Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Gabriela Regina Silva Ferreira

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE UMA
CLINOPTILOLITA DE ORIGEM NATURAL E OUTRA

SINTETICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE EHRLICH

Araraquara

2015



Gabriela Regina Silva Ferreira

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE UMA
CLINOPTILOLITA DE ORIGEM NATURAL E OUTRA

SINTETICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE EHRLICH

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Graduagdo em Farmacia-
Bioquimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista para obtencdo do grau de
Farmacéutica-Bioquimica.

Orientadora: Prof®. Dr?. Iracilda Zeppone Carlos
Co-orientadora: Francine Alessandra Manente

Araraquara

2015



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a minha familia, principalmente meus pais que me
deram suporte durante a faculdade, sempre me apoiaram e me incentivaram nesses
anos. Que me educaram, ensinaram os valores e principios da vida e me
encorajaram a sempre buscar meus sonhos. A minhas irmas, quase maes, nas quais
eu me espelho e foram as responsaveis pela minha persisténcia nos estudos para
entrar na UNESP, e que sinto muita falta no dia-a-dia.

A minha orientadora Iracilda Zeppone Carlos, que me ajudou sempre que
necessario e buscou solucionar todos os problemas encontrados ao longo da minha
iniciacdo cientifica. A Francine Alessandra Manente, minha tutora, que me ensinou
tudo que aprendi durante meu estagio, a quem agradego muito pelo esfor¢o e pela
paciéncia. Ao Professor Alexander Batista Duharte por estar sempre disposto a
ajudar e pelos ensinamentos de técnicas durante minha iniciagdo, e a todos do
Laboratério de Imunologia Clinica que me receberam de bragos abertos, me
ajudaram sempre que necessario e colaboraram para meu desenvolvimento
académico.

A Republica Krakatoa, a familia que me adotou em Araraquara e esteve
presente em todos os momentos desde 0 meu primeiro ano, a todas as krakas que
tive o prazer de morar e mesmo as que nao morei mas fizeram parte dessa historia.
Muito obrigada por todos os momentos que vocés me proporcionaram, por todas as
histérias que vivemos, pelas noites nao dormidas, pelos conselhos confortantes,
pelas risadas, pelo carinho, pelas festas, pelo companheirismo, pelas caronas, e

pela amizade de irma que nunca vai deixar de existir. Eu s6 tenho a agradecer por



terem me acolhido na terra da laranja, e terem feito desses os melhores anos da
minha vida, na qual sempre sentirei muitas saudades.

Ao André Cresto Garcia, que sempre me apoiou, incentivou e principalmente
aguentou meus desesperos € me amparou nos momentos mais dificeis, tentando
sempre buscar solugbes para os problemas que apareciam. Entendeu quando eu
disse que tinha que passar o final de semana escrevendo, mesmo com a saudade
apertando. Parceiro para todas as horas, compartiihando comigo as Vvitorias,
conquistas, alegrias e desafios.

Ao Farra Farma, que alegrou meus dias no campus, tornando-os mais faceis
e divertidos. Agradeco pelos nossos grupos de estudo pré-prova que ajudavam a
entender e absorver muita coisa, principalmente as moléculas de QF; aos encontros
pos-prova (ou pos foto do branco) que serviram para relaxar e descontrair; aos
brindes; aos esquentas; as fotos que nunca conseguiamos tirar; a amizade que
criamos e desde ja aos futuros reencontros que irdo ter. Obrigada por esses quase 5
anos de Araraquara.

E as PIBS do coragdo que mesmo longe sempre estiverem presentes e que
nao importava a distancia, quando nos encontravamos parecia que nunca estivemos

longe.



Lista de llustragoes

Figura 1: Microscopia eletrénica de varredura da clinoptilolita natural em aumento
de 18kx, com escala de 1 ym, sendo possivel observar a auséncia de fibras. ......... 29
Figura 2: Distribuicdo do tamanho de particulas da clinoptilolita quando triturada por
6 horas, em temperatura ambiente, em moinho de bola de agata apresentando
particulas com tamanho mediano de 7 M. .....coooviiiiiiiiiii e 30
Figura 3: Distribuicdo do tamanho de particulas da clinoptilolita quando triturada por
1 hora, em temperatura ambiente, em moinho de bola de alumina apresentando
particulas com tamanho mediano menor que 3,7 PM. ....ccooiiiiiiiiiiiiie e, 31
Figura 4: Difratograma de raio X obtido pelo método do pd, com varredura continua
de 0,02°/s entre 5<26<45° para a zedlita natural. Os padrdes de difracdo de raios X

(DRX) foram medidos com a radiacdo CuKa em um difratbmetro automatico de po.

.................................................................................................................................. 32
Figura 5: Difratograma de raio X calculado para a zedlita natural de acordo com
ficha 87847 da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD). .......... 32

Figura 6: Projecao cristalografica da zedlita natural utilizando as posigdes atébmicas
da ficha 87847 da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD). .....33
Figura 7: Difratograma de raio X calculado para a zedlita natural de acordo com
ficha 66457 da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD). .......... 33
Figura 8: Projecao cristalografica da zedlita natural utilizando as posigdes atdbmicas
da ficha 66457 da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD). .....34
Figura 9: Avaliacdo da citotoxicidade contra células de Ehrlich, apds aderéncia, de
camundongos Swiss portadores do tumor ascitico de Ehrlich, pelo método de MTT.
Foi utilizada diferentes concentragdes da zedlita natural e zedlita comercial (50, 25, 5
e 0,5 mg/mL). A avaliagao foi realizada em ftriplicata e esses resultados apresentam
valores de trés experimentos independentes. Os resultados foram expressos em
percentual (%) através do teste 2way ANOVA pelo programa GraphPad Prism, como
média + desvio padrao. (*p<0,05; **P<0O,071)...cciiiiiiiiiiice e 35
Figura 10: Avaliacdo da citotoxicidade contra macréfagos peritoneais, apos
aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presenca da
zedlita natural e zedlita comercial na concentragdo de 0,5 mg/mL. A avaliacao foi

realizada em duplicata com cinco animais e esses resultados apresentam valores de



experimentos independentes. Os resultados foram expressos em percentual (%)
como Média £ deSVIO PAAIA0. .....ccceeeeeiieeeiiiee e e e e e e e e e e e aeenns 36
Figura 11: Avaliacdo da produgdao de NO (éxido nitrico) a partir de macrofagos
peritoneais, apds aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na
presencga da zedlita natural e zedlita comercial na concentragdo de 0,5 mg/mL, LPS
na concentragdo de 5 ug/mL como controle positivo e o0 meio RPMI como controle
negativo. A avaliagdo foi realizada em duplicata com cinco animais e esses
resultados apresentam valores de experimentos independentes. As concentragdes
de nitrito foram obtidas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentracdes molares conhecidas de NaNO; e os resultados expressos em pumols
de nitrito/5x10° células, como média + desvio PAdr0..........ccveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeerees 37
Figura 12: Avaliagao da inibicao tumoral do Tumor de Ehrlich apds a eutanasia de
camundongos Swiss tratados com zedlita natural e comercial, por gavagem,
50mg/animal/duas vezes ao dia, em um periodo de 15 dias. A analise foi realizada
através da comparagao entre a média dos volumes dos tumores dos animais do
grupo de estudo e a média dos volumes dos tumores dos animais do grupo controle.
Os resultados foram expressos em percentual (%) como média. ................oeeeeee. 38
Figura 13: Quantificacdo de IL-10 liberada no sobrenadante de culturas de
macrofagos peritoneais, apds a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram
cultivadas na presenca da zedlita natural (0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL),
LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle negativo). As concentracbes
de IL-10 foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD OptEIA e
calculadas utilizando uma reta padrao previamente estabelecida com concentragdes
conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita
por intermédio do teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism como média +
(o113 o T 0 Y=o | =T APPSR 39
Figura 14: Quantificacdo de IL-13 liberada no sobrenadante de culturas de
macrofagos peritoneais, apdés a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram
cultivadas na presenca da zedlita natural (0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL),
LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle negativo). As concentragbes
de IL-1B foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD OptEIA e
calculadas utilizando uma reta padrao previamente estabelecida com concentragdes

conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita



por intermédio do teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism, como média +
desvio padrao (*p<0,05; **p<0,01; ***P<0,0071) .ceerrrriiiieeieeeeee e 41
Figura 15: Quantificacdo de TNF-a liberada no sobrenadante de culturas de
macrofagos peritoneais, apds a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram
cultivadas na presenga da zedlita natural (0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL),
LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle negativo). As concentragbes
de TNF-a foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD OptEIA e
calculadas utilizando uma reta padrao previamente estabelecida com concentragdes
conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita
por intermédio do teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism, como média +
(o 1S1SYY o T oY= To | =T PSPPI 42
Figura 16: Peritbneo de animal tratado com zedlita natural apresentando alta

