucocitaria.

Figura 9. Material clivado e armazenado em histossetes em A e B. Fonte:

Arquivo pessoal.
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Figura 10. Preparacdo das laminas para visualizacdo em microscopio. Fonte:
Arquivo pessoal.

6. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica para esse trabalho buscou evitar o erro tipo 2, no qual
se aceita a hipétese HO quando ela é falsa, pois esse erro pode resultar em morte
dos animais. As analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad
Prism®, versao 5.0.

6.1 ANALISE PARAMETRICA

Os resultados da avaliagdo com rotarod foram analisados através do tempo
em que 0S animais permaneceram no equipamento sem cair, utilizando a analise de
variancia (ANOVA), considerando como parcela perdida os animais que vieram a
Obito durante o experimento. A andlise foi realizada entre os animais do mesmo
grupo e entre os grupos em cada dia do experimento. O diazepam, um
benzodiazepinico, foi utilizado como controle positivo para sedacéo, sendo esta uma
medicacdo que afeta o sistema nervoso central por meio de mecanismo de acéo ja
estabelecido e elucidado. Os resultados da anélise hemodinamica foram obtidos a
partir da ANOVA one- way, com posterior teste de médias Newman—Keuls,

Tukey e t de Student, dependendo de cada caso, respeitando-se p <0,05 (95% de
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confiabilidade).

6.2 ANALISE NAO PARAMETRICA

Os resultados histolégicos foram analisados através da mediana dos
escores (estatistica descritiva), segundo a graduacdo da gravidade das lesfes

encontradas, de acordo com a avaliacdo de observador independente.

7. RESULTADOS

A administracdo do myrtenal foi realizada apdés a obtencdo da dose
calculada em pmol, sendo apresentada abaixo (Tabela 2) a concentragéo
correspondente de cada dose em mg/kg utilizada na primeira etapa do experimento,

visto que os camundongos possuiam uma média de 30 g de peso corporal.

Tabela 2. Doses utilizadas e suas respectivas massas em miligramas por

guilograma de peso corporal.

Micromol Mg/kg
10 80 mg/kg
30 240 mg/kg
50 400mg/kg
60 480 mg/kg
100 800 mg/kg

7.1 AVALIACAO COM ROTAROD

Os resultados estdo apresentados com um grafico para cada dia do
experimento. No dia 1, ndo houve diferenca estatistica entre os animais como
mostra o grafico da Figura 11. Na avaliacdo clinica, 5 minutos apos a primeira
aplicacao, os animais apresentaram leve desconforto, sendo um dos principais sinais
observados a piloerecdo. Além disso, todos os grupos tratados apresentaram
alteracdo no tempo de permanéncia no aparelho. Apés 15 minutos, foi possivel

observar que dois camundongos demonstraram taquipneia.
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Ao final de uma hora de avaliacdo, os animais normalizaram os sintomas
apresentados. Ao comparar a diferenca de concentragcdo do myrtenal, 0os animais
que receberam as doses de 100, 60 e 50 umol apresentaram os sintomas citados
com maior frequéncia quando comparados aos que receberam as doses de 30 e 10

pumol. Os animais do grupo controle ndo apresentaram alteracdes.

DIA 1
@ 200~
[Ty o - : s i :
—~— K R % % - B K
@ ; 2 ; 2 a4 1| ¥ @3 Controle
S = 1504 ||}: 2 4 1f ;
E e 18 % g ‘AB 2 =2 Diazepam
& RA R 2 R 3 £ jl: .
g = : 2 Z a4 I % EB 10 microM
oo -l % % 4 I 4 :
o o 100 : ‘ 4 ||| 7 &2 30 microM
T - 55 4 7 % g KA g
o & : 3 g a4 1 |1E % B3 50 microM
88 5o [} Z 7 ‘Al g ;
£ ] : ; 2 3 4 % 60 microM
[ g A 7 A % :
= ] a4 |l g g g 100 microM
0 4 -] ju3 2 24 4
05 15 30 60

Tempo de observagao (min)

Figura 11. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o
primeiro dia da administracdo via intraperitoneal do myrtenal.

