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RESUMO

Nos tltimos vinte anos, os quimioterapicos naturais foram introduzidos no tratamento do
cancer € com estas novas perspectivas, vem aumentando o interesse das industrias
farmacéuticas em produtos de origem natural. Além disso, existe um grande interesse na
identificacdo de novos agentes antineopldsicos, que possuam agdo citotdxica seletiva
associada a atividade imunomodulatoria. Neste contexto, o presente estudo investiga
possiveis efeitos farmacologicos de Qualea multiflora Mart (Vochysiaceae), utilizada na
medicina popular do cerrado para o tratamento de ulceras, gastrites, amebiase, diarréia com
sangue, colicas intestinais e inflamagdes. A partir de resultados in vitro, prop0s-se avaliar
um tratamento in vivo em modelo tumoral mamdario murino empregando-se uma fragao
terpénica (FT) derivada de Qualea multiflora (Q. multiflora) e as substincias isoladas
presentes nesta fracdo, lupeol (LP), lupenona (LP) e friedelina (FR), concomitantemente a
avaliacdo dos efeitos imunologicos das substancias testadas nos animais portadores de
tumor. Os resultados parciais do presente estudo mostraram que as substancias isoladas
LP, LN e FR ¢ a fragdo FT, na maioria das concentragdes testadas, ndo apresentaram efeito
toxico in vitro sobre as c€lulas imunes, macréfagos e linfocitos . No entanto, LP, LN, FR e
FT apresentaram excelente atividade citotoxica contra a linhagem tumoral LM3. AE nao
mostrou efeito toxico in vitro contra a linhagem LM3. Por outro lado, a droga padrao Taxol
(TX), apresentou pouco efeito toxico contra a linhagem tumoral LM3, e acentuado efeito
citotoxico contra macrofagos, indispensdveis a contencao tumoral. A partir destes
resultados foram selecionadas as concentragdes ideais para tratamento in vivo. Os
resultados mostraram expressiva inibicdo do volume tumoral quando os animais foram

tratados. Em seguida, a andlise histologica tumoral foi realizada, demonstrando grandes
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areas de necrose no centro dos tumores, com presen¢a marcante de infiltrado neutrofilico.
Foram também realizadas analises sobre a presenga de mitoses por campo. Esta
determinagdo mostrou grande diminui¢ao no nimero de mitoses/campo apos os tratamentos
realizados quando comparado com o controle PBS. A determinagdo da angiogénese nos
tumores mostrou que praticamente ndo houve diferenca entre o controle PBS e os
tratamentos com os derivados de Q. multiflora, no entanto os tumores tratados com a droga
padrdo TX apresentaram grande aumento de proliferagdo de vasos se comparados ao
controle. Os resultados referentes a determinacdo de Bcl-2 indicaram que essa molécula
anti-apoptotica estad pouco presente nos cortes histoloégicos dos tumores tratados com FT,
LP, LN, FR e TX, mas ¢é mais frequente nos tumores tratados com solucao salina (PBS).
Em relagdo a atividade imunomoduladora dos compostos testados, observamos que todos
os derivados de Q. multiflora apresentaram atividade inibitoria sobre os macrofagos,
importante para a contencdo tumoral, através da inibicdo expressiva dos mediadores NO,
TNF-a, IL-1 e IL-12. No entanto a droga padrao TX nao apresentou esse efeito desejado.
Contudo, estes resultados propdem uma importante atividade antitumoral in vivo e
vantagem do uso dos derivados de Q. multiflora frente a droga padrdo TX, mostrando-se

claramente menos toxicos e mais efetivos.

Palavras chave: Qualea multiflora, inflamagao, cancer de mama, citocinas, angiogénese.
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ABSTRACT

In the last twenty years, natural chemotherapeutic treatment were introduced into treatment
of cancer and with these new perspectives, it has been increasing the interest of
pharmaceutical products from natural origin. Moreover, there is great interest in identifying
new anticancer agents that have selective cytotoxic activity associated with
immunomodulatory activity. In this context, this study investigates possible
pharmacological effects of Qualea multiflora (Q. multiflora) Vochysiaceae family, used in
folk medicine of Brazilisn cerrado in the treatment of ulcers, gastritis, amebiasis, bloody
diarrhea, intestinal pain and inflammation. From in vitro results, this study proposed to
evaluate an alternative form of treatment for breast cancer employing a terpenic fraction
(FT) derived from the chloroform extract of Q. multiflora and the isolated compounds
present in this fraction, Ellagic Acid (EA), lupeol (LP), Lupenona (LP) and friedelin (FR)
in an in vivo model of murine breast cancer concurrently to assess the immunological
effects of the substances tested in animals with tumor. Partial results of this study showed
that the isolated compounds AE, LP, LN and FR and FT fraction, most of the
concentrations tested, showed no toxic effect in vitro on immune cells, macrophages and
lymphocytes. However, LP, LN, FR and FT showed excellent cytotoxic activity against
tumor line LM3. AE showed no toxic effect in vitro against strain LM3. Moreover, the
standard drug Taxol (TX) showed little toxic effect against LM3 type of tumor, and marked
effect against cytotoxic macrophages necessary for the containment of the tumor. From
these results we selected the optimal concentrations for in vivo treatment. The results
showed significant inhibition of tumor volume when the animals were treated. Then the

tumor histology was performed, showing large necrotic areas of tumors in the center, with a
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marked presence of neutrophilic infiltration. We also performed analyzes on the presence
of mitoses. This determination showed significant inhibition of mitosis with the treatments
compared with the control PBS. The determination of angiogenesis in tumors showed no
statistical difference between PBS control and treatment with the derivatives of Q.
multiflora, however tumors treated with the drug TX pattern showed a large increase of the
proliferation of blood vessels compared to control. The results concerning the
determination of Bcl-2 indicated that this anti-apoptotic molecule is hardly present in
histological sections of tumors treated with FT, LP, LN, RF and TX, but is more frequent in
untreated tumors. For immunomodulatory activity of the tested compounds, we observed
that all derivatives of Q. multiflora showed anti-inflammatory activity, important to contain
tumor by significant inhibition of NO mediators, TNF-a, IL-1 and IL-12, however the drug
did not show this pattern TX desired effect. However, these results suggest an important
antitumor activity in vivo and advantage of using derivatives of Q. multiflora against the
standard drug TX, showing clearly less toxic and more effective.

Key words: Qualea multiflora, inflammation, breast tumor, cytokines, angiogenesis.



1. INTRODUCAO

Sendo o segundo tipo mais freqiiente no mundo, o cancer de mama ¢ o mais
comum entre as mulheres, respondendo por 22% dos casos novos a cada ano. No Brasil,
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), 52.680 novos casos de cancer de mama
sao estimados para 2012 (INCA, 2012). No entanto, os tratamentos usualmente utilizados
sdo agressivos € podem também provocar efeitos deletérios nas células imunologicas
indispensaveis ao desenvolvimento de uma resposta imune efetiva (MALIK et al., 2009;
FRAZIER et al.,, 2010). Assim, ha um interesse crescente pela descoberta de novos
medicamentos destinados ao combate seletivo as células tumorais associado a atividade
moduladora do sistema imunoldgico. Este sistema € representado por uma vasta diversidade
celular capaz de produzir centenas de mediadores responsaveis pelos diversos tipos de
respostas imunologicas contra agentes agressores (CARLI et al., 2009; ZHANG et al.,
2010, EVERS et al., 2010, CORTIS et al., 2010).

Dentro das respostas desencadeadas em conseqiiéncia as agressdes ao
hospedeiro, o processo inflamatorio se destaca dentro do contexto tumoral. Isto porque,
embora a inflama¢do atue como uma defesa adaptativa do hospedeiro contra infecgdes ou
lesdes, a resolucao inadequada de respostas inflamatodrias freqlientemente conduz a doengas
cronicas, incluindo cancer (MANTOVANI, 2009; WALDNER et al., 2010; ROJAS et AL.,
2010; GRIVENNIKOV et al., 2010; TRINCHIERI, 2012). A busca incessante de respostas
que comprovem a interligacdo entre os processos inflamatdrios e os varios estagios do
tumor, incluindo inicia¢do, promogao, conversao a malignidade, invasdo e metastasis, tem
revelado que a inflamacdo cronica ¢ um fator predisponente a diversos tipos de cancer

(GRIVENNIKOV et al., 2010). Assim, estudos mostram que mais de 20% de todos os



tipos de cancer estdo ligados a infec¢do cronica e que em alguns casos, a inflamagdo pode
diminuir o efeito da quimioterapia e induzir a progressdo tumoral (AGGARWAL et al.,
2009; AMMIRANTE et al., 2010).