(2= o0 = T4 Vo= Lo 1SRRI 43



Lista de Abreviaturas e Siglas

5-FU
APC
ATB
ICAM-1
IL-10
IL-1R
IL-1ra
IL-1B
iNOS
LPS
MHC
MZ
NK
NO
PEC
PMA
SOD
Th1
TNF-a
W256

ZSM-5

5-Fluorouracil

Célula Apresentadora de Antigeno
Antibidtico

Molécula-1 de Adeséo Intercelular
Interleucina 10

Receptor de Interleucina-1

Receptor Antagonista de Interleucina-1
Interleucina-1p3

Enzima oxido sintase

Lipopolissacarideo de Parede Bacteriana
Complexo Maior de Histocompatibilidade
Zeolita Clinoptilolita Micronizada

Natural Killer

Oxido nitrico

Células do Exsudato Peritoneal
Meristato Acetato de Forbol

Superoxido dismutase

Linfécito T Helper tipo 1

Fator de Necrose Tumoral-a

Tumor de Walker 256

Zeolite Socony Mobil-5



1.

2.

3.

Sumario

INTRODUGAO ......ooueteeeeeeee ettt enene e 8
PR T ©7- T o[ = 8
1.2 Sistema IMUNOIOGICO ......uuuiiiiiiiiiiiiiii e 9
1.3 CHOCINGS ...ttt 11
1.4 Tumorde ENrliCh ...... ... 13
1.5 Terapias Antitumorais AtUAIS .........oooeviiiiiiiie e 13
LG 4o [ - SRS 14

OBJETIVOS DO PROJETO ....ccii ittt eneee e 19
P2 B C =T = | PR PP PPPPPPPRRPPR 19
2.2 ESPECIICOS ...t 19

MATERIAIS E METODOS .......oouiioeeeeeee et 20
3.1 AMOSIIAS ..ottt 20

3.1.1 Caracterizagao da Clinoptilolita ..............cccoooiiiiiiii 20

3.1.2 Determinacao do tamanho de particulas da Clinoptilolita........................ 21
3.2 ANIMAIS oottt 21

3.3 Linhagem celular tumoral utilizada e manuteng¢ao do tumor de Ehrlich in vivo
22

3.4 Isolamento das células tumorais de Ehrlich para testes in vitro.................... 22

3.4.1 Avaliagao da citotoxicidade contra células de Ehrlich pelo método de MTT

23
3.5 Inoculagao das células tumorais ..........cooeuuuiiiiii i 24
K G I €1 ¥ o To T3 [N = (U T Lo 24
3.6.1 Obtengao de Macriofagos Peritoneais ............eevveeeeniuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 25
3.6.2 Avaliacédo da Citotoxicidade contra Macrofagos Peritoneais................... 25

3.6.3 Obtencao de Sobrenadante das Culturas de Macréfagos Peritoneais ....26

3.7 Determinacdo de Oxido Nitrico (NO)........coveeeeeeeeeeeeeeeee e 27



K< I @] 0] (Y gTo= T Jo [0 1T U] g Vo] =T 27

3.9 Avaliagcdo do Crescimento Tumoral ............uoiiiiiiiiieiiice e 28
3.10 Quantificagdo de CitOCINAS .........ceevuuriiiiiee e 28
3.1 Analise EstatistiCa ..o 28
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ocoeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
4.1 Caracterizagao da Clinoptilolita.............ccooeiieiiiiiiiic e, 29
4.1.1 Analise por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)......................... 29
4.1.2 Distribuicdo do tamanho de particulas ............ccccoeeeiiiiiiiiiii 30
4.1.3 Difragao de raio X.....oouuuuiiiieieeeieeeece et e e e e e 31

4.2 Avaliacao da Citotoxicidade contra células de Ehrlich pelo método de MTT34

4.3 Avaliagcao da Citotoxicidade contra Macrofagos Peritoneais........................ 35
4.4 Determinacdo de Oxido Nitrico (NO).........ooueoueoeeeeeeeeeeeeeeeee e, 36

v S 011 o[o7= Lo TN U o Vo] = RPN 38
4.6 Quantificagdo de CIlOCINGS.......cceeiiiiiiiiii e 39
4.6.1 Quantificag@o de IL-10 .......ccooiiiiiiiiie e e 39
4.6.2 Quantificagao de IL-1B ....ccoee e 40
4.6.3 Quantificag8o de TNF-0 ......ccooiiiiiiiie e 41

5. CONCLUSAOD ...t enen, 44

B. REFERENCIAS........oo oottt en e 45



Resumo

O cancer destaca-se pela alta incidéncia e mortalidade. Os tratamentos atualmente
usados sdo agressivos e nao especificos, com isso cresce a busca por novas
drogas. Uma substancia que vem despertando muito interesse sdo as zedlitas,
minerais com caracteristica porosa e estrutura conhecida. Estas possuem ac¢des
como adjuvante de vacinas, imunomoduladores e imunoestimuladores, o que
desperta o interesse em estuda-las no modelo antitumoral. O presente estudo
avaliou o efeito antitumoral e imunomodulador da zedlita natural clinoptilolita e da
zedlita comercial, utilizando um modelo de cancer mamario (Tumor de Ehrlich). Para
tanto a zeodlita natural foi caracterizada (Microscopia Eletrobnica de Varredura e
Difracdo de raio X), realizada avaliagcdo da viabilidade celular (ensaio de MTT),
determinada a producao de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais, quantificagéo
de citocinas (ELISA) e avaliagdo do crescimento tumoral. As zedlitas natural e
comercial apresentaram elevada ativacdo de macrofagos, e nao produziram
quantidades significativas de NO. A zedlita natural apresentou citotoxicidade frente
ao Tumor de Ehrlich em duas concentracdes testadas (5 e 25 mg/ml). Nao houve
liberagdo significativa da citocina IL-10, no entanto os grupos que foram
reestimulados com zedlita natural apresentaram maior liberagdo de IL-13 e TNF-a.
Nos testes in vivo, a zedlita comercial foi a Unica que apresentou inibigado tumoral
frente ao Tumor de Ehrlich, sendo necessarios estudos mais aprofundados para

definir a sua atividade antitumoral nesse tipo celular.

Palavras-chave: cancer; tumor de ehrlich; zedlita; clinoptilolita; citocinas;

antitumoral.



1. INTRODUGAO

1.1 Céncer

O cancer corresponde ao crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e 6rgéos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (metastase), e
conforme vao sendo invadidos estes vao perdendo suas funcdes (INCA, 2015).
Sendo o cancer de mama o segundo tipo mais frequente no mundo e o mais
incidente entre as mulheres (FERLAY et al., 2010).

A progressao do cancer é um processo complexo e de varios passos, onde as
células normais va&o adquirindo progressivamente um fenotipo neoplasico
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Estas células geralmente tém capacidade para
formar novos vasos sanguineos (angiogénese) que as nutrirdo e manterdo as
atividades de crescimento descontrolado (INCA, 2015).

A partir da década de 70, o uso de terapias alternativas para pacientes
oncolégicos se popularizou, um dos motivos foi para minimizar os efeitos adversos
desagradaveis dos tratamentos convencionais (JACONODINO; AMESTOY;
THOFEHRN, 2008). Alopecia, mielotoxicidade, cardiotoxicidade, linfopenia, cistite
hemorragica, fotosensibilidade, hiperqueratose, nauseas, vomitos estdo entre os
efeitos adversos mais comuns nos tratamentos convencionais (ALVAREZ-
HERNANDEZ et al., 2015; GARRIDO et al., 2015).