No dia 2 (Figura 12), a analise do desempenho dos animais no rotarod
mostrou que houveefeito agudo do myrtenal, umavez queas alteracbes
observadasnos primeiros momentos apés a aplicacdo foram mantidas nos animais
tratados. Na analise estatistica, houve diferenca significativa do grupo de 100 pmol
guando comparado a todos os outros grupos (p>0,0001), mostrando que a maior

concentracdo utilizada apresentou efeito neurotéxico.
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DIA 2
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*versus Controle; 10, 30, 50 e 60 microM (p<0,0001)

Figura 12. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o
segundo dia da administracao via intraperitoneal do myrtenal.

No dia 3 (Figura 13), o padrdo de neurotoxicidade aguda observado nos
dias 1 e 2 manteve-se no terceiro dia. A analise estatistica demonstrou que houve
diferenca significativa entre o grupo de 60 umol e todos os outros grupos (p<0,015)
sendo possivel observar que até os 60 minutos de avaliacdo, ocorreu uma

recuperacao dos animais em relacédo ao tempo de permanéncia na barra giratéria.
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DIA 3
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*versus Controle; 10, 30, 50 e 100 microM (p<0,015)

Figura 13. Gréafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o
terceiro dia da administracdo via intraperitoneal do myrtenal.

No dia 4 (Figura 14) e dia 5 (Figura 15), ndo houve diferenca significativa
entre os grupos. Foi possivel observar um efeito depressor de inicio rapido do SNC,
nas doses mais altas (50, 60 e 100 umol), enquanto que nas doses mais baixas (10
e 30 umol), observou-se padrdo de recuperacdo dos animais apdés 60 minutos da
aplicacao.



39

DIA 4
© 200+
[Ty e . -
c — 1H 2 % 2 23
@ : A % % % =3 Controle
- 150 = kA kA4 %4 4
® .5 2 % % g :
£+ 3 ¢ % 7 =1 Diazepam
] A % % 2 .
@ = A A % % &3 10 microM
2 > 100+ s A % Z ,
v % % % % &= 30 microM
T E G 3 Z :
o ® s % 4 A E2 50 microM
o Q 2 % A % % _
Em 30 2 G 2 Z 60 microM
s % % % .
= 3 2 4 ‘ 100 microM
0 i = : : 4

30

Tempo de observagao (min)

Figura 14. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o
guarto dia da administracao via intraperitoneal do myrtenal.
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Figura 15. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o
quinto dia da administracédo via intraperitoneal do myrtenal.

No dia 6 do experimento (Figura 16), o grupo com a concentracao de 60
pumol apresentou diferenca significativa quando comparado aos outros grupos, ao

passo que no dia 7 (Figura 17) ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 16. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o sexto

50 e 100 microM
dia da administracédo via intraperitoneal do myrtenal.
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Figura 17. Grafico do tempo de permanéncia dos animais no rotarod durante o

sétimo dia da administragdo via intraperitoneal do myrtenal.

Quanto a mortalidade dos animais durante o experimento, a tabela 3 faz um

resumo com a porcentagem de Obitos em cada grupo do experimento durante os 7
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dias de aplicacao.

Tabela 3. Porcentagem de 6bito ocorrido em cada grupo do experimento com

rotarod.
Grupo Porcentagem de 6bito
10 pmol 0%
30 pmol 30%
50 pmol 50%
60 pmol 70%
100 pmol 30%

7.2 AVALIACAO APOS APLICACAO VIA INTRAVENOSA

Para ser realizada a aplicagdo do myrtenal por via intravenosa através da
veia da calda de forma segura, os animais foram colocados em um dispositivo de

contencdao (Figura 18).

Figura 18. Camundongo em aparelho de contenc¢ao para administracdo do myrtenal
via intravenosa pela veia da cauda. Fonte: Arquivo pessoal.
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Durante a primeira e a segunda aplicagdo, os animais ndo apresentaram
alteracdes. Apoés a terceira aplicagdo, um dos animais apresentou apatia e
piloerecéo, indicando desconforto clinico. Apos a quarta aplicacdo, o mesmo animal
que evoluiu com convulsdo, sendo administrado diazepam (10 mg/kg) por via
intrarretal (IR) para controle imediato, apresentando boa resposta terapéutica, sem
recorréncia das crises. No entanto, o animal veio a 6bito quatro dias depois, antes de
completar as quatro semanas do experimento.

De forma geral, ao final do experimento, os animais apresentaram pelo
discretamente ericado, reducédo da autolimpeza e escore corporal mais baixo quando
comparados ao inicio do experimento, possivelmente decorrente da reducdo do

apetite associada a administracdo do medicamento.