Alguns componentes inflamatorios estdo presentes no microambiente da maioria
dos tecidos neoplasicos, incluindo aqueles tumores em que ndo ¢ bem estabelecida a
relacdo causal entre o desenvolvimento tumoral e condi¢gdes inflamatorias. Com o objetivo
de instituir uma analogia entre inflamagdo e o microembiente tumoral foram criados
marcadores desta relagdo que sdo representados pela infiltracdo de células hematoldgicas da
série branca, presencga de citocinas e quimiocinas e ocorréncia de remodelacdo tecidual e
angiogénese (MANTOVANI et al., 2007, ALLAVENA et al., 2008; GRIVENNIKOV et
al., 2010, ANDREU et al., 2010; PARADISI & MEHLEN, 2010; WAY and KUO, 2012)

Os macrofagos desempenham importantes fungdes na contengdo de agentes
agressores, sendo um dos principais constituintes do sistema imune inato envolvido na
defesa do hospedeiro. Além disso, os macrofagos sdo imprescindiveis mediadores entre
imunidade inata e adaptativa através do processamento e apresentacdo de antigeno as
células T e liberagdo de moléculas moduladoras, direcionando desta maneira a imunidade
adaptativa para uma resposta celular (Th;) ou humoral (Thy) IONTCHEVA et al., 2004).

No entanto, estudos mostram que os macrofagos sdo as principais células
leucocitarias encontradas no microambiente tumoral € que sua presenca esta relacionada ao
crescimento do tumor. Nos casos de cancer de mama a infiltracdo de macréfagos fazem
parte de uma caracteristica molecular que compdem o mau prognostico do
desenvolvimento da doenga (MANTOVANI et al., 2007; ALLAVENA et al., 2008; SICA
et al., 2008; QIAN & POLLARD; 2010; SOLINAS et al., 2010; ZHANG et al., 2010,

BROWN et al., 2012). Esta associagdao dos macrofagos ao ambiente tumoral auxilia no



comportamento maligno das células neoplédsicas ndo apenas pela produgdo de citocinas,
mas também através da liberacdo de fatores de crescimento e enzimas degradadoras de
matrix, estimulando assim a neovascularizagdo tumoral (MANTOVANI et al., 2007;
WYCKOFF et al., 2007; YANG et al., 2008; PINA et al., 2010; U’REN et al., 2010;
BROWN et al., 2012). Portanto, a dualidade de caracteristicas positivas e negativas dos
macrofagos sobre este microambiente nos instiga a busca de substincias capazes de
gerenciar e modular estas distintas caracteristicas.

Uma vez ativados no sitio tumoral, os macréfagos iniciam a producdo de
citocinas, espécies reativas do oxigénio e nitrogé€nio e eicosanoides. Tal estimulagdo resulta
na sintese de enzimas como a oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel pela
produgdo de 6xido nitrico (NO). Estudos anteriores descrevem o envolvimento de niveis
elevados de iNOS na carcinogénese, incluindo iniciacdo, promog¢ao, progressdo, metastase
e angiogénese tumoral (CHEN e STONER, 2004; GOCHMAN et al., 2012). Em alguns
tipos de tumores, incluindo o de mama, inibidores da iINOS vem sendo utilizados na
prevencdo da angiogénese e além disto, a terapia para prevengdo de metdstases no cancer
pode ser acompanhada pela inativagdo da iNOS (XIE e FIDLER, 1998; JADESKI e LALA,
1999; RAO et al., 2002; KOHNO et al., 2007; GOCHMAN et al., 2012).

Além da producdo de NO, os macrofagos tumorais disparam sinais moleculares
citoplasmaticos capazes de estimular a expressdao de citocinas. Estas moléculas sao
peptideos endogenos de pequeno peso molecular, amplamente envolvidos na modulacao da
resposta imune, com fungdes essenciais na comunicagdo intercelular e em muitos processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. As citocinas modulam a inflamacdo e a imunidade
regulando o crescimento e a diferenciacdo de leucocitos e células ndo leucocitarias

(OPPENHEIM et al., 1994, FEDERICO et al., 2007).



Algumas citocinas apresentam caracteristicas moduladoras da progressdo do
tumor, principalmente através da inducdo do processo metastatico das células tumorais,
afetando diversas etapas da disseminagdo celular e de sua implantagdo em sitios
secundarios (GIAVAZZI et al., 1990; LUO et al., 2007, MANTOVANI et al., 2008;
KULBE et al., 2012). Estudos mostram que o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
produzido por macréfagos esta envolvido em caracteristicas malignas de um tumor, uma
vez que ratos nocautes para o gen TNF-a apresentam resisténcia a cancer de pele
(HAGEMANN et al., 2004; KULBE et al., 2012). De maneira semelhante, a interleucina-1
(IL-1), produzida por macrofagos, pode ser capaz de aumentar a capacidade metastatica de
cé¢lulas de melanoma, de tumor mamario e prostatico através da estimulagdo da
angiogénese local (LIN et al., 2001; TRINCHIERI, 2012). A citocina IL-12, produzida por
macrofagos, desempenha um papel critico na determinacdo da natureza da resposta imune
a antigenos enddgenos ou exogenos, direcionando o sistema imunologico a resposta imune
Th; (BARNES, 2003; MARKIEWICZ et al., 2009). Contudo, podemos notar que as
citocinas interagem entre si, criando um ambiente favoravel ou desfavoravel ao
crescimento tumoral, e por esta razao ¢ desejado associar & uma droga antitumoral a
capacidade imunomodulatoria destas citocinas objetivando a contengdo e regressao
neoplésica.

Além da avaliagdo da atividade imumoduladora, outro aspecto importante a ser
analisado ¢ o efeito de substancias antitumorais sobre a angiogénese, uma vez que OS
endotélios linfaticos e vasculares sdo as principais rotas de disseminagdo metastatica de
células neoplasicas. A angiogénese tumoral ¢ freqiientemente ativada nos estagios pré-
neoplésicos e ¢ controlada por diversos reguladores positivos e negativos, incluindo as

citocinas, produzidos por células neoplasicas e leucdcitos associados ao tumor. Dentre estes



leucdcitos, os macréfagos podem exercer um papel pré ou anti-angiogénico na fungdo e
formag¢do dos vasos sanguineos. Em geral, as caracteristicas pré-angiogénicas dos
macrofagos prevalecem no microambiente tumoral, através principalmente da producao de
citocinas como TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-20 (VOEST et al., 1995; PORTA et al., 2007).
Assim, algumas plantas tém a capacidade de modular indiretamente a angiogénese através
da inibicao de citocinas pré-angiogénicas e/ou da producdo de moléculas anti-angiogénicas
(RAINA et al., 2008; LOPEZ, 2009; HE et al., 2009; PAK et al., 2009; LUQMAN et al.,
2012).

Por outro lado, certas substancias apresentam efeito direto na inibicdo da
angiogénese através de certas vias moleculares. Microparticulas de curcumina apresentou
potente atividade anti-angiogénica no ensaio da membrana corioalantdica (YADAV et al.,
2009). Utilizando o mesmo ensaio, Liu e colaboradores (2008) concluiram que terpendides
da planta Bletilla striata apresentam atividade inibitoria da angiogénese através da indugdo
de apoptose em células endoteliais vasculares. Semelhantemente em outro estudo,
pesquisadores demostraram o efeito anti-angiogénico direto do extrato etandlico de
Saururus chinensis (YOO et al., 2008).

Para compreender o mecanismo de acdo antitumoral de uma droga € necessario
investigar o processo molecular desencadeado a partir das caracteristicas citotoxicas desta
substancia. Uma mudanga em qualquer pardmetro vital, ocasionada por exemplo por uma
substancia antitumoral, pode desencadear o stress celular, que ¢ uma adaptacdo essencial as
condi¢des anormais celulares. No entanto, se as mudangas nos parametros vitais sao
maiores do que o stress celular pode gerenciar, a célula sofre apoptose. A apoptose, ou

morte celular programada, é caracterizada por uma série de eventos morfologicos, como



reducdo do tamanho da célula, condensagdo nuclear, segregacdo da cromatina, brotamento
da membrana, fragmentagdo em corpos apoptéticos, seguida de rapida fagocitose pelas
células vizinhas (SARASTE ¢ PULKKI, 2000; KOSHKARYEYV et al., 2012). Se o dano for
ainda maior, a célula sofre uma morte necrdtica em que ocorre a perda imediata da
integridade da membrana e das organelas celulares, liberando o contetido intracelular, o que
induz a uma reacdo inflamatéria secunddria em resposta aos restos celulares liberados
(ZONG e THOMPSON, 2006; KOSHKARYEYV et al., 2012).

Aprofundando-se a estes conceitos, a familia protéica Bcl-2 ¢ composta por
reguladores positivos e negativos de morte programada. Os membros desta familia que
apresentam caracteristicas inibitorias da apoptose, tais como Bcl-2, sdo superexpressos em
muitos tipos de canceres contribuindo para a iniciagdo e progressao tumoral e resisténcia a
terapia (DANIEL e KORSMEYER, 2004; YOULE e STRASSER, 2008; LAI et al., 2012).
Desta maneira, A redu¢do de Bcl-2 aumenta a sensibilidade a drogas antineoplasicas e a
sobrevivéncia in vivo e por esta razao o desenvolvimento de substancias inibitorias de Bcl-2
tem sido extensivamente explorado (LETALI et al., 2004; BECATTINI et al., 2004; LAI et
al., 2012)

Entre os produtos naturais, o acido betulinico apresenta atividade antitumoral
relacionada a habilidade em disparar vias pré-apoptoticas nas células neoplésicas
(GALLUZZI et al., 2006). Estudos recentes mostram uma inducao da apoptose em células
de carcinoma hepatocelular tratadas com a molécula triterpénica lupeol (ZHANG et al.,
2009). De maneira semelhante, a planta Withania somnifera apresentou atividade
estimulatéria da apoptose em ambas vias moleculares intrinseca e extrinseca (MALIK et

al., 2009).