A utilizagdo ou associacdo das terapias alternativas com outras medidas
terapéuticas veio com o objetivo de minimizar esses efeitos adversos. Assim,

comegou a busca por produtos naturais, visto que a natureza tem sido uma fonte de



produtos medicinais, muitas drogas foram obtidas dessa forma (JACONODINO;
AMESTOY; THOFEHRN, 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Atualmente, os estudos sobre as novas terapias visam conhecer melhor as
vias de sinalizagdo, devido a versatilidade das células cancerosas em adquirir
capacidades funcionais como instabilidade gendémica, habilidade em produzir fatores
de crescimento e reprogramar sua energia metabdlica permitindo sua sobrevivéncia

e proliferacdo (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2015).

1.2 Sistema Imunolégico

Células do sistema imunologico possuem um duplo efeito sobre as células
tumorais, podendo estar envolvidas na angiogénese patoldgica, através da liberagéo
de citocinas pro-inflamatérias, mas também no processo de vigilancia imunolégica
do tumor, eliminando essas células com a expressao de antigenos associados a
tumores (VISSER et al., 2006).

Sabemos que a inflamacdo se da de muitas formas e por diferentes
mecanismos de indugdo, regulamentacdo e resolugdo. Nas ultimas décadas, o
espectro de condi¢des inflamatorias mudou de reagdes inflamatérias agudas a
doencas inflamatdrias crénicas, como diabetes tipo 2, aterosclerose, asma, doencas
neurodegenerativas e cancer. Sendo dificil superestimar o papel dos processos
inflamatdrios na saude humana e doengas (MEDZHITQOV, 2010).

Uma das manifestacdes da resposta do hospedeiro a infeccdo ou lesao é a
inflamagédo aguda que caracteriza-se por uma resposta vascular com recrutamento
de leucécitos, seguido por mondcitos, que se diferenciam em macréfagos localmente

(KARIN; LAWRENCE; NIZET, 2006).
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Macrofagos sao derivados a partir de células-tronco hematopoiéticas na
medula éssea, estes exercem um papel central na fagocitose, interrompendo o
crescimento e a morte intracelular de patégenos (DRIESSCHE et al., 2013; RAWJI,
YONG, 2013). Eles tém muitas fungdes troficas que sdo essenciais para a
manutengcdo dos tecidos e da homeostase (POLLARD, 2009). Dependendo da
natureza e extensdo do problema, os macréfagos do tecido residente podem
recrutar células adicionais (diferentes tipos de mondcitos) para o tecido afetado,
mesmo quando o problema nao esta associado com a infeccao ou lesdo (SCHENK
et al., 2008; MEDZHITOV, 2010).

Existem dois fendtipos de macréfagos, os classicos "M1" que estao
associados com a secregao de varias citocinas pro-inflamatérias, incluindo a
interleucina-1pB (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a); e os alternativos "M2"
que por outro lado, estdo associadas com a secrecao de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10. A maioria das células na medula espinhal lesionada, particularmente
nas fases iniciais da leséo, sdo M1 que promovem inflamagédo (DRIESSCHE et al.,
2013; RAWJI; YONG, 2013). Essa inflamacdo em excesso esta envolvida em
diferentes condigdes patologicas, incluindo doengas autoimunes, doencgas
cardiovasculares e cancer (MONTFORT et al., 2009).

A complexa interagdo entre células cancerigenas e resposta imune do
hospedeiro € de suma importancia na progressdo do cancer de mama. Ou seja,
muitos canceres podem subverter as funcdes das células dentro do microambiente
do tumor para limitar respostas imunes mediadas por células especificas do cancer e

para promover a angiogénese (MADERA et al., 2015).
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A inflamagcdo e o cancer também podem ser considerados processos
interferentes, pois ambos compartilham dois mecanismos patofisiolégicos em

comum: o stress oxidativo e a rede de citocinas (ZARKOVIC et al., 2003).

1.3 Citocinas

Citocinas sdo proteinas regulatérias de baixo peso molecular ou
glicoproteinas que modulam a intensidade e a duragdo da resposta imune através
da estimulacdo ou inibicdo da ativacao, proliferacdo e/ou diferenciagado de células
alvo. Diferentes citocinas sdo conhecidas por terem papel diversificado na iniciagao
e progressao do cancer da mama (HAMIDULLAH; CHANGKIJA; KONWAR, 2012).

A interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria pleiotropica, induz
imunossupressao, supressdo da angiogénese e modulagdo da apoptose, auxilia na
fuga de vigilancia imunolégica do tumor e também pode exercer um efeito
proliferativo ou inibitério sobre as células de tumor da mama. Inibe a sintese de
citocinas de células T/macrofagos e inibe sua capacidade de apresentar antigenos
(HAMIDULLAH; CHANGKIJA; KONWAR, 2012; ABDIN; SOLIMAN; SAIED, 2014).
Isso porque a IL-10 regula negativamente a expressao de superficie de MHC de
classe Il e de varias moléculas co-estimuladoras sobre a APC, tais como CD80/86 e
ICAM-1. Além disso, ela influencia a producao de diversos mediadores soluveis,
incluindo IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF-a, que suportam a ativacao das células T e
diferenciam em Th1 (NAUNDOREF et al., 2009).

Sua producgao, proporcional ao grau de inflamacéo, fornece feedback negativo
contra respostas excessivas. E sua superexpressdo por tumores, pode promover

tolerancia ou rejeicéo (LIU et al., 2012).
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Existem duas formas conhecidas de IL-1, IL-1a e IL-1B, que sdo codificadas
por dois genes distintos (DINARELLO; SAVAGE, 1989; DINARELLO, 1996).

A IL-18 é expressa por muitas células, incluindo macréfagos, células NK,
mondcitos e neutréfilos (HU; MITCHO; RATH, 1988). Segundo Miller (2000), células
de tumor de mama expressam IL-1a, IL-18 e IL-1ra.

Considera-se que a ativagao de IL-1/IL-1R conduz a uma cascata de citocinas
secundarias que contribuem para a angiogénese, proliferagdo e invasao do tumor
(JIN et al., 1997; PANTSCHENKO et al., 2003).

Alguns estudos comprovaram efeitos contraditérios da IL-1B no crescimento
de células de tumor de mama (BURROWS et al., 1991; WU et al., 1994). Verifica-se
que a concentragao do peptideo de IL-13 determina o seu sinal estimulador ou
inibidor que regula o crescimento de tumores estrégeno-dependentes. Diferentes
sinalizagdes celulares podem operar em resposta a diferentes niveis de IL-13
levando a dano genotdxico e apoptose celular ou crescimento celular (ROY;
SARKAR; FELTY, 2006).

TNF-a é uma citocina pré-inflamatdria pleiotropica envolvida na morte celular,
migragao celular e inflamagdo. Esta desempenha um papel central nas respostas
inflamatdrias envolvidas em respostas imunes inatas e especificos (MONTFORT et
al., 2009; REGO; HELMS; DREAU, 2014; WANG et al., 2015).

TNF-a tem a capacidade de induzir a expressao de outras citocinas proé-
inflamatodrias, tais como a interleucina-1 (IL-1) e varias citocinas quimiotaticas
(quimiocinas) (PALLADINO et al., 2003).

Atividades migratorias como direcionamento de leucdcitos para o local do
tumor e processos de migragao para formagao de novos vasos sao controladas por

citocinas inflamatérias e potencializadas pela agcdo do TNF-a. Paralelo a essas
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atividades, esta, também é responsavel pela mobilidade das células tumorais e
formacgao de metastases em 6rgaos remotos (BARUCH, 2012).

IL-1 e TNF estimulam a si mesmas e a producao de umas as outras,
amplificando a resposta inflamatdria, induzem a adeséo de moléculas (SMYTH et al.,
2004), e estdo muitas vezes presentes no meio inflamatério de muitos tumores
(KATANOV et al., 2015).

O TNF-a atua como um importante alvo terapéutico em uma gama de
doencas inflamatoérias crénicas (FELDMANN; MAINI, 2003) e fornecendo um elo
importante entre a inflamagdo e o cancer (KARIN; GRETEN, 2005; KARIN;

LAWRENCE; NIZET, 2006).