7.3 AVALIACAO HEMODINAMICA

Apoés a canulagdo da veia jugular para aplicagdo de medicamento e da
artéria carétida para avaliacdo da pressdo arterial, a analise hemodinamica foi
realizada em quatro momentos, sendo eles os seguintes:

Antes da aplicacdo de qualquer medicacao;
Apos a aplicacao do dimetilsulfoxido (DMSO) isolado;

ApOs a estabilizacao clinica do animal devido a aplicagdo do DMSO;

~ w o —
' g ' ]

Apoés a administracdo do myrtenal.

A analise hemodinamica revelou que o efeito do myrtenal apresentou
correlacéo direta com a dose administrada, produzindo respostas cardiovasculares de
magnitude crescente, caracterizadas por quedasignificativa da pressao arterial média
(PAM), sistolica (PAS) e diastélica (PAD). Os dados obtidos a partir dos graficos
anexosdemonstram que, em todas as concentracdes, houveinducao de hipotensao,

com graus distintos de intensidade e duracao.
7.3.1 Grupo 30 umol
No grupo tratado com 30 pumol de myrtenal, os registros de PAM, PAS e

PAD indicaram reducdo moderada em comparacdo ao grupo controle, tanto apés a

administracdo do DMSO quanto apés a administracdo do myrtenal. Embora a
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hipotensdo tenha sido de menor magnitude em relacdo as doses superiores,

manteve- se consistente e acompanhada de estabilidade clinica, indicando boa

tolerancia hemodinamica nessa faixa de concentragao.

Pressao Arterial Sistolica 30

PAS (mmHg)

*versus Controle e Controle 2 (p<0,0012)
# versus Controle 2 (p<0,0012)

Figura 19. Grafico da diferenca de pressao arterial sistolica apdés administracdo de
myrtenal na dose de 30 pumol.
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*versus Controle, Controle 2 e Mirtenal (p<0,0008)
# versus Controle e Controle 2 (p<0,0008)

Figura 20. Gréfico da diferenca de pressao arterial diastdlica apds administracao de
myrtenal na dose de 30 pumol.



44

Pressao Arterial Média 30

200+

-

o

o
1

PAM (mmHg)
)
<

a
o
1

*versus Controle, Controle 2 e Mirtenal (p<0,0009)
# versus Controle e Controle 2 (p<0,0009)

Figura 21. Grafico da diferenca de pressdo arterial média apdés administracdo de
myrtenal na dose de 30 pumol.

7.3.2 Grupo 60 pmol

Nos animais tratados com 60 umol, foi possivel observar uma intensificacéo
do efeito depressor sobre a pressédo arterial em todos os momentos avaliados,
quando comparados ao grupo controle. Apesar disso, ndo foram observadas

variagdes abruptas que comprometessem a estabilidade fisioldgica.
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Figura 22. Grafico da diferenca de presséo arterial sistolica apos administracédo de
myrtenal na dose de 60 pmol.
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Figura 23. Gréfico da diferenca de pressao arterial diastolica apos administracéo de
myrtenal na dose de 60 pmol.
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Figura 24. Grafico da diferenca de pressdo arterial média apos
administracdao de myrtenal na dose de 60 umol.

7.3.3 Grupo 300 pmol

No grupo 300 pumol, verificou-se queda mais expressiva dos valores de PAM,
PAS e PAD em todas as medidas, apresentando diferencas significativas (p<0,002)
guando comparado aos grupos Controle e Controle 2. A hipotensao foi intensa e de
instalacdo imediata, evidenciando efeito depressor cardiovascular robusto. O
restabelecimento da presséo arterial aos niveis basais foi mais lento e incompleto

durante o periodo de monitoramento, sugerindo envolvimento de mecanismos

mistos, centrais e periféricos, no controle da resposta.
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Figura 25. Grafico da diferenca de pressao arterial sistolica apdés administracdo de

myrtenal na dose de 300 pumol.
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*versus Controle e Controle 2 (p<0,002)

Figura 26. Grafico da diferenca de pressao arterial sistolica apdés administracdo de

myrtenal na dose de 300 pmol.
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*versus Controle e Controle 2 (p<0,002)

Figura 27. Grafico da diferenca de presséo arterial média apds administracéo de
myrtenal na dose de 300 umol.