No desenvolvimento de pesquisas que objetivam a investigagdo de novas
terapias antitumorais, em modelo animal in vivo, ¢ indispensdvel definir a via de
administracdo da droga utilizada nestes estudos. Trabalhos recentes tém utilizado a via de
inoculagdo intra-tumoral (i.t.) incluindo terapias génicas no tratamento de adenocarcinoma
de colon (células CT26) e carcinoma nasofaringeal, terapias virais contra cancer renal,
inocula¢do de inibidores de proteina quinases em cancer de figado, terapia fotodindmica em
carcinoma de células escamosas (SCC), entre outras (HOANG-LE et al., 2009; LI et al.,
2006; DHAR et al., 2009; HANAIJIRI et al., 2009; OTA et al., 2008; LAMBIN et al.,
2012). Idani e colaboradores (2000) trataram fibrossarcoma murino (linhagem celular
Meth-A) tanto por via intravenosa (i.v.) como i.t. com doxorrubicina e observaram que a
inoculacdo i.t. teve significante inibi¢do do crescimento tumoral quando comparada a
inoculacdo i.v. Além disso, os pesquisadores observaram que a inocula¢do i.t. da
doxorrubicina teve poucos efeitos colaterais nos animais portadores de tumor.

Sendo o grande alvo deste estudo, Qualea multiflora Mart (Vochysiaceae) ¢
uma arvore do Cerrado de aproximadamente 10 metros que possui flores brancas e
amarelas, conhecida popularmente como pau-terra-liso (www.pirenopolis.tur.br, acessado
em 15/03/2012). Baseado em dados coletados entre a populacao rural do Cerrado a respeito
do uso empirico desta planta como antiinflamatorio foi possivel inicialmente, direcionar o
estudo para o provavel potencial terapéutico, considerando a inexisténcia de relatos na
literatura sobre seus efeitos farmacologicos.

Com base em promissores resultados a respeito da atividade antitumoral in vitro
e antiinflamatoria de Q. multiflora obtidos desde 2003 (IC e mestrado), em 2009 inicio-se
outra etapa do projeto (doutorado) com o objetivo de realizar ensaios antitumorais in vivo,

utilizando modelo experimental de cancer de mama murino previamente estabelecido



(KINOUCHLI, 2006), administrando intratumoralmente a fragao terpénica (FT), lupeol (LP),
lupenona (LN) e friedelina (FR), uma vez que foi avaliado a atividade antitumoral in situ
através de parametros relacionados ao desenvolvimento tumoral e a resposta imunologica
dos animais expostos a estas substancias.

Para tanto, antes de realizar testes como objetivo de avaliar a imunomodulagdo
das substancias testadas e principalmente antes de induzir os tumores nos animais para que
os mesmo fossem tratados com as amostras estudadas, foi imprescindivel avaliar a
toxicidade destes componentes frente as células LM3, macrdofagos e linfocitos. Para sé
entdo, poder escolher a melhor concentracdo de cada substincia para o tratamento dos
tumores. Com isso, garantimos que a concentragdo escolhida tenha citotoxicidade apenas as
células tumorais e ndo as células imunolédgicas, indispensaveis a conteng¢ao tumoral.

Apds a determinagdo da concentracdo ideal de tratamento de cada substancia,
foram realizados ensaios in vivo para avaliar se o tratamento dos tumores com as
substancias estudadas ¢ eficaz na conten¢do tumoral. Além disso, as andlises histologicas
dos tumores foram realizadas considerando os parametros, mitose, angiogénese, Bcl-2 e
caracteristicas morfologicas em geral. Testes de avaliacdo do efeito dos derivados de Q.
multiflora sobre o sistema imunoldgico de animais portadores de tumor foram também
realizados para que fosse possivel tragar um perfil imunologico de cada substancia em

estudo.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas no tratamento do cincer

A busca de drogas antitumorais obtidas a partir de plantas iniciou-se no inicio
dos anos 50 com a descoberta e desenvolvimento dos alcaldides da vinca, vinblastina e
vincristina. Como resultado, o Istituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI)
iniciou um extensivo programa de coleta de plantas em 1960, focado principalmente em
regides temperadas. Este fato levou a descoberta de diversas moléculas que mostravam uma
amplitude de atividades citotoxicas, incluindo taxanos e camptotequinas. Este programa
obteve término em 1982, porém o desenvolvimento de novas tecnologias para realizagao de
triagens das atividades bioldgicas conduziu a reativagdo da coleta de plantas e outros
organismos em 1986, com o foco em regides sub-tropicais e tropicais de todo o mundo.
(CASSADY and DOUROS, 1980).

Algumas plantas possuem atividade antitumoral ndo apenas relacionadas a
atividade citotdxica contras as c€lulas tumorais, mas também possui agdo moduladora do
sistema imunologico. Para compreender este contexto € necessario aprofundar os
conhecimentos que relacionam o cancer com algumas situagdes patoldgicas inflamatorias.
Para tanto € importante conhecer a dinamica entre condi¢des inflamatodrias, reparo tecidual
e proliferacao celular.

Em condi¢des patoldégicas onde hd uma grande migracdo de células
inflamatérias para o local de agressdao tecidual, a proliferagdo celular ¢ potencializada
enquanto o tecido se regenera. Neste microambiente rico em células antiinflamatorias e
fatores de crescimento, algumas células podem sofre dano em seu DNA e dependendo da
regido de dano molecular podem desenvolver um descontrole no processo de divisao

celular. Portanto, a relacdo causal entre inflamag¢do, imunidade inata e cancer ¢ largamente
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aceita, contudo muitos mecanismos moleculares e celulares que mediam esta relagdo
permanecem nao esclarecidos (COUSSENS e WERB, 2002; TRINCHIERI, 2012).

Acredita-se que a inflamag@o contribui com o desenvolvimento de pelo menos
15% de todos os canceres (MARX, 2004; WAY and KUO, 2012). Portanto, os
medicamentos antiinflamatdérios possuem uma utilizagdo emergente como quimioterapicos
na preven¢do e no tratamento de canceres humanos, além de estarem associados a
diminui¢do dos riscos de surgimento de cancer de mama, pulmao e célon (DUPERRON e
CASTONGUAY, 1997; MARNETT, 1992; SHARPE et al.,, 2000; POUDYAL et al.,
2012).

Contudo, as plantas possuem caracteristicas atrativas para o uso na prevencao
do cancer, pois possuem uma margem de seguranca em termos de toxicidade
aparentemente grande quando comparadas aos antiinflamatdérios nao-esteroidais. Plantas
tém sido usadas ha muito tempo e, ainda assim, poucos relatos de efeitos adversos em seus
usudrios sao conhecidos. Se um antiinflamatdrio nao-esteroide natural € seguro para o uso
comum, futuros protocolos de prevencao do cancer podem envolver a combinagdo desses
antiinflamat6rios naturais com os quimicamente desenvolvidos, permitindo o uso de doses
reduzidas dos medicamentos quimicos (WARGOVICH et al., 2001).

O resveratrol, encontrado no vinho tinto, pdde inibir a atividade do NF-«B e
induzir a apoptose das células transformadas, reduzindo a mortalidade nas doengas
coronarianas e em certos tipos de cancer. Esse componente quimiopreventivo atua
bloqueando o inicio da inflamagdo e da oncogénese (HOLMES-McNARY ¢ BALDWIN
JR, 2000). Essa substancia também mostrou forte efeito inibitorio na geracdo de NO por

macrofagos ativados (TSAI et al., 1999). Além disso, compostos presentes no chéd verde
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(Camellia sinensis), milk thistle (Silybum marianum) ¢ Curcuma longa L foram avaliados
em modelos animais de carcinogénese e mostraram bons resultados. Essas plantas além de
possuirem atividade antiinflamatoéria possuem compostos anticarcinogénicos e
antimutagénicos (WEISBURGER et al., 1998; MANNA et al., 1999). Estudos sobre efeito
de uma fracdo hexanica de Ginseng sobre cancer intestinala foram realizados recentemente;
neste, foi concluido que esta fracdo possui importante atividade antiinflamatoria além de ter

efeitos antiapoptdticos sobre as células tumorais.