1.4 Tumor de Ehrlich

Um modelo que tem sido utilizado em pesquisas € o tumor de Ehrlich, por ser
um tumor de facil manuseio, de proliferacdo rapida e capacidade de invaséao
(AZEVEDO et al.,, 2014). O tumor de Ehrlich € uma linha de células tumorais
transplantavel utilizado para avaliagdes experimentais, € uma neoplasia de origem
epitelial maligna, correspondente ao adenocarcinoma mamario de camundongos,
que possui caracteristicas agressivas. Esse tumor se desenvolve em forma ascitica
ou solida, dependendo do local de inoculagédo (VERCOSA et al., 2007; OSIPOV et

al., 2014; AZEVEDO et al., 2014).

1.5 Terapias Antitumorais Atuais
Dentre as terapias antitumorais convencionais, algumas muito utilizadas

atualmente sao a quimioterapia e radioterapia.
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O Tratamento quimioterapico no cancer de mama é geralmente utilizado apés
realizacdo de algum procedimento cirurgico, quando o tumor esta com uma
dimensao elevada, promovendo a diminuicao desse tumor para permitir uma cirurgia
conservadora, ou ho caso de doencga metastatica.

Essa terapia atua no processo de divisdo celular, matando todas as células
que encontram-se em divisdo. Porém, a terapia afeta também as células normais do
organismo que estdo nessa fase do ciclo celular, ocasionando em diversos efeitos
colaterais como queda de cabelo, aftas (mucosite), vOmitos, diarreia, anemia, baixa
da imunidade (baixa dos glébulos brancos), risco de sangramento (baixa de
plaquetas) entre outros.

A radioterapia faz uso de radiag¢des ionizantes (raio X, gama, elétrons) para
inibir o crescimento de células anormais. Essa terapia é utilizada geralmente apés
cirurgia ou quimioterapia, ou quando ha comprometimento de muitos linfonodos, no
tratamento paliativo.

O efeito mais comum da radioterapia € a queimadura da pele na area
irradiada, também pode ocorrer fadiga, desconforto na axila, raramente dor toracica
ou problemas cardiacos, queda temporaria na produgdo de sangue (anemia, baixa

de globulos brancos e de plaquetas) (ONCOGUIA, 2015).

1.6 Zedlita

Devido a necessidade em desenvolver novas terapias antitumorais, as
zeolitas vém sendo bastante estudadas recentemente por suas diversas atividades
bioldgicas, entre elas, a de apresentar um papel de estimulante do sistema
imunoldgico, agindo como um superantigeno, e ativar fatores de transcricdo que

expressam citocinas pro-inflamatérias (PAVELIC et al., 2001).
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Zeodlitas sdo aluminossilicatos hidratados formados por estruturas cristalinas
tridimensionais de tetraedros de SiO4 e de AlQO,, ligados entre si pelos quatro
vértices de oxigénio. Nessa configuragdo, as cargas negativas dos tetraedros de
AlO, sdo0 compensadas por cations intersticiais (Na*, K*, Ca?* e Ba**) e formam uma
estrutura aberta, com grandes canais, por onde a agua e outras moléculas podem se
alojar e apresentar consideravel liberdade de movimento, permitindo a troca id6nica e
uma hidratacao reversivel (DANA, 1981; SHINZATO, 2007).

A capacidade de adsorgédo das zeolitas depende do seu volume poroso e do
diametro dos poros (dai o nome peneiras moleculares). Isto permite que elas sejam
utilizadas como adsorventes, tanto em processos de purificagdo como em processos
de separacdo. As zedlitas sintéticas, como por exemplo as zedlitas A, X, Y, L, F e
ZSM-5, sao utilizadas como catalisadores devido a sua grande uniformidade na
composicao e elevado teor de pureza (AGUIAR; NOVAES; GUARINO, 2002).

Zedlitas naturais sdo formadas a partir da precipitacdo de fluidos, como em
ocorréncias hidrotermais, ou pela alteracdo de vidros vulcénicos (LUZ, 1995).
Podem ocorrer em amigdalas e fendas de rochas igneas, principalmente em
vulcanicas basicas, e também como constituintes de rochas metamorficas de baixo
grau e sedimentares (HAY; SHEPPARD, 2001).

As zedlitas tém inumeras atividades como imuno-estimuladora, adjuvante de
vacinas, antihiperglicemiante, antidiarreico, adsorventes, absorventes, catalisadores,
principios ativos cosméticos e farmacéuticos, corretivos de solo (PAVELIC et al.,
2001; JUNG et al., 2010; ZITO et al., 2012; JURKIC et al., 2013). Também pode ser
utilizada para hemodialises, cartuchos em hemoperfusdo, cicatrizacdes, incisdes

cirurgicas, detoxificantes e descontaminantes quando adicionadas em dietas animais
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para reduzir metais pesados, poluentes organicos, radionuclideos e antibiéticos
(JURKIC et al., 2013).

Uma vez que no Brasil as jazidas de zedlitas naturais ainda ndo vém sendo
exploradas, este tipo de material ndo se encontra disponivel no mercado nacional.

As principais zedlitas exploradas no mundo sdo a clinoptilolita, cabazita,
mordenita e phillipsita (REZENDE, 2002), sendo, provavelmente, a clinoptilolita a
mais abundante de todas as espécies de zedlitas (MING; DIXON, 1987; SHINZATO,
2007). A Clinoptilolita € uma substancia inerte, porém algumas zedlitas podem ser
muito perigosas para a saude humana como a erionite, um tipo fibroso de zedlita
natural, que causa um alto incidente de mesoteliomas e fibroses em humanos e
animais experimentais (JURKIC et al., 2013).

A clinoptilolita altera a composi¢ao dos ions, porém nao € a causa principal de
morte celular. O seu efeito, em parte, € devido a adsorgéo de fatores de crescimento
do soro no meio. Propriedades em influenciar as vias de sinalizagdo e induzir a
imunidade podem explicar os seus efeitos na cicatrizagdo (KATIC et al., 2006).

Em estudos recentes sobre cancer colorretal foi utilizada a terapia com 5-
Fluorouracil (5-FU), um dos agentes quimioterapicos mais efetivos em céancer
colorretal, de estomago, mama, cabega e pescogo. Porém, essa terapia tem alguns
pontos negativos como multiplos efeitos adversos téxicos, variavel absorgao
gastrointestinal e rapida degradacédo, o que impede sua administragao via oral. A
zedlita por ser um promissor carregador via oral foi utilizada no presente estudo.
Dois tipos de zedlitas com diferentes perfis de liberacdo e tamanhos de particulas
foram utilizadas promovendo a encapsulacado do 5-FU. Essa combinagao possibilitou

a administragdo desse agente quimioterapico via oral e contribuiu para um aumento
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significativo da biodisponibilidade da droga e consequentemente da sua eficiéncia
(VILACA et al., 2013; SPANAKIS et al., 2014).

Experimentos realizados por ZARKOVIC e colaboradores (2003) em varias
culturas de células tumorais mostrou que a MZ (zedlita clinoptilolita micronizada)
reduziu a taxa metabdlica das células tumorais e aumentou a ligacdo de HNE com a
albumina in vitro, o que atenuou seus efeitos citotéxicos. Um reduzido nivel de
peroxidagao lipidica através do aumento de SOD (superoxido dismutase) no figado,
possivelmente resultou no seu potencial antioxidante. E mostrou que a MZ pode ter
um efeito antioxidante e antitumoral ao mesmo tempo, visto que células tumorais e
normais respondem diferente a esse efeito. No carcinoma W256 tratado com
Doxorrubicina, pdde-se observar um efeito antioxidante no estroma, mas n&o nas
células tumorais. Notou-se também um aumento dos efeitos antimetastaticos da
Doxorrubicina mostrando que a MZ pode ser utilizada como suplemento alimentar
durante a quimioterapia do cancer.

Para confirmar o efeito imunomodulatério da MZ, PAVELIC e seus
colaboradores (2002) examinaram o processo apos a administragdo de MZ via
intraperitoneal. Observou que o efeito de MZ era dose dependente, doses maiores
que 3 mg/camundongo eram toxicas, entretanto, doses menores apresentaram
efeito pro-inflamatério. Notou-se que a deplecdo de NO pelos macréfagos
peritoneais acumulados no peritdneo pode ter um aumento significante de geragao
de superdxido e nesse caso pode intensificar o efeito de MZ.

Clinoptilolita mostrou também um potencial na terapia antiviral tanto para
aplicagdes locais na pele contra infecgdes de herpes virus quanto no tratamento oral

de adenovirus ou infecgdes por enterovirus. Esse efeito € baseado na adsorcao de
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particulas virais em cavidades externas da superficie da clinoptilolita (JURKIC et al.,
2013).