7.3.4 Avaliacdo dafrequéncia cardiaca

A analise da frequéncia cardiaca (FC) revelou tendéncia a bradicardia em
todos os grupos tratados. Embora nao tenha apresentado significancia estatistica, o
achado néo descartasuarelevanciaclinica. No grupo 30 umol,a reducao dafrequéncia
cardiaca foileve e rapidamente compensada, acompanhando o restabelecimento dos
niveis de pressado arterial. No grupo 60 pumol, essa tendéncia tornou-se mais
evidente, coincidindo temporalmente com a queda da PAM. Por fim, no grupo 300
umol, a bradicardia foi mais pronunciada e sustentada,acompanhando a hipotensao
intensa observada, o que sugere sinergismo entre 0s mecanismos depressor e

cronotrépico.
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Figura 28. Grafico da diferenca de frequéncia cardiaca apoés administracédo
de myrtenal na dose de 30 pumol.
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Figura 29. Gréfico da diferenca de frequéncia cardiaca apds administracado
de myrtenal na dose de 60 pmol.
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Figura 30. Grafico da diferenca de frequéncia cardiaca apds administracao
de myrtenal na dose de 300 pmol.

7.4 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Foram coletados os seguintes 6rgaos para analise histopatoldgica: figado,
rins, coracao, testiculos e pancreas. Além disso, o fémur também foi coletado;
porém, restricbes de tempo impediram a conclusdo de sua andlise, por demandar
um processo de descalcificacédo prolongado.

Na avaliacdo histopatolégica foram observadas poucas alteracbes de
relevancia clinica, essas alteragdes ocorreram nos animais que receberam maiores
concentracBes do myrtenal, notadamente nos grupos 100, 60 e 50 umol. Também foi
identificada alteracdo em um animal do grupo tratado por via intravenosa com 30 pumol
do composto. Esses achados corroboram um padrdo dose-dependente entre a
exposicdo ao myrtenal e o grau de dano tecidual observado.

Na avaliacao renal, foram identificados achados histopatolégicos de carater
leve, que nédo indicaram injaria renal aguda ou disfuncao tecidual. Observou -se
ainda que tais alteragcdes foram mais frequentes nos animais pertencentes aos
grupos que receberam concentracdes mais elevadas do myrtenal.

O achado mais recorrente foi o infiltrado inflamatoério, conforme ilustrado na Figura
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31. Na Figura 32, observa-se a mesma lamina, porém com aumento de 40x. Ja na
Figura 33, nota-se um infiltrado linfocitario.Na avaliacédo renal, foram identificados
algunsachados histopatolégicos de carater leve que ndoindicaminjuriarenal aguda
ou disfuncgédo tecidual, além disso, foi observado que essas altera¢cdes eram mais
recorrentes nos animais que pertenciam aos grupos que receberam uma maior

concentracédo do myrtenal.

Figura 31. Fotomicrografia de rim de camundongo apresentando infiltrado
inflamatério ap6s administracdo de 100 pmol de myrtenal via
intraperitoneal(aumento 10x).
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Figura 32. Fotomicrografia de rim de camundongo apresentando infiltrado
inflamatério ap6s administracdo de 100 pumol de myrtenal via intraperitoneal
(aumento 40x).

Figura 33. Fotomicrografia de rim de camundongo apresentando infiltrado
linfocitario apés administragcdo de 30 umol de myrtenal via intravenosa (aumento
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40x).

Uma alteracéo identificada em apenas um animal do grupo tratado com 50
umol foi a presenca de tibulo discretamente dilatado (Figura 34), ndo apresentando

relevancia clinica.

Figura 34. Fotomicrografia de rim de camundongo apresentando Tubulo renal
dilatado ap6s administracdo de 50 pmol de myrtenal via intraperitoneal (aumento
40x).

Outro achado histoldgico recorrentemente observado, porém sem relevancia
clinica, foi a congestdo. Em um dos animais tratados com myrtenal na dose de 100

pumol, a congestao foi acompanhada de hemorragia (Figura 35).
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Figura 35. Fotomicrografia de rim de camundongo apresentando congestao e
hemorragia apdés administracdo de 100 pmol de myrtenal via intraperitoneal
(aumento 40x).

No figado, foram identificadas alteracdes em dois animais do experimento. A
primeira foi observada em um animal do grupo de 100 pumol, que apresentou
degeneracdo hidropica (Figura 36). A segunda alteracdo ocorreu em um animal
tratado com 30 pmol por via intravenosa, no qual foram observadas picnose e

cariorrexe (Figura 37).
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Figura 36. Fotomicrografia de figado de camundongo apresentando degeneracao
hidropica hepatica apds administracdo de 50 umol de myrtenal via intraperitoneal
(aumento 40x).