12

2.2 Sistema imunoldgico

A atividade protetora contra microorganismos ou particulas estranhas ¢
essencial para a manutencdo da vida de humanos e animais. Esta prote¢do ¢ realizada
através do sistema imunoldgico, que se apresenta sempre em vigilia contra agentes
agressores. Para que este objetivo seja alcangado, milhares de substancias sdo lan¢adas no
organismo, na tentativa de conter o processo inflamatorio e/ou infeccioso. As células
imunoldgicas sdo responsaveis pela liberacdo destas moléculas efetoras e dentre estas
c¢lulas os macrofagos possuem importante papel na contencdo do agente agressor, sendo
uma das principais células do sistema imune inato, envolvidas na defesa do hospedeiro.
Além de possuir papel de destaque na imunidade inata, estas células se comportam como
importantes intermediadores da imunidade inata e adaptativa. Em particular, os macréfagos
sdo responsaveis pelo processamento e apresentacdo de antigeno as células T antigeno
especificas. (IONTCHEVA et al., 2004; JOKE and KRAAL et al., 2012)

Uma vez ativadas, estas cé€lulas iniciam a produgdo de citocinas, espécies
reativas do oxigénio e nitrogénio e eicosandides. Nos macrofagos, o LPS ¢ o estimulo
melhor caracterizado para a indu¢do de genes transcripcionais codificadores de proteinas
pro-inflamatorias. Tal estimulagdo resulta em sintese de enzimas como a 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), responsavel pela produgdo de 6xido nitrico (NO). O radical NO,
produzido pela iNOS através da conversdao de L-Arginina em L-citrulina, desempenha um
papel central nas reagdes inflamatorias. (MACMICKING et al., 1997). Estudos anteriores
descrevem o envolvimento de niveis elevados de iNOS na carcinogénese, incuindo
iniciagdo, promog¢ao, progressao, metastase e angiogénese tumoral (GOCHMAN et al.,

2012). Além disto, este mediador tem sido reconhecido como importante mensageiro em
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diversas fungdes patofisiologicas, incluindo transmissdo neuronal, relaxamento vascular e
modulagdo imune (LOWENSTEIN et al., 1996; NATAN, 1987).

As citocinas s3o peptideos enddgenos de pequeno peso molecular amplamente
envolvidos na resposta imune. Estas moléculas soltuveis liberadas por linfocitos e células do
sistema fagocitario, sdo essenciais na comunicacdo intercelular e em muitos processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. Elas também modulam a inflamacdo e a imunidade
regulando o crescimento e a diferenciagdo de leucocitos e células ndo leucocitarias
(OPPENHEIM et al., 1994; DUBIN et al., 2012). Além disso, possuem um importante
papel na patogénese de uma variedade de doencas inflamatérias e auto-imunes
(DINARELLO et al., 1993; FELDMANN et al.,1996; GIBSON, 2004; SCHACHNA,
2004; DUBIN et al., 2012).

O TNF-o ¢ uma citocina que possui importantes efeitos bioldogicos em uma
variedade de células, efeitos na maioria relacionados a processos imunomodulatorios e
inflamatorios (CASALE et al., 1996; KULBE et al., 2012). Atua na inflamacao aguda e
cronica, na resposta antitumoral e nas infec¢des. Essa molécula ainda tem a capacidade de
induzir a expressdo de outras citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1 e varias quimiocinas
(PALLADINO et al., 2003; TRINCHIERI, 2012).

A IL-1 ¢ produzida principalmente por monocitos e macrofagos e possui uma ampla
gama de atividades biologicas, entre elas, o aumento da quimiotaxia de linfocitos T e B,
estimulacdo da sinteses de tromboxanos por neutréfilos e macroéfagos, inducao de proteinas
de fase aguda, ativagdo de linf6tito T e aumento da producdo de anticorpos pelas células B.
(BIRD et al.,, 2002; DINARELLO, 1988; MIZEL, 1982; FALKOFF et al., 1983;

TRINCHIERI, 2012).
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A interleucina-12 (IL-12) ¢ uma citocina produzida por macréfagos e outras células
apresentadoras de antigeno em resposta a estimula¢ao por uma série de microorganismos e
seus produtos. Possui atividades bioldgicas multiplas principalmente através de linfocitos T
e células NK, induzindo a producdo de inteferon-y (IFN-y). Evidéncias sugerem um papel
importante da IL-12 em modelos roedores de patogénese de doencas autoimunes mediadas
por linficitos T auxiliares do tipo 1 (Thl), como esclerose multipla, artrite reumatoide,
doengas inflamatoérias intestinais e na forma aguda da doenca do enxerto versus hospedeiro
(TRINCHIERI e SCOTT, 1999; CHEN et al., 2012). Durante a inflamag¢do ou resposta
imune, a capacidade da IL-12 em modular a expressdo de receptores de citocinas nos
linfocitos provavelmente afeta a sensibilidade dessas células a cascata de citocinas
(TRINCHIERI, 1994; CHEN et al., 2012).

Ainda dentro do contexto do sistema imunoldgico, ¢ importante destacar a
importancia do mediador NO e de todas as citocinas ja descritas em processos patologicos
como a inflamag¢do. A inflamacao ¢ o resultado da resposta do hospedeiro a patdgenos ou
danos teciduais e geralmente resulta em restauracdo das fungdes e estruturacdo do tecido
normal. As respostas inflamatorias normalmente sdo auto-limitadas por um processo que
envolve a regulacdo negativa de mediadores e citocinas pro-inflamatorias e regulagdo
positiva de citocinas antiinflamatorias (LAWRENCE et al., 2002; TRINCHIERI, 2012).
Portanto, a inflamag¢do aguda ¢ um processo limitado e benéfico, enquanto que a
inflamacao cronica ¢ um fendmeno persistente que pode desencadear o desenvolvimento de
doencas inflamatorias tais como, bronquite, gastrite, esclerose multipla e artrite reumatdide
(VERNOOY et al., 2002; SAKAGAMI et al., 1997; FICHTNER-FEIGL et al., 2005;
KLOTZ et al., 2005; PONCHEL et al., 2002; KAPLANSKI et al., 2003). Desta maneira,

vem crescendo a busca de substancias capazes de modular a resposta inflamatoria sem
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causar os efeitos toxicos indesejados pelas drogas antiinflamatdrias atualmente utilizadas

(POUDYAL etal., 2012).
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3.0BJETIVOS
3.1 Gerais

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos tratamentos tumorais
sobre os animais portadores de tumor mama. Para tanto, um modelo tumoral mamario
murino foi induzido nos camundongos através da inoculagcdo de células tumorais LM3 e
estes foram entdo tratados, utilizando FT e seus constituintes isolados LP, LN e FR
presentes na planta Q. multiflora Mart (Vochysiaceae), além do controle posivito (TX) e
negativo (PBS). Apoés os tratamentos os animais foram sacrificados e os tumores retirados.
Estes tumores foram entdo avaliados considerando a taxa de inibi¢do tumoral, analise
histopatologica, mitose, angiogénese e presenga de Bcl-2. Além disso, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito destes tratamentos sobre o sitema imunoldgico dos
animais portadores de tumor através da determinagdo da inibi¢ao da produgdo de NO, TNF-

a, IL-1 e IL-12 pelos macréfagos peritoneais murinos.

3.2 Especificos

e Determinar a concentragdo de tratamento intratumoral in vivo de cada substancia
através da avaliagdo da citotoxicidade in vitro de FT, LP, LN, FR ¢ TX frente aos
macrofagos, linfocitos e células LM3.

e  Avaliar a taxa de inibicao do crescimento dos tumores tratados com as substancias FT,

LP, LN, FR e TX quando comparados ao tratamento com salina (PBS).
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e  Verificar a presenca de mitose nos tumores tratados com as substancias FT, LP, LN,
FR, TX e PBS através da andlise microscopica de cortes histoloégicos corados com
hematoxilina/eosina.

e Verificar a presenca de angiogénese através da andlise microscopica de cortes
histoldégicos corados com hematoxilina/eosina.

e  Verificar a presenga de células marcadas com Bcl-2 em corte histoldégico tumoral,
através da técnica de imunofluorescéncia.

e  Determinar a producido de NO e das citocinas IL-1p, IL-12, TNF-a, em sobrenadantes

de culturas de células do exsudato peritoneal de camundongos.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao de FT de Qualea multiflora.

As cascas da planta Q. multiflora foram coletadas na regido do cerrado, no
estado de Tocantins pela Dr. Clélia Akiko Hiruma-Lima. A identificacdo da espécie foi
realizada pela Dr. Solange de Fatima Lolis, catalogadas com o nimero de exsicata 4158 e
depositada no herbario de Universidade de Tocantins (HTINS)

O preparo de FT obtida de Q. multiflora foi realizado, no Instituto de Quimica
(IQ) da UNESP. A espécie vegetal foi seca em estufa a 40 'C, triturada em moinho de facas,
e extraida sucessivamente com cloroformio (3L) através de maceragdo sucessiva ¢

sequencial por 28 dias, com 4 ciclos de 7 dias, quando a mesma deixou de apresentar
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coloracdo. Em evaporador rotatdrio obteve-se o extrato bruto seco apds a evaporacio
completa do solvente.

O extrato bruto cloroférmico foi fracionado em coluna silica gel utilizando-se
gradiente crescente de polaridade (hexano->cloroformico>metanol), fornecendo a fragao
terpénica estudada neste projeto. Apds esta etapa, para confirmar a presenga das substancias
presentes em FT, foi realiza cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). Desta
maneira, na fracdo terpénica (FT) foram identificadas as substancias lupeol, lupenona e
friedelina. Considerando o baixo rendimento do isolamento destas substancias a partir da
fragdo terpénica (FT), as substancias isoladas LP, LN e FR foram compradas da Sigma-

Aldrich®.