As zedlitas, por possuirem um papel de estimuladoras do sistema
imunoldgico, podem agir diminuindo/interrompendo o crescimento tumoral com a
ativacdo de macréfagos e expressao de citocinas no microambiente tumoral. Para
isso, este trabalho foi baseado no tratamento de camundongos inoculados com
Tumor de Ehrlich com os compostos estudados (zedlita natural e comercial) com o

objetivo de avaliar a sua atividade antitumoral e imunomoduladora.
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2. OBJETIVOS DO PROJETO

21 Geral
Avaliar o efeito antitumoral e imunomodulador de uma zedlita natural

(clinoptilolita) e outra comercial.

2.2 Especificos
I.  Caracterizar e padronizar uma suspensao a base de zeolita natural.
[I.  Avaliar a toxicidade in vitro das zedlitas natural e comercial em
macrofagos peritoneais € no Tumor de Ehrlich.
[ll. Determinar o efeito da zedlita natural na ativacdo de macrofagos
peritoneais em comparagdo com uma zeolita comercial.
IV. Determinar o efeito antitumoral in vivo das zedlitas natural e comercial

no modelo de tumor de Ehrlich transplantados em camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

No referido projeto foram utilizados dois tipos de zedlita (natural e comercial)
administradas via oral por gavagem.

A zeodlita natural (clinoptilolita) foi coletada da jazida mineral de San Andrés,
localizada na cidade de Holguin da regido oriental de Cuba, a qual foi gentiimente
cedida pelo professor Dr. Alexander Batista Duharte, do Centro de Toxicologia y
Biomedicina, da Universidad de Ciencias Médicas de Santiago de Cuba, Cuba.

A zedlita comercial utilizada foi a CBV-100 de Sddio, que foi cedida pelo
professor Doutor Leandro Martins, do Grupo de Pesquisa em Catalise, do Instituto

de Quimica da Universidade Estadual Paulista, Campus Araraquara.

3.1.1 Caracterizagcao da Clinoptilolita

A caracterizacao foi realizada em colaboragao com o Instituto de Quimica de
Araraquara, em que foram realizados os testes de difracdo de raio X e microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

Na MEYV foi possivel analisar as caracteristicas do p6 de clinoptilolita em um
aumento de 18kx, com escala de 1 pm.

Os dados de difracao de raios X foram coletados com varredura continua de
0,02°/s entre 5<208<45°. Os padrdes de difracdo de raios X (DRX) foram medidos
com a radiagdo CuKa em um difratdmetro automatico de po.

As fases presentes nas amostras foram identificadas fazendo uso do software
POWDERCELL 2.3 e base de dados Inorganic Centre StructureDatabase (ICSD).

Foram identificadas varias fases possiveis, mas algumas foram descartadas.
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3.1.2 Determinacgao do tamanho de particulas da Clinoptilolita

Devido ao elevado tamanho das particulas, a zedlita foi submetida a
processos como de trituracdo em moinho de bolas de agata e de alumina e
sedimentacao em coluna, para separagao do sobrenadante, seguido de evaporagao
para ficar com particulas de tamanho inferior a 10 pm.

Para determinar o tamanho de particulas, os testes foram realizados no
laboratério de ceramica, do Departamento de Engenharia de Materiais, da UFSCar.

Para a determinagédo do tamanho de particulas é necessario ter a densidade
do material, que foi realizado através de um picnémetro de gas hélio (AccuPyc 1330,
Micromeritics (USA)).

A analise de distribuicdo do tamanho de particulas foi realizada no
equipamento Sedigraph 5000ET (Micromeritics, USA), utilizando 2 g do material,

mais 20 g de agua e 5 gotas de um defloculante (no caso, poli-acrilato de aménio).

3.2 Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongo da linhagem Swiss, pesando entre
25-30g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
UNESP — Cémpus de Araraquara. Estes animais foram mantidos em gaiolas em
grupos de trés, com condig¢des estaveis de ambiente (23 £ 2°C, 56 + 2% de umidade
relativa do ar) e ciclos de 12 horas com e sem luz. Os animais receberam agua e
ragao (Purina) esterilizadas, ad libitum.

Estes foram sacrificados em camara de CO,. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas (Parecer CEUA/FCF/CAr. 17/2013).
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3.3 Linhagem celular tumoral utilizada e manuteng¢ao do tumor de Ehrlich in
Vivo

A manutencao das células tumorais no laboratério se deu na forma ascitica in
vivo através de repiques semanais. Foi realizada a eutanasia do camundongo com
tumor ascitico, em camara de CO,, em seguida faz-se a punc¢ao do fluido ascitico
com uma seringa de insulina de 1,0 mL e agulha de diametro 0,7 x 25 mm com o
bisel voltado para baixo. Observa se ha formagao de bolhas na seringa e remocgao
das mesmas. Em seguida, com o bisel da agulha voltado para cima, é feita a
inoculagdo intraperitonealmente de 10’ células tumorais em um volume de 0,2 mL
em camundongos receptores a cada sete dias, segundo metodologia descrita na
literatura (FECCHIO et al., 1990, MIRANDA-VILELA et al., 2011).

Os repiques devem ser realizados semanalmente devido a viabilidade das
células tumorais, apds esse periodo o camundongo fica muito debilitado; estes

sobrevivem em média duas semanas apos o repique.

3.4 Isolamento das células tumorais de Ehrlich para testes in vitro

Apo6s 5 dias de evolugcdo do tumor, periodo no qual ainda nado ha influxo
significativo de células inflamatérias (FECCHIO et al., 1990), houve a eutanasia dos
camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma ascitica em camara de CO;
e estes tiveram o fluido ascitico retirado assepticamente em fluxo laminar Classe
100 (Veco, Ind. Bras.).

Destes animais foram retirados 2 mL do liquido ascitico contendo as células
de tumor de Ehrlich da cavidade intraperitoneal, e mantidos em tubo Falcon em
banho de gelo. Adicionou-se 9,0 mL de NH4Cl e homogenizou para lisar as

hemacias. Centrifugou por 5 minutos a 300G. O sobrenadante foi desprezado e
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adicionado 9,0 mL de solugdo salina tamponada de fosfatos (PBS) para lavar as
células, homogenizou e centrifugou novamente o tubo (repete-se duas vezes essa
lavagem). Apds a lavagem com PBS, o sobrenadante foi desprezado e adicionado
1,0 mL de meio NCTC completo (meio NCTC, soro fetal bovino e ATB),
homogeneizando apds a adi¢cdo. Retirou-se 10 pL do tubo para ajustar a
concentracao de células com diluicdes em Azul de Trypan e foi feita a contagem em
Camara de Neubauer. Adicionou a quantidade necessaria de meio NCTC para obter
a concentragao de células necessaria. Homogeneizou e pipetou-se 200 ul em cada

poco da placa de 96 pocos, incubou em estufa por 24h.

3.4.1 Avaliagao da citotoxicidade contra células de Ehrlich pelo método de

MTT

Para a determinacdo da viabilidade celular, foi empregada a técnica
colorimétrica utilizando uma solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) de acordo com Mossman (1983). O MTT, quando incubado
com células vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais,
transformando-se de um composto amarelo em um composto azul escuro
(formazan). A producdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia
respiratoria.

Apods plaquear as células tumorais de Ehlich, as amostras de clinoptilolita e
zedlita comercial foram preparadas em concentragdes de 50, 25, 5 e 0,5 mg/mL, e
mantidas em mesa agitadora por 24h.

Apoés incubacgao de 24h das células, o sobrenadante da placa foi desprezado
e as amostras adicionadas nas diversas concentracdes, pipetando um volume de

200 ul em cada pogo; e outra parte da placa foi pipetada apenas com meio de
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cultura para utilizar como controle negativo. Todas as amostras foram feitas em
triplicata. A placa foi incubada em estufa por mais 24h.