Figura 37. Fotomicrografia de figado de camundongo apresentando nucleos
fragmentados e picnéticos apdés administracdo de 30 pmol de myrtenal via
intravenosa (aumento 40x).
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Um achado isolado observado no tecido pancreatico de um animal do grupo

de 60 umol foi leucocitose em vaso peripancreatico, conforme ilustrado na Figura
38.

Figura 38. Fotomicrografia de pancreas de camundongo apresentando
leucocitose em vaso peripancreético apos administracdo de 60 umol de myrtenal
via intraperitoneal (aumento 10x).

8. DISCUSSAO

8.1 AVALIACAO COMROTAROD

Os efeitos observados nos primeiros 5 minutos apos a primeira aplicacao
sugerem que o farmaco apresenta uma distribuicéo rapida no organismo e sistema
nervoso central. A analise temporal do desempenho dos animais no teste do rotarod
mostrou um padrédo de neurotoxicidade que ocorre de forma aguda, mas reversivel
em doses mais baixas. Em todas as doses testadas acima de 10 umol, os animais

exibiram um prejuizo motor ou desconforto nos primeiros minutos pés administracao,
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seguido por recuperacdo progressiva ao longo dos 60 minutos de experimento.
Essa alteracdo pode ter como causa um desbalanceamento na homeostasia das
vesiculas pré-sinapticas, ao comprometer de forma reversivel o gradiente &cido-
bésico no interior dos neurdnios (VASANTHAKUMAR e RUBINSTEIN, 2020). Ao
constatar que houve uma alteracdo no déficit motor de forma proporcional a
concentragdo administrada, € possivel afirmar que existe um efeito farmacologico
neurotoxico do myrtenal em doses altas e descartar que a alteracdo ocorreu de
forma aleatoria.

Ao considerar que 0s animais que vieram a Obito foram considerados como
parcela perdida na analise estatistica, a avaliacdo apds uma semana de tratamento
diario permitiu observar que o myrtenal ndo induz tolerancia farmacolégica. De
acordo com Hallare e Gerriets (2025), a meia-vida dos medicamentos deve ser
respeitada, pois a alta concentracdo plasmatica da substancia pode alcancar niveis
toxicos. Devido a exposi¢do repetida do animal ao farmaco, é possivel que o tempo
de meia-vida do myrtenal ndo tenha sido respeitado, indicando que uma agao
farmacoldgica aguda e repetitiva pode levar os animais a Obito, decorrente de efeito
acumulativo no organismo.

Foi possivel constatar que concentracfes iguais a 50 umol ou mais altas,
causam neurotoxicidade e sdo invidveis para administracao via intraperitoneal por
levarem o animal a episédios de convulsdo e morte. A dose de 30 pumol representa
um candidato de risco, pelo fato de ainda haver uma mortalidade de 30% dos
animais desse grupo e alteracbes do sistema nervoso. Por outro lado, a
concentracdo de 10 pmol seria a considerada mais segura, pois apresentou leve a
ou nenhum efeito no SNC dos animais. A dose de 10 pmol corresponde a 80
mg/kg em camundongos, sendo esta ligeiramente maior quando comparada a
utilizada em experimentos realizados por Silva et al. (2014), Britto et al., 2018,
Rajizadeh et al. (2019) e Martins et al. 2019.

O efeito depressor causado pelo myrtenal sugere que ele atua de forma
rapida, porém reversivel em doses até 10 umol, sem consequéncias fisioldgicas
graves. As alteracdes ocorrem de forma dose-dependente e existe um acumulo do
farmaco quando administrado diariamente, o que se confirma com o nuamero de
Obitos ocorridos no decorrer do experimento. Portanto, € necessario qu e seja
investigado o grau de invasdo da barreira hematoencefalica pelo myrtenal e a

caracterizagdo dos metabolitos gerados pela sua agdo no organismo, assim como o
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seu tempo de meia-vida para determinacdo do intervalo de administracdo do

farmaco.