4.2 Obtencao das solucdes a serem utilizadas nos ensaios biologicos

FT, LP, LN, FR foram primeiramente diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO)
para a realizagdo dos testes. Foram preparadas solu¢des-mae para todos os compostos
testados. A partir da solugdo-mde foram feitas diluicdes seriadas em meio de cultura
(RPMI-1640). No maximo, 4% de DMSO foram utilizados (concentracdo anteriormente

testada em ensaio de citotoxicidade).
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4.3 Animais

Fémeas de camundongo Balb/c, pesando entre 18-25g, foram adquiridas do
CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica), UNICAMP, Sao Paulo.
Estes animais foram mantidos em gaiolas em grupos de 5, com condigdes 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 racao (Purina) esterilizadas, ad libitum. Os animais foram
sacrificados em camara de CO,. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo ao

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (17/2009).

4.4 Obtencao de macrofagos do exsudato peritoneal

Os camundongos foram previamente estimulados através da inoculagdo
intraperitoneal de 3,0 mL de solugdo de tioglicolato de sddio a 3% (Difco), trés a quatro
dias antes da coleta das células. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados em
camara de CO,. A coleta do exsudato peritoneal foi realizada em fluxo laminar classe 100
(Veco). O liquido peritoneal foi coletado com tampao fosfato PBS pH 7,2 em seringa e
agulha e transferido para tubo estéril (Corning, Inc) para lavagem das células,
centrifugando-se trés vezes a 200 xg durante 5 minutos em centrifuga (Fanem), a
temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e as células sedimentadas foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640-C (Sigma) suplementado com 5% de soro
fetal bovino, 100 pL de estreptomicina, 100 uL de penicilina e 2 mM de L — glutamina e

assim designado como meio completo (RPMI-1640-C). O namero de células foi
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determinado pela contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany),

sendo ajustado a concentragdo desejada para cada ensaio em meio RPMI-1640-C.

4.5 Obtencao dos linfocitos

Os animais foram eutanasiados em estufa de CO, e em camara de fluxo laminar
Classe 100 (Veco) tiveram a pele da regido abdominal retirada e o peritoneo aberto para a
extragdo dos linfonodos axiais, mesentérico e periaortico, com auxilio de pinga de metal.
Os linfonodos foram retirados e macerados em malha de nylon em uma placa de Petri
estéril (Corning, Inc.) contendo 3,0 mL de RPMI-1640-C, gelado, para liberagdo das
células. Apods este procedimento as células foram transferidas para tubo conico estéril
(Corning, Inc.) de 15,0 mL e centrifugadas em RPMI-1640-C trés vezes a 2000 rpm por 5
min (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). As células sedimentadas foram novamente
ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI-1640-C e a contagem do niimero de células foi
feita em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) através da técnica de

exclusao com Azul de Trypan a 0,04%.

3.6 Cultivo da linhagem LM3

A linhagem tumoral de adenocarcinoma murino LM3, foi cedida pela Dra. Elisa Bal
de Kier Joffé, do Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina. Esta
linhagem celular foi obtida a partir de subculturas primarias de adenocarcinoma murino de

células mamarias. A linhagem tumoral de adenocarcinoma murino LM3 foi mantida em
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cultura através de repiques trés vezes por semana em meio MEM (Minimum Essential

Médium, Gibco), acrescentando-se 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma).

4.7 Avaliacio da citotoxicidade em cultura de macrofagos

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na
capacidade que tém as células viaveis de clivar o anel tetrazolico presente no MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil-tetrazolio) pela acdo de enzimas
desidrogenases presentes na mitocondria ativa, formando cristais de formazana
(MOSMAN, 1983).

A uma placa de microtitulagdo de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.)
foram distribuidos 100uL por cavidade das suspensoes de célula do exsudato peritoneal de
camundongos, ajustadas 4 concentragdo de 5.10°células/mL em meio de cultura RPMI-
1640-C em presenga de 100uL de FT, LP, FR e TX, além de 100uL de LPS a 0,5 pg/mL
(controle positivo) ou somente 100puL meio de cultura RPMI-1640-C, em triplicata. As
placas foram incubadas por 48h a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO,
(Forma Scientific). Apds essa incubacdo, o sobrenadante foi descartado e as células
aderentes lavadas com PBS e depois tratadas com 100uL de uma solugdo de MTT (Across
Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3h nas
mesmas condi¢des anteriores. ApoOs esta incubagao os sobrenadantes foram descartados e as
células aderentes tratadas com 100uL de isopropanol (Mallinckrodt) para solubilizar os

cristais de formazana formados. A leitura da densidade Otica foi determinada em
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espectrofotometro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visivel a 540 nm com filtro de

referéncia de 620nm.

4.8 Avaliacao da citotoxicidade em cultura de linfocitos

Aliquotas de 100uL das suspensdes de linfocitos foram adicionadas em
microplaca de 96 cavidades. Foram adicionados a cultura 100uL de FT, LP, FR e TX. A
incubagao foi realizada em estufa a 37°C contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma
Scientific) por 48h. A seguir foram adicionados a cada cavidade, 20uL de uma solugao
concentrada de MTT (Smg/mL em meio RPMI), incubando por mais 3 horas. Apos este
procedimento, as placas foram centrifugadas a 800xg durante 10 minutos a 10°C em
centriguga refrigerada (Hettich). Os sobrenadantes foram retirados por aspiragdo com o
auxilio de uma micropipeta, descartados e na cultura foram adicionados 100uL de alcool
1sopropilico (Mallinckrodt) em cada cavidade. A leitura foi realizada em espectrofotometro
UV/visivel (Multiskan Ascent, Labsystems) em comprimento de onda de 570nm

(BAUTISTA et AL., 2000).

4.9 Avaliacio da citotoxicidade em linhagem tumoral LM3

O crescimento celular foi quantificado através do ensaio de MTT, previamente
descrito. As células foram desprendidas da garrafa de cultura celular com tripsina, lavadas e
transferidas para microplacas de 96 na concentragdo de 3.10* células/mL. 190uL da
suspensao celular tumoral foram adicionadas aos pogos e incubadas a 37 °C com pressao

constante de 5% CO,. As microplacas contendo as células foram pré-incubadas por 24h
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para permitir sua estabilizacdo para a adicdo de amostras. Depois deste periodo 100uL de
FT, LP, FR e TX foram adicionados e incubados por 48 h nas mesmas condigdes citadas
acima. Apenas meio de cultura MEM foi usado como controle negativo e considerado
100% de viabilidade. Ap6s a cultura o meio foi trocado por outro contendo Img/mL de
MTT. Apo6s 3h, o meio foi removido e 100uL de isopropanol (Mallinckrodt) foram
adicionados para solubilizar os cristais de formazana formados. A absorvancia foi
quantificada em 540 nm, com filtro de referéncia de 620 nm em espectrofotdmetro

(Multiskan Ascent, Labsystems) (MOSMANN, 1983).

4.10 Inoculagao das Células Tumorais e Tratamento

A linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama murino LM3, foi gentilmente
cedida pela Dra. Elisa Bal Kier Joffé, do Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos
Aires — Argentina. A linhagem celular foi obtida e a inducdo tumoral foi realizada através
da inoculacdo subcutinea de 10° células, segundo Kinouchi (2006). Os tratamentos dos
tumores foram realizados apds 15 dias da realizagdo da indugdo tumoral, ou quando o
tumor estivesse com aproximadamente 10 mm de comprimento. As substancias FT (2
mg/mL), LP (0,5 mg/mL), LN (2 mg/mL) , FR (1 mg/mL), TX (0,0625 mg/mL) e solucao
salina PBS foram inoculadas intratumoralmente por 2 vezes, com intervalos de 5 dias. O
sacrificio dos animais para retirada dos tumores foi realizado 7 dias apds o ultimo

tratamento. Cada animal foi tratado, de acordo com as especificagdes dos grupos de estudo.
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4.11 Grupos de Estudo

Os animais foram distribuidos em grupos:

Grupo I: tratamentos com PBS — controle negativo
Grupo II: tratamentos com FT

Grupo III: tratamentos com LP

Grupo IV: tratamentos com LN

Grupo V: tratamentos com FR

Grupo VI: tratamento com TX — controle positivo

4.12 Avaliagao do volume e inibi¢do tumoral

Ap6s o sacrificio, os tumores foram retirados com auxilio de material cirrgico,
e medidos em seus diametros maior ¢ menor utilizando paquimetro digital Mitutoyo
Digimatic Caliper. O tumor também foi pesado com auxilio de uma balanca ndo analitica
(Boeco). O volume do tumor e o valor da inibi¢do tumoral foram calculados pelas formulas

(ZHOU et al.,1998):

n . - 2
Volume = 0,5 x didmetro maior x (didmetro menor)

Inibig¢do tumoral = (1 — V/V;) x100

V{1 = Média dos volumes dos tumores tratados com as substancias estudadas

V, = Média dos volumes dos tumores tratados com LPS (controle)
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4.13 Analise Histologica dos Tumores

Os tumores removidos dos animais de estudos foram fixados em formol, e
armazenado em alcool 70°. Apos esta etapa foram feitas as inclusdes dos tumores em
parafina em posicdo adequada para obtengdo de corte transversal no cento dos tumores.
Foram obtidos cortes semi-seriados de Sum de espessura em um microtomo Jung-Leica®
RM2045 (Leica Microsystems GmBH, Alemanhd). Todas as Ildminas foram
desparafinizadas e hidratadas antes das coloragdes especificas.