Em seguida, a solugado de MTT foi preparada no escuro, pois esse composto
sofre oxidagdo em contato com a luz. Foi obtida pela adi¢gdo de 10,0 mg de MTT e
2,0 mL de PBS, homogeneizando até total dissolugdo. Adicionou-se 8,0 mL de meio
NCTC incompleto e homogeneizou-se. Pipetou-se 100 ul da solugdo de MTT, no
escuro, em cada poco da placa e incubou durante 3h. Para revelar a reacéo, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 pl de alcool isopropilico em cada
poco da placa. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm com filtro de

referéncia de 620 nm, com agitagao por dois minutos.

3.5 Inoculagao das células tumorais
Apos assepsia local com alcool 70%, foram inoculados subcutaneamente 0,2
mL da suspensdo tumoral ajustada na concentracéo de 10’ células tumorais/mL em

meio NCTC completo.

3.6 Grupos de Estudo

Os animais foram distribuidos em grupos, com trés animais em cada, e
receberam o tratamento durante 15 dias:
Grupo I: controle tumoral — foram inoculadas as células tumorais no camundongo e
realizou-se a administracao de PBS por gavagem duas vezes ao dia.
Grupo lI: foram inoculadas as células tumorais no camundongo e realizou-se a
administracao da zedlita natural por gavagem 50 mg/animal/duas vezes ao dia, cada

animal pesando 25-30g (PAVELIC et al., 2002).
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Grupo llI: foram inoculadas as células tumorais no camundongo e realizou-se a
administragcao da zedlita comercial por gavagem 50 mg/animal/duas vezes ao dia,
cada animal pesando 25-30g (PAVELIC et al., 2002).

Observagao: Os animais receberam o tratamento duas vezes ao dia (manha e
tarde), devido ao elevado volume a ser administrado para solubilizar esse mineral. E

foi administrado um volume de 500 uL por dia por animal.

3.6.1 Obtencao de Macrofagos Peritoneais

Os animais inoculados com células tumorais, tratados ou n&o, foram
inoculados (por via intraperitonial) com 3,0 mL de tioglicolato de sédio a 3% (Difco
Lab. LTDA) trés dias antes de serem eutanasiados em cédmara de CO,. Dentro de
um fluxo laminar, apds a antissepsia do abdémen do animal com alcool 70%, o
peritbneo dos camundongos foi exposto e foi inoculado 5,0 mL de PBS estéril, pH
7,4; gelado, na cavidade abdominal, aplicando-se leve massagem para estimular a
liberagdo das células peritoneais. As células do exsudato peritoneal (PEC) foram
retiradas com a mesma seringa e mantidas em banho de gelo em tubo Falcon. Os
tubos foram centrifugados por 5 min a 300G, lavados com PBS e centrifugados
novamente. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1,0 mL de meio RPMI
completo em cada tubo. Foram retirados 10 pL de cada tubo e realizado a diluicao
com Azul de Lazaro, as células contadas em Camara de Neubauer e ajustadas a

uma concentracédo de 5x10° células/mL em meio de cultura.

3.6.2 Avaliacao da Citotoxicidade contra Macréfagos Peritoneais
A partir dos macrofagos peritoneais obtidos, foi realizado o plaqueamento de

100 pl de célula + 100 pl de meio RPMI completo (meio RPMI, 23-mercaptoetanol
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(Sigma) a 2x10-5M, penicilina 100U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma),
L-glutamina 2 mM (Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cultilab)) em cada pogo da
placa de 96 pogos. Incubou-se em estufa durante 1h para adesao das células.

Apds a incubagao, as culturas foram tratadas com amostras de zedlita
natural e zedlita comercial (0,5 mg/mL), LPS (controle positivo) (5 ug/mL), e meio de
cultura (controle negativo). Foram adicionados 100 pl de amostra (zedlitas, LPS e
meio de cultura) + 100 pl de meio de cultura em cada pogo da placa. As culturas
foram incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% CO..

Foram adicionados a placa 100 ul de solugao de MTT, preparada de acordo
com o item 3.4.1, e incubados por 3h.

Apos o periodo de incubacéao foi adicionado 100 pyL de alcool isopropilico
para revelagao e realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 540 nm com filtro de

620 nm e agitacao por dois minutos.

3.6.3 Obtencgao de Sobrenadante das Culturas de Macréfagos Peritoneais

A partir dos macrofagos peritoneais obtidos em 3.6.1, foi realizado o
plagueamento, em placa de 48 pocos, de 300 uL de célula + 300 yL de meio RPMI
completo em cada poc¢o da placa. Incubou-se em estufa durante 1h para adeséo das
células, assim como no item anterior.

Apos a incubacao em estufa por 1h, as culturas foram tratadas com amostras
de zedlita natural, zedlita comercial (0,5 mg/mL), LPS (controle positivo) (5 pg/mL) e
meio de cultura (controle negativo). Foram adicionados 300 yl de amostra (zedlitas,
LPS e meio de cultura) + 300 ul de meio de cultura em cada pogo da placa. As

culturas foram incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% CO..
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Essas culturas foram transferidas para Eppendorfs e centrifugadas a 1400 G
por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi retirado (tomando cuidado para nao
encostar no pellet formado no fundo do Eppendorf) e divido em outros dois
Eppendorfs, que posteriormente foram utilizados para quantificar as citocinas IL-10,

IL-1B e TNF-a.

3.7 Determinacgio de Oxido Nitrico (NO)

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo de nitrito no
sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais através da reagao de diazotagao
com o reagente de Griess, conforme descrito por Green e colaboradores (1982).
Apos as células do exsudato peritoneal serem plaqueadas, tratadas com as
amostras e colocadas para incubar por 24 horas, segundo o item 3.6.2, aliquotas de
50 pL do sobrenadante da cultura destas células foram transferidas para outra placa
de cultura de células estéril contendo 96 pocos de fundo plano (Corning, Inc.) e
acrescentou-se 50 pL da solucdo de Griess. Apos 10 min de incubagao a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 540 nm sem agitacdo. As concentragdes de NO liberadas nos
sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de uma curva padrao
previamente estabelecida com concentragcées molares de nitrito de sddio conhecidas

e os valores foram expressos em umols de nitrito/mL.

3.8 Obtencao dos Tumores
O peso dos camundongos e o tamanho dos tumores foram acompanhados e
medidos por 15 dias, durante o tratamento, e entdo, os animais foram sacrificados

em camara de CO,. Os tumores foram retirados com auxilio de material cirurgico.
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3.9 Avaliagao do Crescimento Tumoral

Foram medidos os didmetros maior e menor dos tumores retirados, utilizando
paquimetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper. Os tumores também foram pesados
com auxilio de uma balanga nao analitica (Boeco).

O volume do tumor e o valor da inibicdo tumoral foram calculados pelas
férmulas (ZHOU et al.,1995):

Volume = 0,5 x diametro maior x (diametro menor)?
Inibicdo tumoral = (1 — V4/V2) x 100

V1 = Média dos volumes dos tumores tratados com as substancias estudadas

V, = Média dos volumes dos tumores tratados com PBS (controle)

3.10 Quantificacao de Citocinas
As citocinas IL-10, IL-1B e TNF-a foram quantificadas nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos peritoneais por meio do teste ELISA, utilizando o BD

OptEIA Kit (BD Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.11 Anadlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Prism 6.0 aplicando-se analise de variédncia (ANOVA) com
determinacao do nivel de significancia para p<0,05, e através de comparagdes
multiplas pelo teste de Tukey. Todos os experimentos foram realizados usando trés

animais e cada determinacgao foi executada em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao da Clinoptilolita

4.1.1 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Observando a imagem abaixo (Figura 1) capturada através da MEV, realizada
antes da trituracao para ajuste do tamanho de particulas, podemos analisar o p6 e
suas caracteristicas.

A principal caracteristica que deve ser analisada € a presenga de fibras
devido a contaminagdo com outros tipos de zedlitas e minerais como erionita e
asbestos com propriedades carcinogénicas (PAVELIC et al., 2001; CARBONE;
YANG, 2012). Portanto, realizando a MEV com a clinoptilolita do atual estudo, é

possivel perceber que nao ha presenca de fibras, sendo potencialmente indcua.

Figura 1: Microscopia eletronica de varredura da clinoptilolita natural em aumento de 18kx, com

escala de 1 um, sendo possivel observar a auséncia de fibras.
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4.1.2 Distribuicdo do tamanho de particulas

A escolha do tamanho de particulas foi em observagdo a varios artigos
publicados em que o tamanho ideal varia de 1,5 a 3 ym (PAVELIC et al., 2001;
KATIC et al., 2006; KIM et al., 2013).