8.2 AVALIACAO DA APLICACAO VIA INTRAVENOSA EM CAMUNDONGOS

Os resultados do regime de administracdo por via intravenosa, com um
intervalo de tempo mais espacado entre as aplicacdes — sendo ele de sete dias, por
quatro semanas — revelaram um nivel de seguranca mais favoravel quando
comparado a aplicacdo do myrtenal via intraperitoneal, realizada a cada 24 horas
durante sete dias. Isso pode ter ocorrido devido ao maior tempo disponivel para
metabolizacdo e excrecdo do farmaco, evitando seu acumulo e respeitando o tempo
de meia-vida (HALLARE e GERRIETS, 2025). A observagao de qu e alguns animais
apresentaram emagrecimento mostra que, a longo prazo, a medicacao pode causar
alteracOes gastrointestinais e falta de apetite, mas que poderiam ser revertidas com
0 interrompimento do tratamento.

A mortalidade de 10% em um grupo de 10 animais pode ter ocorrido de
forma isolada, pois 0 mesmo animal apresentou maior suscetibilidade ao farmaco
desde a primeira aplicacdo. Essa sensibilidade poderia estar relacionada a uma
predisposicao individual e baixa tolerancia ao composto, por variagao na expressao
individual de V- ATPase em 6rgaos, aléem de diferencas na permeabilidade da
barreira hematoencefélica, que fariam uma exposi¢cdo maior do SNC ao farmaco.
Como observado por Akefe et al. (2022), o uso do myrtenal para tratamento de
doencas neurodegenerativas poderia ser viavel, pela natureza anti-inflamatéria e
antioxidante do composto. Isso confirma que ele consegue ultrapassar a barreira
hematoencefalica, mas € necesséario que essa passagem ocorra de forma equilibrada
para que ndo ocorram alteracdes neurotoxicas observadas durante o experimento.
Para definir a verdadeira natureza deste efeito adverso, seria necesséario um estudo
com um N maior e avaliacdo da metabolizacdo e excrecdo do myrtenal no

organismo.

8.3 AVALIACAO HEMODINAMICA
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O comportamento inicial observado apds a administragdo do DMSO, com
queda momentanea e subsequente estabilizacdo da pressao, foi compativel com o
efeito vasodilatador desse solvente, frequentemente relatado em estudos de infuséo
experimental (SILVA et al., 2021). No entanto, a hipotensdo mais pronunciada foi
verificada apds o uso do myrtenal, evidenciando sua acao farmacoldgica especifica.
A inibicdo parcial da bomba vacuolar de protons (V-ATPase) pode reduzir a
sensibilidade do sistema contratil vascular ao calcio, promovendo relaxamento da
musculatura lisa arteriolar e consequente diminuicdo da resisténcia periférica total.
Tal mecanismo explica a resposta hipotensiva observada, uma vez que o myrtenal
atua diretamente no bloqueio da V-ATPase, o0 que pode levar ao desequilibrio ibnico
da célula endotelial (COLLINS e FORGAC, 2020). A leveza do efeito nessa dose
sugere envolvimento inicial do componente endotelial, sem repercussédo autonémica
expressiva.

Foi observado que na concentracédo de 60 pumol, o reflexo barorreceptor néao
foi capaz de compensar adequadamente a hipotenséo, conforme demonstrado pela
auséncia de aumento concomitante da frequéncia cardiaca. Essa auséncia de
resposta reflexa indica possivel acdo moduladora do myrtenal sobre nucleos
autonémicos centrais, como o nucleo do trato solitario (NTS), estrutura responsavel
pelo controle da resposta simpética e parassimpética (KAWADA et al., 2021).

De acordo com Rognante colaboradores (2023), a inibicdo acentuada da V-
ATPase em doses elevadas promove acidificagcéo intracelular e bloqueio do efluxo
de célcio, prejudicando a contratilidade muscular e reduzindo a excitabilidade
vascular e cardiomiocitaria. Esse mecanismo pode justificar a hipotensao acentuada
e sustentada observada nos animais tratados com 300 umol, indicando que ndo ha
uma vasoconstricdo reflexa associada a bradicardia. Os resultados obtidos permitem
verificar que o myrtenal induz efeito hipotensor e bradicardico dose-dependente, por
mecanismos que envolvem tanto a acgdo direta sobre a musculatura vascular, via
inibicdo da V-ATPase, quanto a interferéncia sobre o controle autonémico central.