A preparagdo das pecgas, os cortes histologicos e a coloragdo por H/E foram
realizados pelo laboratorio IPC em Araraquara. As laminas foram entdo analisadas

histopatologicamente e fotografadas com auxilio de microscopio com captura de imagem

(Nikon Eclipse E200).

4.14 Analise da Angiogénese

O sistema de gradacdo para angiogénese por microscopia (MAGS) foi
desenvolvido seguindo a técnica de Brem et al. (1972), modificado por Shankar et al.
(2006). A vasoproliferagao (KnN), a hiperplasia de células endoteliais (KeE) e a citologia
endotelial (KxX) foram observadas esterometricamente em microscopio Optico em cortes
de 5 m do tecido tumoral mamario fixados em formaldeido, desidratados usando etanol e
xileno e embebidos em parafina, e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina,
utilizando um aumento de 400 vezes. A pontuacdo foi calculada como: MAGS = KnN +

KeE + KxX, onde as constantes sdo: Kn=1,Ke=3 e Kx =6.



26

A vasoproliferacdo (KnN) possui um valor maximo de 40, com N sendo o
nimero de capilares vistos sob o aumento de 400 vezes em cada campo. A hiperplasia de
células endoteliais (KeE) possui valor maximo de 30, sendo E o numero de células
alinhadas na se¢do transversal do capilar, com valor maximo de 10. A citologia endotelial
(KxX) possui um valor maximo de 30; X possui um valor entre 0 e 5 indicando a aparéncia
histologica das células endoteliais na zona de hiperplasia, sendo 0 = célula endotelial
normal; 1 = célula aumentada, 57 mas com nucleo normal e claro; 2 = célula aumentada,
mas com nucleo claro e proeminente; 3 = célula com nucleo grande e hipercromatico; 4 =
células endoteliais “bizarras”; 5 = células que se apresentem como figura mitotica. A
gradacdo MAGS calculada por esta formula varia entre 0 e 100, em valores arbitrarios. Os
resultados foram expressos em média = desvio-padrao em valores arbitrarios, obtidos de
pelo menos 5 campos aleatdrios em cada uma das laminas de 3 animais de cada grupo de

estudo.

4.15 Determinac¢ao da presenca de mitoses

A ocorréncia de mitoses foi observada estereometricamente em microscopio
optico em cortes de 5 um do tecido tumoral mamario fixados em formaldeido, desidratados
usando etanol e xileno e embebidos em parafina, e posteriormente corados com
Hematoxilina e Eosina, utilizando um aumento de 400 vezes. Os resultados foram
expressos em média + desvio-padrao do numero de células em mitose em 5 campos

aleatorios de cada animal, em 3 animais de cada grupo de estudo.
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4.16 Determinaciao de Bcl-2

Metodologia baseada em LeBlanc et al. (2005). Cortes histologicos dos tumores
(4 um) de cada grupo foram utilizados para ensaios de imunofluorescéncia. Os tecidos
foram fixados em formaldeido, desidratados usando etanol e xileno e embebidos em
parafina. As células tumorais entdo foram marcadas por imunofluorescéncia direta para
Bcl-2. Esta marcagdo foi realizada com anticorpos de camundongo anti-Bcl-2 marcados
com FITC diluidos em PBS/BSA 1%, aplicados ao tecido por 2 horas em temperatura
ambiente. As células fluorescentes foram contadas em 30 campos de visdo sob aumento de
1000 vezes utilizando microscopio de fluorescéncia. Os resultados foram expressos em
numero de células positivas a cada 100 células contadas, em 30 campos contados, sob

aumento de 1000 vezes em microscopio de fluorescéncia.

4.17 Deteminacao da inibicdo da producio de 6xido nitrico (NO)

O oxido nitrico, quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura, foi
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de 0,1% de
N-1-naphthyl-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solucdo de acido fosforico a 2,5%,
utilizando NaNO, como padrdao (GREEN et al., 1982). Os animais foram sacrificados como
descrito anteriormente. A suspensio celular foi ajustada a 5.10° células/mL em meio de
RPMI-1640-C, e foram distribuidos 100puL. dessa suspensdo celular em placas de 96
cavidades estéreis (Corning Inc.). Na placa foram adicionados 100uL da fracdo

terpenoidica ou de B-sitosterol + 100uL de uma solucao de LPS a 0,5 pg/mL como agente
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estimulante, 100uL de LPS a 0,5ug/mL + 100uL de células (controle positivo). Em outras
cavidades, foram adicionados 200uL de meio RPMI-1640-C a suspensao celular, como
controle de células (controle negativo). A placa assim constituida foi incubada por 24, 48 e
72 hs em estufa a 37 C com tensdo constante de CO, a 5% (Forma Scientific). Apds a
incubagdo, foram retiradas aliquotas de S50uL de cada amostra, transferidas para uma outra
placa e adicionados 50uL/cavidade de reagente de Griess. Apds 10 minutos a temperatura
ambiente, as placas foram lidas em espectrofotometro UV/visivel de microplacas
(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) com filtro de
540nm. As concentragdes de NO liberadas foram calculadas a partir de uma curva padrao
previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de nitrito de sdédio em
meio RPMI-1640. Os testes foram feitos em triplicata e os valores expressos em pumol de

NO/5.10° células.

4.18 Obtencao dos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos foram utilizados na determinacao
da inibicdo da producdo das citocinas IL-1, IL-12 e TNF-a. As células peritoneais foram
ajustadas a concentracdo de 5.10°élulas/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em
placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi
adicionado 1mL da suspensdo celular e as placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos
em estufa contendo tensdo constante de 7,5% de CO,. Apds esta incubacao, as células nao

aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640.
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Na avaliagdo da inibi¢do da produgdo das citocinas IL-1, IL-12 ¢ TNF-a foi
adicionado as células aderentes 1mL de RPMI-1640-C, ImL de FT, LP, LN, FR ¢ TX ¢
ImL de LPS a 0,5ug/mL aos macrofagos que ficaram aderidos a placa. Da mesma forma,
ImL de LPS a 0,5ug/mL + 2mL de RPMI-1640-C foi utilizado como controle positivo e
3mL de RPMI-1640-C como controle de negativo.

Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa com tensdo
constante de 7,5% de CO, por mais 24, 48 e 72 hs. Apos esta incubagdo, o contetido das
placas foi transferido para tubos do tipo eppendorfs que foram, em seguida, centrifugados a
7800 xg durante 10 minutos em centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C. Apos a
centrifugacdo, os sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados em tubos do tipo
eppendorfs e armazenados em freezer a -80° C até o momento da determinagdo das

citocinas através do teste imunoenzimatico, ELISA.

4.19 Determinacgao das citocinas IL-1, IL-12 e TNF-c.

As citocinas IL-1, IL-12 e TNF-a foram quantificadas nos sobrenadantes
obtidos das culturas de macrofagos através do teste imunoenzimatico ELISA de captura
para cada citocina (Pharmigen), de acordo com as instru¢des do fabricante. As microplacas
de poliestireno de 96 cavidades (Corning Inc., NY) foram adsorvidas com um anticorpo de
captura anti-IL-1, IL-12 e TNF-a de camundongo purificado obtido em ratos, na
concentracdo de 4ug/mL (100 uplL/cavidade) diluido em tampao PBS e incubado
“overnight” a temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solucdo salina

tamponada com fosfatos, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Apos a



30

lavagem, foram bloqueadas com 300 puL de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de
sacarose ¢ 0,5% de azida sodica) a temperatura ambiente por 60 minutos e lavadas trés
vezes com PBS-T. Foram adicionados a placa 100 uL da citocina padrao ou sobrenadantes
das culturas de células peritoneais de camundongos. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas quatro vezes com PBS/T. Em seguida,
foram adicionados 100 pL/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra anti-IL-1, IL-12 e
TNF-a de camundongo marcado com biotina na concentragdo de 400 ng/mL em diluente de
reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em tampao Tris-NaCl). As placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 120 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-T, sendo entdo
adicionados 100 pL. do conjugado peroxidase-streptavidina diluido em PBS/BSA e
incubadas novamente a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds esse processo, as
placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e 100 puL do substrato (10mM de tampao
citrtato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina [SIGMA] e 1,2 mM de H,0,)
foram adicionados a cada cavidade. A reagdo foi interrompida adicionando-se 50 uL de
H,SO4 2N. A absorvancia foi lida a 450nm em espectrofotometro UV/Visivel de
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) e as
concentragdes das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva padrao previamente
estabelecida com quantidades conhecidas de IL-1, IL-12 e TNF-a padrdo. Os testes foram

realizados em triplicata e os resultados expressos em picogramas/mL.