Para a determinagdo do tamanho de particulas foi necessario determinar a
densidade da clinoptilolita, que foi de 2,2064 g/cm3.

Para a clinoptilolita chegar ao tamanho de particulas desejado, primeiramente
a amostra foi triturada em um moinho de bola de agata por 6 horas em temperatura
ambiente, em que a moagem nao foi tdo eficiente como pode ser observado na
Figura 2, onde o tamanho mediano das particulas foi de 7 ym, com todas as
particulas abaixo de 40 um. Ja em um segundo momento a amostra foi triturada em
um moinho de bolas de alumina por 1 hora em temperatura ambiente, apresentando
50% das particulas menores que 3,7 ym, chegando ao tamanho desejavel (Figura

3).
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Figura 2: Distribuicdo do tamanho de particulas da clinoptilolita quando triturada por 6 horas, em
temperatura ambiente, em moinho de bola de agata apresentando particulas com tamanho mediano

de 7 um.
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Figura 3: Distribuicdo do tamanho de particulas da clinoptilolita quando triturada por 1 hora, em
temperatura ambiente, em moinho de bola de alumina apresentando particulas com tamanho

mediano menor que 3,7 uym.

4.1.3 Difracao de raio X

O teste de difracédo de raio x foi realizado para determinar a possivel estrutura
da clinoptilolita natural. Apds a realizacdo da analise, foi utilizada uma base de
dados (Inorganic Centre Structure Database (ICSD)) para realizar comparagdes com
as estruturas de clinoptilolita ja descritas, e assim, determinar a estrutura da
clinoptilolita de estudo e a sua projecgao cristalografica.

Abaixo esta o difratograma da amostra (Figura 4) e através da sobreposigéo
de difratogramas de fichas coletadas da base de dados foi possivel encontrar
aquelas que mais se aproximaram com a clinoptilolita do estudo, que estao
apresentadas nas Figuras 5 e 7, e sugerir uma provavel projecédo cristalografica
(Figuras 6 e 8) de acordo com as posicdes atdbmicas da ficha escolhida.

Definida a estrutura da clinoptilolita, foi possivel escolher uma zedlita sintética

com estrutura proxima a natural para dar continuidade aos testes e ter um parametro
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de comparagao. A escolhida foi a zedlita Y CBV100 (Zeolyst) com o cation sédio na

estrutura.
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Figura 4: Difratograma de raio X obtido pelo método do p6, com varredura continua de 0,02°/s entre
5<20<45° para a zedlita natural. Os padrdes de difragdo de raios X (DRX) foram medidos com a

radiacdo CuKa em um difratbmetro automatico de po.
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Figura 5: Difratograma de raio X calculado para a zedlita natural de acordo com ficha 87847 da base

de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD).
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Figura 6: Projecéo cristalografica da zedlita natural utilizando as posigdes atdbmicas da ficha 87847

da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD).
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Figura 7: Difratograma de raio X calculado para a zedlita natural de acordo com ficha 66457 da base

de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD).
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Figura 8: Projecao cristalografica da zedlita natural utilizando as posi¢cdes atdmicas da ficha 66457

da base de dados Inorganic Centre Structure Database (ICSD).

4.2 Avaliacao da Citotoxicidade contra células de Ehrlich pelo método de

MTT

Analisando a viabilidade celular frente as células do tumor de Ehrlich, ndo
foram observadas diferengas significativas no teste de MTT entre a zedlita natural e
a zedlita comercial nas concentracdes testadas, porém observou-se diferenca
significativa da zedlita natural em relagdo ao controle negativo nas concentragcdes de
25 mg/mL e 5 mg/mL.

Assim como PAVELIC (2001), cujo efeito da zedlita natural (MZ) na
concentracdo de 50 mg/mL mostrou inibicdo significante em células MCF-7, no
estudo foi utilizado o mesmo tipo de zedlita natural (clinoptilolita) com tamanho

meédio de 2,9 pym.
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Figura 9: Avaliacdo da citotoxicidade contra células de Ehrlich, apds aderéncia, de camundongos
Swiss portadores do tumor ascitico de Ehrlich, pelo método de MTT. Foi utilizada diferentes
concentragdes da zeodlita natural e zedlita comercial (50, 25, 5 e 0,5 mg/mL). A avaliagdo foi realizada
em ftriplicata e esses resultados apresentam valores de trés experimentos independentes. Os
resultados foram expressos em percentual (%) através do teste 2way ANOVA pelo programa

GraphPad Prism, como média * desvio padrao. (*p<0,05; **p<0,01).

4.3 Avaliacao da Citotoxicidade contra Macréfagos Peritoneais

Nos ensaios de viabilidade para macrofagos foram testadas diversas
concentracbes e foi adotada a concentracdo de 0,5 mg/mL para obtengao de
sobrenadante de cultura de macrofagos peritoneais, pois através de testes
anteriores com diferentes concentragdes de zedlitas, esta foi a maior concentragao
que nao foi citotdxica para o macrofago.

Os macrofagos sdo uma das primeiras células a serem ativadas na resposta
imunologica e liberam mais de cem compostos ao meio extracelular, entre eles
podemos observar os reativos intermediarios de nitrogénio (NO) (LOPES et al,,

2003).
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Nas amostras testadas na concentragcao de 0,5 mg/mL, a viabilidade celular
observada foi proxima de 100%, mostrando que as amostras ndo foram citotoxicas

em macrofagos peritoneais nas concentragdes testadas.
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Figura 10: Avaliacdo da citotoxicidade contra macréfagos peritoneais, apdés aderéncia, de
camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presenca da zedlita natural e zedlita comercial
na concentracdo de 0,5 mg/mL. A avaliagdo foi realizada em duplicata com cinco animais e esses
resultados apresentam valores de experimentos independentes. Os resultados foram expressos em

percentual (%) como média * desvio padréo.

4.4 Determinacao de Oxido Nitrico (NO)

O NO é identificado como uma molécula multifuncional, sendo a regulagéo do
sistema imune uma de suas fungbes. O aumento na produgdo de NO pelos
macréfagos pode alterar o equilibrio entre os mecanismos de defesa do hospedeiro
e a viruléncia do patdgeno, diminuindo a suscetibilidade as infec¢des (LOPES et al.,
2003).

O NO é produzido através da ativagdo da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS),

e esse composto possui uma dupla atividade. Ao mesmo tempo em que protege
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contra bactérias intracelulares, parasitas e algumas infecgdes virais, ele pode
promover a angiogénese e metastase (BOGDAN, 1998). Segundo GALLI (2003),
iINOS tem sido encontrada em tumores solidos; porém NO também possui uma
atividade antitumoral inibindo a proliferagcdo, promovendo diferenciagcdo e reduzindo
a propagacgao metastatica de alguns tipos de células tumorais.

Nao foi observada producgéo significativa de NO em macréfagos peritoneais

na concentracao testada (0,5 mg/mL).

100-
s

= 80 T
@)

<  60-

(¢b]

©

S 40-

On

-

S 20-

-

o

0-#

Zeolita Zeolita LPS RPMI
Natural Comercial

Figura 11: Avaliagdo da producdo de NO (6xido nitrico) a partir de macréfagos peritoneais, apés
aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presenca da zedlita natural e
zedlita comercial na concentracdo de 0,5 mg/mL, LPS na concentragdo de 5 yg/mL como controle
positivo e o meio RPMI como controle negativo. A avaliagcao foi realizada em duplicata com cinco
animais e esses resultados apresentam valores de experimentos independentes. As concentragdes
de nitrito foram obtidas através de uma reta padrao previamente estabelecida com concentragbes
molares conhecidas de NaNO, e os resultados expressos em pmols de nitrito/5x10° células, como

média + desvio padrao.
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4.5 Inibigao Tumoral

Observou-se que apenas a zeolita comercial apresentou inibicdo tumoral
frente ao tumor de Ehrlich. Porém nem todos os tumores apresentaram o mesmo
tamanho no inicio do tratamento, essas diferencas acarretaram em diferentes
tamanhos apds o tratamento ocasionando possivelmente uma maior ou menor
inibicao de um grupo.