Em doses baixas, de 30 umol, os efeitos séo leves e reversiveis, mantendo
estabilidade hemodinamica. Em dose intermediaria de 60 umol, observa-se maior
magnitude do efeito e indicios de modulacdo autonémica, mas sem importancia
clinica. J4 em alta dose (300 umol), ha depresséao cardiovascular marcante, em que
a frequéncia cardiaca acompanha o efeito hipotensor do myrtenal. Essa relagéo

dose- resposta do composto indica que o limite superior de 300 pmol ultrapassa a
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janela terapéutica segura, produzindo efeitos hemodinamicos adversos e
possivelmente toxicos. Essa constatacao é relevante para a determinacao futura da
dose segura em modelos veterinarios, reforcando que concentracdes superiores
comprometem a estabilidade cardiovascular, exigindo acompanhamento
hemodinamico continuo em aplicacdes experimentais. Esses resultados contribuem
para a caracterizacdo farmacotoxicoldégica do myrtenal e servem de base para o
estabelecimento de futuras investigacdes sobre a seguranca e eficacia do composto

em modelos de pesquisa.

8.4 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os resultados obtidos revelam que existe um limiar de tolerancia organica
para o myrtenal. Doses abaixo de 50 pmol, embora capazes de induzir toxicidade
neuroldgica aguda, ndo foram suficientes para causar lesdes estruturais detectaveis
na maioria dos oOrgaos. Por outro lado, doses iguais ou superiores a 50 pmol
ultrapassam esse limiar, produzindo toxicidade com leve comprometimento

histoldgico.

8.4.1 Avaliacéo renal

O achado mais comum encontrado foi o infiltrado inflamatério, o que indica
gue houve uma injariainicial, progredindo para uma resposta sistémica em que o
organismo reconhece o dano celular e inicia um processo inflamatorio. Esse achado
faz contraste com estudos realizados por Silva et al. (2014) e Rajizadeh et al.
(2019), nos quais foi possivel observar uma mediagdo anti-inflamatoria do myrtenal
nos animais tratados.

A presenca de tubulo renal dilatado poderia estar relacionada a inibicao das
bombas de protons, que atuam na acidificacdo urinaria e reabsorcédo nos tabulos
renais. Uma inibicdo parcial poderia comprometer esse processo, levando a
dilatacdo, além de induzir uma acidose tubular renal distal (VASANTHAKUMAR e
RUBINSTEIN, 2020). A congestdo encontrada em tecido renal sinaliza estase

sanguinea e possivelmente aumento da permeabilidade vascular, evidenciando que
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houve, mesmo em baixo grau, dano ao endotélio vascular. A hemorragia,
alteracdo causada por ruptura de vasos sanguineos, poderia corroborar essa
hipotese; porém, foi uma alteracdo observada em apenas um dos animais tratados, o
que ndo é estatisticamente relevante, uma vez que pode ter ocorrido devido a

fatores individuais do animal em questao.

8.4.2 Avaliacdo hepética

No figado, foram encontradas alteracdes em animais do grupo de 100 pmol e
de 30 umol, quando administrado por via intravenosa. ISsso mostra que a maior
biodisponibilidade leva a um consequente estreitamento da janela terapéutica,
devido a maior concentracéo plasmatica.

A primeira leséo citada foi a degeneracao hidrépica, mostrada na Figura 15,
uma lesdo que indica que as células hepéaticas podem estar sob estresse
metabdlico, o que pode ter ocorrido devido a sobrecarga medicamentosa pela alta
dose do composto. Embora seja um marcador de injuria hepatocelular, é
considerada uma lesdo reversivel. O segundo achado foi considerado mais
significativo. A lesdo hepatica encontrada em um animal do grupo de 30 umol do
myrtenal, quando aplicado por via intravenosa, apresentou picnose, que consiste no
encolhimento e condensacdao do nucleo celular, e cariorrexe, caracterizada pela
fragmentacdo nuclear (Figura 16), essas lesdes sdo caracteristicas de morte celular
por necrose ou apoptose. Esse achado indica que a administracdo por via
intravenosa estreita a janela terapéutica do myrtenal. Isso corrobora os principios da
farmacocinética, segundo os quais 0 pico de concentracdo plasmatica, elevado e
abrupto pela via intravenosa, € maior quando comparado a via intraperitoneal, que
ocorre de forma mais lenta (SHOYAIB et al.,, 2020). E mb o0 ra se ja um evento
isolado, é considerado um dos achados mais importantes do estudo, pois € uma
lesdo considerada grave, evidenciando que existe uma restricdo da medicacao para

administragéo via intravenosa.