4.20 Analise dos Resultados

A anélise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se andlise de variancia (ANOVA) com determinagao
do nivel de significancia para p<0.05, e através de comparacdes multiplas pelo teste de
Tukey. Todos os experimentos foram realizados usando seis animais e cada determinagdo

foi executada em triplicata. Os graficos foram confeccionados por intermédio do programa

estatistico ORIGIN 5.0.

Determinacao da citotoxicidade in vitro de FT, LP,LN,FR ¢
TX em macrofagos, linfécitos e células LM3

Determinagao concentragao de tratamento in vivo

Indugao dos tumores e tratamento

g

Andlises histologicas

i

Ll

Ensaios imunologicos

g

Avaliagao de Mitose,
Angiogénese, Bcl-2

Determinacao da
inibi¢do de NO, TNF,
IL-1 e IL-12

Figura 1: Fluxugrama das atividades desenvolvidas
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5. RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular de macrofagos, linfocitos e LM3

Os resultados iniciais deste estudo indicaram as concentracdes ideais das
substancias estudadas para o tratamento dos animais portadores de tumor. Estas devem ser
indcuas as células imunolodgicas e citotdoxicas ao tumor.

Desta maneira, podemos destacar na Figura 2 e Tabela 1, que a substancia FT
praticamente ndo apresentou toxicidade aos macrofagos (viabilidade variando de 80.15 a
98.31%, nas diferentes concentragdes) e linfocitos (100% de viabilidade em todas as
concentragdes). Por outro lado, a mesma substincia apresenta alta toxicidade as células

tumorais (viabilidade variando de 0 a 64.37%, nas diferentes concentragdes).
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Figura 2: Viabilidade de macréfagos, linfocitos e células LM3, frente a exposicdo a FT
obtida a partir do extrato cloroféormico de Qualea multiflora. As células foram incubadas
com as diferentes concentragdes 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 e 2mg/mL de FT e apenas meio de
cultura RPMI-1640-C (Controle Negativo) pelo periodo de 48hs em estufa de CO, a 37°C. A

viabilidade do controle negativo foi considerada 100%.
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Tabela 1: Viabilidade de diferentes tipos celulares frente & FT em diversas concentragdes.

FT Macrofago Linfécito LM3
2 mg/mL 97.98 +£7.95 99.32 + 8.45 0.00 £ 0.00%**
1 mg/mL 98.31 +£5.24 98.99 + 3.96 8.22 +].35%**
0.5 mg/mL 85.12+6.47 * 99.31 +6.14 34.34 £2.67***
0.25 mg/mL 83,15+ 5.77 * 99.97 +2.48 48.34 £2.15%**
0.125 mg/mL 83,15+491 * 98.64 + 5.44 54.51 £3.47%**
0.0625 mg/mL 80.47 £3.83 ** 99.14 +7.37 64.37 £3.33%**
Controle Negativo 100 100 100

Avaliacdo apdés 48 horas de incubagdo. Cada valor referente aos linfocitos e macréfagos

representa a média + desvio-padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores

referentes as células LM3 representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em

triplicata.

*#% p<0,001 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.

** p<0,01 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.

* p<0,05 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.




35

Na figura 3 e Tabela 2 podemos observar que LP apresentou pouca toxicidade
aos macrofagos (viabilidade celular variando entre 65,25 e 99,49%), consideravel
toxicidade aos linfocitos nas concentragdes mais elevadas (23,53 - 100% de viabilidade) e

alta toxicidade as células LM3 em praticamente todas as concentragdes (5,24 — 68,31%).
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Figura 3: Viabilidade de macrofagos, linfocitos e células LM3, frente a exposi¢io a LP,
um dos constituintes de FT. As células foram incubadas com as diferentes concentracdes
0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 e 2mg/mL de LP e apenas meio de cultura RPMI-1640-C (Controle

Negativo) pelo periodo de 48hs em estufa de CO;, a 37°C. A viabilidade do controle negativo

foi considerada 100%.
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Tabela 2: Viabilidade de diferentes tipos celulares frente a LP em diversas concentragdes.

LP Macrofago Linfécito LM3
2 mg/mL 65.25 £ 2.65%** 23.53 £ 1.67%** 5.24 + 0.89%**
I mg/mL 88.64 + 6.37 4438 4 2.94%** 6.99 + 0.97***
0.5 mg/mL 89.31 £6.11 93.70 £ 6.91 18.34 & 2.54%**
0.25 mg/mL 95.78 £5.55 98.21 +5.81 34.30 +£ 1.97%**
0.125 mg/mL 99.49 +6.91 99.31 +6.47 56.11 + 3.75%%*
0.0625 mg/mL 99.17 + 8.62 99.14 +7.28 68.31 £ 6.71%**
Controle Negativo 100 100 100

Avaliacdo apdés 48 horas de incubagdo. Cada valor referente aos linfocitos e macréfagos
representa a média + desvio-padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores

referentes as células LM3 representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em

triplicata.

*#% p<0,001 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.
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A substincia FR (Figura 4, Tabela 3) apresentou baixa toxicidade aos
macrofagos (viabilidade celular variando de 53.14 - 98.47%), praticamente nenhuma
toxicidade aos linfocitos (98.31 - 99.96%) e moderada citotoxicidade a linhagem celular

LM3 (18.24 - 40.21%).
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Figura 4: Viabilidade de macrofagos, linfocitos e células LM3, frente a exposicao a FR,
um dos constituintes de FT. As células foram incubadas com as diferentes concentracdes
0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 e 2mg/mL de FR e apenas meio de cultura RPMI-1640-C (Controle
Negativo) pelo periodo de 48hs em estufa de CO;, a 37°C. A viabilidade do controle negativo

foi considerada 100%.
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Tabela 3: Viabilidade de diferentes tipos celulares frente & FR em diversas concentragdes.

FR Macrofago Linfécito LM3
2 mg/mL 53.14 + 3.36%** 98.31 +£2.54 18.24 £ 0.99%**
I mg/mL 75.25 £ 4.48%** 98.99 £ 6.71 25.13 £ 1.37%%*
0.5 mg/mL 88.91 £3.91 99.31 + 3.86 32.08 £ 6.81***
0.25 mg/mL 90.24 + 7.84 99.10 +2.99 34.48 + 3.64***
0.125 mg/mL 91.24 £5.75 99.16 = 5.94 37.83 +£ 5.87***
0.0625 mg/mL 98.47 +£6.16 99.86 + 7.33 40.21 £7.19%**
Controle Negativo 100 100 100

Avaliacdo apds 48 horas de incubagdo. Cada valor referente aos linfocitos e macréfagos

representa a média + desvio-padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores

referentes as células LM3 representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em

triplicata.

*#%p<0,001 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.
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A substancia LN (Figura 5, Tabela 4) apresentou pouca citotoxicidade aos
macrofagos (viabilidade variando de 87,56 a 99,98 %,) e praticamente nenhuma toxicidade
aos linfocitos (variagao de 97,34 a 99,35 %,). Por outro lado, a mesma substancia apresenta

alta toxicidade as células tumorais (viabilidade variando de 32,51 a 93,82 %,).
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Figura S: Viabilidade de macrofagos, linfocitos e células LM3, frente a exposi¢cio a LN
obtida a partir do extrato cloroformico de Qualea multiflora. As células foram incubadas
com as diferentes concentracdes 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 e 2mg/mL de LN e apenas meio
de cultura RPMI-1640-C (Controle Negativo) pelo periodo de 48hs em estufa de CO, a 37°C.

A viabilidade do controle negativo foi considerada 100%.



43

Tabela 4: Viabilidade de diferentes tipos celulares frente 8 LN em diversas concentragoes.

LN Macrofago Linfécito LM3
2 mg/mL 99,98 + 2,35 99,35+ 3,54 32,51 + 1,89%**
1 mg/mL 96,19 + 4,54 97,34 + 8,68 40,04 £ 2,87%**
0,5 mg/mL 93,14+ 6,16 98,68 + 4,33 84,41 + 6,13**
0,25 mg/mL 94,33 + 1,89 98,97 +£2,71 86,59 + 4,64**
0,125 mg/mL 88,04 & 3,74%* 99,19 + 2,87 88,03 + 7,99**
0,0625 mg/mL 87,56 +4,91%* 98,99 + 7,36 93,82 +£3,28
Controle Negativo 100 100 100

Avaliacdo apdés 48 horas de incubagdo. Cada valor referente aos linfocitos e macréfagos

representa a média + desvio-padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores

referentes as células LM3 representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em

triplicata.

*#% p<0,001 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.