Sendo assim, esse resultado deve ser interpretado com muito cuidado, devido
a dificuldade em padronizar o tamanho dos tumores antes do inicio do tratamento.
Outros estudos devem ser feitos no futuro para confirmar estes resultados,
principalmente porque os resultados do efeito antitumoral in vitro mostraram o

contrario, ou seja, um maior efeito antitumoral da zedlita natural.
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Figura 12: Avaliagdo da inibicdo tumoral do Tumor de Ehrlich apds a eutanasia de camundongos
Swiss tratados com zedlita natural e comercial, por gavagem, 50mg/animal/duas vezes ao dia, em um
periodo de 15 dias. A analise foi realizada através da comparagéo entre a média dos volumes dos
tumores dos animais do grupo de estudo e a média dos volumes dos tumores dos animais do grupo

controle. Os resultados foram expressos em percentual (%) como média.
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4.6 Quantificagao de Citocinas

4.6.1 Quantificagao de IL-10

Com a quantificacdo da IL-10 pode-se observar que ndo houve diferencga
significativa na liberagdo da mesma entre os grupos.

Essa citocina também apresentou baixa liberagdo na presencga de todos os
compostos nos diferentes tratamentos dos grupos.

Segundo ABDIN (2014), apesar da complexidade na atividade da IL-10, &
observada a correlagdo negativa entre a progressao tumoral e seus niveis em
tecidos tumorais, indicando no seu estudo que o aumento de IL-10 pelo propranolol
€ um dos mecanismos de melhoria na progressdo do cancer de mama. E os efeitos
favoraveis da IL-10 contra o céancer incluem supressdo da angiogénese -
diretamente sobre as células tumorais ou indiretamente aumentando a imunidade

antitumoral com a infiltracdo de células imunes - e modulagdo da apoptose (ABDIN

et al., 2014).
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Figura 13: Quantificacédo de IL-10 liberada no sobrenadante de culturas de macréfagos peritoneais,
apos a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presenca da zedlita natural
(0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL), LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle

negativo). As concentragdes de IL-10 foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD
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OptEIA e calculadas utilizando uma reta padrao previamente estabelecida com concentracbes
conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita por intermédio do

teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism como média + desvio padrao.

4.6.2 Quantificacao de IL-1B

IL-18 € uma das formas moleculares de IL-1, produzida por praticamente
todos os tipos celulares nucleados, principalmente mondcitos, macrofagos e células
dendriticas, e esta entre os mais importantes marcadores de indugdo da resposta

inflamatoria (COSTA et al., 2008).

De acordo com ROY (2006), alguns estudos tém mostrado efeito estimulador
da IL-1B no crescimento de células tumorais, enquanto outros mostraram uma

atividade inibidora.

Assim como na quantificacdo da IL-10, pode-se observar que nao houve
diferencga significativa na liberacdo de IL-1B entre os grupos. Porém é possivel notar
diferengas significativas na reestimulacdo dos compostos dentre de um mesmo

grupo de tratamento.

O composto de zedlita natural, quando reestimulado, apresentou maior
liberagdo de IL-13 comparado com os outros compostos em todos os grupos de
tratamento. As duas zedlitas, tanto a natural como a comercial, apresentaram maior

liberagdo que o composto de controle positivo (LPS).
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Figura 14: Quantificagdo de IL-1pB liberada no sobrenadante de culturas de macréfagos peritoneais,
apos a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presencga da zedlita natural
(0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL), LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle
negativo). As concentragdes de IL-1p foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD
OptEIA e calculadas utilizando uma reta padrao previamente estabelecida com concentragées
conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita por intermédio do
teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism, como média + desvio padrao (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)

4.6.3 Quantificagao de TNF-a

Também ¢é possivel observar que nao houve diferenca significativa na
liberacdo de TNF-a entre os grupos, assim como as outras citocinas.

Na quantificacdo dessa citocina, podemos observar que o composto de
zeolita natural, quando reestimulado, em todos os grupos de tratamento, apresentou
maior média de liberacdo em relacdo aos outros compostos, apesar da analise
estatistica ndo constar significancia.

Muitas células cancerosas secretam constitutivamente quantidades
picogramas de TNF e isso parece estimular o crescimento do tumor (BALKWILL,

2009).
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Segundo KATANOV (2015), TNF-a e IL-1B8 foram minimamente expressas por
células epiteliais de mama normais, mas altamente expressas em bidpsias de
células tumorais da maioria dos pacientes com cancer da mama. Em tais individuos,
a expressao elevada dessas citocinas foi significativamente correlacionada com

recaidas e doenca avancada.
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Figura 15: Quantificagdo de TNF-a liberada no sobrenadante de culturas de macréfagos peritoneais,
apos a aderéncia, de camundongos Swiss. As células foram cultivadas na presencga da zedlita natural
(0,5 mg/mL), zedlita comercial (0,5 mg/mL), LPS e apenas com meio de cultura RPMI-C (controle
negativo). As concentragcdes de TNF-a foram determinadas através de teste ELISA com o kit BD
OptEIA e calculadas utilizando uma reta padrdao previamente estabelecida com concentragbes
conhecidas. Os resultados foram expressos em pg/mL, a analise estatistica foi feita por intermédio do

teste 2way ANOVA do programa GraphPad Prism, como média £ desvio padrédo

Com esse trabalho foi possivel observar que a zedlita natural apresentou
toxicidade in vitro, contra as células tumorais — observada em duas concentracdes
do teste MTT — mas nao foi observada toxicidade em células normais (macréfagos
peritoneais). Porém, no estudo in vivo aconteceu o contrario, visto que apds a
eutanasia dos animais tratados com a zeolita natural, estes apresentaram o
peritbneo altamente vascularizado e com pontos hemorragicos (Figura 16). Essa

atividade pode ser correlacionada com uma possivel angiogénese, atribuida a
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atividades migratoérias estimuladas por citocinas inflamatérias e potencializadas pelo
TNF-a, que apresentou maior liberagdo quando reestimuladas com zedlita natural no
teste ELISA.

A possivel angiogénese observada nos animais tratados com a zedélita natural
pode ter proporcionado uma alta vascularizagdo que ocasionou em um aumento da
nutricdo ao tumor estimulando o crescimento tumoral (valores negativos de inibicao
tumoral). Este efeito poderia ser explicado pelas doses utilizadas de zedlita natural,

o qual deve ser analisado em futuros estudos.

Figura 16: Peritdbneo de animal tratado com zedlita natural apresentando alta vascularizacgao.

Os resultados deste trabalho mostraram que a zedlita comercial foi a
substancia que mostrou melhor efeito in vivo, apresentando uma inibigdo tumoral ao
Tumor de Ehrlich nos grupos de estudo. No entanto, estudos adicionais sobre a
citotoxidade das zedlitas e experimentos que possibilitem uma padronizagdo do
tumor inoculado sao necessarios para afirmar esses resultados e atribuir a atividade

antitumoral das zedlitas nesse modelo.
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5. CONCLUSAO

Através da caracterizagao da zeolita natural, determinou-se que segundo os
parametros fisico-quimicos avaliados, corresponde com microparticulas de
clinoptilolita carente de fibras sendo o tamanho adequado para nossos estudos.

Nos estudos in vitro, as zedlitas ndo exibiram citotoxicidade em macrofagos
peritoneais, conservando a sua viabilidade celular.

A zedlita natural apresentou citotoxidade em células do tumor de Ehrlich em
duas concentragdes, enquanto que a zedlita comercial ndo apresentou toxicidade
em nenhuma das concentragdes testadas.

Nao foram detectados efeitos imunomoduladores relevantes induzidos pelas
zedlitas nos macréfagos peritoneais, exceto na liberagcao de IL-13, onde os grupos
tratados com zedlitas, principalmente a zedlita natural, estimularam maior liberagao
da citocina.

Nos estudos in vivo, foi possivel observar que apenas a zedlita comercial
apresentou efeito antitumoral frente ao Tumor de Ehrlich com a inibicdo do seu
crescimento. Em tanto a zedlita natural mostrou menos efeito antitumoral, assim
como sinais de toxicidade no peritdnio dos animais tratados.

Portanto, a utilizagao da zedlita na terapia antitumoral € uma possibilidade de
terapia alternativa para o cancer de mama, porém ainda sao necessarios outros
estudos para melhor elucidar o mecanismo de acido dessas zedlitas e o efeito da

zeolita natural in vivo.
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