8.4.3 Avaliacdo pancreatica

A toxicidade pancreatica necessita de atencédo, pois pode indicar risco de

disfuncdo enddcrina ou exocrina, devido a importante funcao da V-ATPase nesse
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orgao (VASANTHAKUMAR e RUBINSTEIN, 2020). O infiltrado leucocitario
encontrado em vaso peripancreatico pode indicar uma resposta inflamatéria
localizada. O achado nédo é considerado uma lesdo no parénquima, mas pode
evidenciar umareacdo imunoldgica da microvasculatura pancreética, mostrando que
€ necessario ter atencdo voltada para esse o6rgdo em futuros estudos e caso o
myrtenal venha a ser utilizado como antitumoral, pois pode existir o risco de
pancreatite mediada por intoxicacdo medicamentosa, principalmente em individuos

suscetiveis.

8.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do experimento realizado por Martins et al. 2019 mostraram que a
dose de 15 mg/kg foi eficaz para destruir células de melanoma metastatico no
pulmao, sendo essa dose menor do que a dose de 10 umol utilizada no presente
estudo. Isso sugere que a dose pode ser reajustada para verificagdo de aumento de
eficacia contra as células metastaticas. As células sadias, embora apresentem V-
ATPases, podem nao ser tdo dependentes da enzima quando comparadas as
células tumorais, que necessitam dela para sua sobrevivéncia e invasao. A dose de
10 umol pode ser su ficiente para bloquear as V ATPases superexpressas nas
células tumorais, sem ultrapassar o limiar que causaria uma disfuncédo grave de
tecidos sadios.

Com base na progresséo de toxicidade documentada durante o trabalho,
em que se evidenciou uma relacdo dose-dependente, levanta-se a hipotese de que
uma concentracdo intermediaria de 20 umol poderia representar uma dose segura, o
que possibilitaria a maximizacdo da eficacia antitumoral, sem inviabilizar a
seguranca sistémica do medicamento. Sendo assim, € necessdaria uma investigacao
mais detalhada nessa dose. E importante ressaltar que existe uma acédo de
toxicidade neurolégica dose- dependente, o que pode levar a hipotensao e
abradicardia em doses muito altas. A analise histopatoldgica confirmou a natureza
dose-dependente da toxicidade, identificando os rins e o figado como os principais
orgaos-alvo, com alteracdes que caminharam de estresse celular para sinais de
injtria grave em doses mais altas ou quando administrado por via intravenosa. E

necessario realizar a avaliacdo do metabdlito do myrtenal para elucidacdo do seu
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tempo de meia-vida no organismo e para definicdo do intervalo de administracéo
ideal, pois foi possivel verificar que existe um efeito cumulativo no organismo
gquando administrado durante sete dias subsequentes nas doses acima de 10 umol.
Outra avaliacdo necessaria € a andlise bioquimica das enzimas que indicam lesédo
renal e hepatica, para maior elucidacdo dos danos teciduais, uma vez que, no
exame histopatoldgico, foi possivel observar poucas alteracbes, que, embora

consideradas graves, ocorreram em um pequeno grupo da amostra tratada.

9. CONCLUSOES

Com base no presente trabalho, foi possivel observar que as doses
comumente utilizadas sdo seguras, mesmo quando administradas de forma crénica.
Entretanto, existe a possibilidade de realizar um aumento dessa dose antes que ela
se torne potencialmente fatal, 0 que poderia ocorrer em uma dose intermediariade 20
pumol. Nao foramencontradas lesdes anatomopatoldgicas que indicassem toxicidade
grave em concentracdes abaixo de 50 pmol. Além disso, alteracbes na anélise
hemodinamica foram observadas apenas em ratos que receberam 300 pmol, mas
ndo foram consideradas significativas, sendo possivel observar a recuperacdo
desses animais em um breve periodo de tempo.

Os dados da literatura apontam para uma superexpressdo da enzima V-
ATPase em alguns tipos de células tumorais e que o myrtenal possui a capacidade
de inibi-la, levando a destrui¢éo celular. Essa vulnerabilidade da célula tumoral pode
ser explorada tanto na dose de 10 umol, como também em uma dose intermediaria
de 20 pmol, levando em consideracdo o principio da dose méaxima tolerada,

amplamente utilizado em tratamentos quimioterapicos.
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