** p<0,01 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.
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Quando observamos os resultados referentes a droga padrio TX, na Figura 6 e
Tabela 5, notamos que esta substincia apresenta consideravel toxicidade aos macrofagos
(viabilidade variando de 22.87 — 98.91%), nenhuma toxicidade aos linfocitos (98.65 — 99.86%)
e média toxicidade as células tumorais LM3 (54.39 — 56.63%). Podemos ressaltar ainda, a alta
toxicidade desta substancia aos macrofagos em concentragcdes mais elevadas, nas quais as
concentragdes de 2 ¢ Img/mL apresentaram respectivamente viabilidade de 22.87 e 30.41%,

além da linearidade da atividade citotoxica contra as células LM3, cuja viabilidade variou entre

54.39 — 56.63%.
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Figura 6: Viabilidade de macrofagos, linfocitos e células LM3, frente a exposicao a
droga padriao TX. As células foram incubadas com as diferentes concentragdes 0.0625,
0.125, 0.25, 0.5, 1 e 2mg/mL da droga padrdo TX e apenas meio de cultura RPMI-1640-C

(Controle Negativo) pelo periodo de 48hs em estufa de CO, a 37°C. A viabilidade do controle

negativo foi considerada 100%.
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Tabela 5: Viabilidade de diferentes tipos celulares frente & TX em diversas concentragdes.

TX Macrofago Linfécito LM3
2 mg/mL 22.87 + 3.94%** 98,65 + 6.81 54,394 3.84%**
I mg/mL 30.41 £2.67*** 98,67 + 8.66 54,43 £ 4 27%%*
0.5 mg/mL 85.64 + 8.37 98,99 + 8.47 56,13+ 3.99%**
0.25 mg/mL 98.91 +5.70 98,95 +8.19 54,614 3.76%**
0.125 mg/mL 98.76 = 8.33 99,34 + 7.58 56,20+ 5.80%**
0.0625 mg/mL 98.54 £ 791 99.86 + 5.84 56,63+ 2.87%**
Controle Negativo 100 100 100

Avaliacdo apds 48 horas de incubagdo. Cada valor referente aos linfocitos e macrdfagos

representa a média + desvio-padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores

referentes as células LM3 representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em

triplicata.

*#%p<0,001 quando comparada ao controle negativo (somente células) que equivale a 100% de

viabilidade.
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5.2 Determinacio do volume e inibi¢do tumoral

Na figura 7, os animais dos grupos que receberam o tratamento com os
derivados de Q. multiflora, FT (76,9 + 4,06%), LP (61,05 + 4,72), LN (83,2 £ 6,31) e FR
(88,2 = 7,04) tiveram uma maior inibi¢ao do crescimento tumoral em relagdo ao grupo que

recebeu a droga padrdo TX (57,89 + 3,31).
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Figura 7: Inibicdo do crescimento tumoral apés o tratamento com FT, LP, LN, FR e
TX. Os tumores dos animais dos grupos FT, LP, FR e TX foram extraidos ao término do
tratamento, pesados e medidos para calculo do volume tumoral. A partir destes resultados,
foi calculada a porcentagem de inibi¢do do crescimento tumoral de cada grupo tratado
quando comparado ao tratamento apenas com solucao salina PBS. O valor ¢ expresso em

média + desvio padrao.
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5.3 Analise macroscopica e microscopica do tumor

Foi observado macroscopicamente que o tumor ¢ eliptico e pode crescer
aderindo-se ao musculo da pata traseira do animal ou de forma mais isolada em relacdo a
este, invadindo-o ou sem penetrar a musculatura. Exteriormente, tende a apresentar cor
esbranquicada ou amarelada, com grande presenca de vasos sanguineos. Em seu interior,
apresenta regides centrais de coloracdo mais arroxeada e, as vezes, forma-se uma pequena
cavidade contendo liquido escuro.

Microscopicamente, todos os tumores, independentemente do tratamento
realizado, apresentam regido central com presenga notavel de extensa area acidofilica de
necrose (Figura 8, A) e na periferia, células tumorais viaveis com grande quantidade de
vasos sanguineos. Na regido periférica, o tumor contém células atipicas, com diferenca no
tamanho celular, no tamanho dos nucleos e na intensidade de coloragdo do citoplasma
(Figura 8, B). Além disto, estas células apresentam aumento no numero de nucléolos. Ha
presenca de mitoses em diversas regides. Em algumas areas dos tumores ocorre grande
infiltrado inflamatoério, com maior presenga de neutrofilos na regido central € com a

ocorréncia de poucos macréfagos na periferia.
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Figura 8: Microscopia tumoral. Coloracdo de hematoxilina/eosina (H/E), aumento de
400x.

A) Regido central tumoral com extensa area de necrose (tratamento com PBS). B) Células
atipicas, com diferenga no tamanho celular, no tamanho dos nucleos e na intensidade de

coloracdo do citoplasma (tratamento com PBS).

5.4 Determinacio da presenca de mitose

Quando comparada a quantidade de células em mitose em cada tumor (Figuras 9
e 10), observa-se que todos os grupos tratados apresentaram menor quantidade de mitose
/campo quando comparados com o tratamento com salina PBS (1,9 = 0,8). No entanto,
entre os tratamentos, os derivados de Q. multiflora, FT (0,7 = 0,22), LP (1,15 + 0,56), LN
(0,84 = 0,09) e FR (0,85 + 0,15) apresentaram menos mitoses/campo relativamente ao

tratamento com a droga padrao TX (1,65 + 0,61).
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v

Figura 9: Mitose em células tumorais. As ldminas histologicas foram coradas com
hematoxilina e eosina (H/E) e observadas sob aumento de 400x. As setas indicam células

em mitose.
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Figura 10: Quantidade de células em mitose nos tumores tratados com FT, LP, LN,
FR, TX e solu¢ao salina PBS. As células em mitose foram contadas em laminas coradas
com hematoxilina e eosina. Os resultados foram expressos como a média + desvio-padrao
em numeros absolutos, obtidos de pelo menos 5 campos aleatorios em cada uma das
laminas de 3 animais de cada grupo de estudo.

*#% p<0,001 quando comparada ao tratamento com salina (PBS)

** p<0,01 quando comparada ao tratamento com salina (PBS)

* p<0,05 quando comparada ao tratamento com salina (PBS)
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5.5 Grau de Angiogénese Tumoral

Os resultados do grau de angiogénese tumoral (Figura 11 e Figura 12)
mostraram que ndo houve diferenca significativa no grau de angiogénese dos tumores
tratados com FT (9,73 + 4,62), LP (8,69 +3,84), LN (8,95 £+ 2,94) ¢ FR (9,90 £ 2,11),
comparativamente ao tratamento com solucdo salina PBS (10,89 + 3,21). No entanto,
quando se compara estes tratamentos com a droga padrio TX, observa-se o aumento

expressivo do grau de angiogénese nos tumores tratados com TX (19,68 + §,94).

v Y, IV

Figura 11: Avaliacdo da angiogénese tumoral. Coloracdo de hematoxilina e eosina
(H/E). A) Vasos em um tumor tratado com LP no aumento de 100x. B) Vaso hiperplasico

em tumor tratado com TX em aumento de 1000x. Setas indicando vasos.
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Figura 12: Grau de angiogénese tumoral dos tumores tratados com FT, LP, LN, FR,
TX e solu¢do salina PBS. O grau de angiogénese foi determinado em laminas coradas com
hematoxilina e eosina através do Sistema de Gradacdo para Angiogénese por Microscopia
(MAGS). Os resultados foram expressos como a média + desvio-padrdo em valores
arbitrarios, obtidos de pelo menos 5 campos aleatérios em cada uma das laminas de 3
animais de cada grupo de estudo.

* p<0,05 quando comparada ao tratamento com salina (PBS)
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5.6 Determinacio de Bcl-2

Os resultados referentes a determinacdo de Bcl-2 mostra pouca marcagdo para
esta molécula de superficie com resultados inferiores a 10% (Figura 13). No entanto ¢
possivel observar na figura 14 que os tumores controles tratados com PBS apresentam

maior presenca desta marcagdo quando comparado com todas as outras amostras testadas.

A B
Figura 13: Bcl-2 por imunofluorescéncia do corte histologico de tumores tratados com
derivados de Q. multiflora A) Células marcadas com FITC, em corte histologico de tumor
tratado com FR em aumento de 1000x. B) Células marcadas, em corte histologico de tumor

tratado com TX em aumento de 1000x.
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Figura 14: Presenca de Bcl-2 em corte histolégico dos tumores tratados com FT, LP,
LN, FR, TX e solucao salina PBS. A molécula de superficie Bcl-2 foi determinada através
da técnica de imunofluorescéncia. Os resultados foram expressos em células marcadas/100
células contadas, obtidas em pelo menos 30 campos aleatorios em cada uma das laminas de
3 animais de cada grupo de estudo.

*** p<0,001 quando comparada ao tratamento com salina (PBS)
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5.7 Determinacao da inibicio de NO

Na avaliagdo da atividade inibitéria de NO em macréfagos peritoneais de
camundongos portadores de tumor, podemos verificar que FT (97,93%) e seus constituintes
LN (87,24%) e FR (89,45%) apresentaram uma expressiva inibi¢do deste mediador
imunologico (Figura 15). LP, apesar de ndo apresentar uma resposta tdo proeminente,
também apresentou importante atividade inibitdria da producdo de NO com valor de 68,24
%. Por outro lado, de maneira oposta aos derivados de Q. multiflora, a droga padrao TX
ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibi¢do da producdo de NO pelos macréfagos

peritoneais.
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Figura 15: Inibicdo da produc¢io de oOxido nitrico em macrofagos peritoneais
estimulados com LPS e expostos a TX, FT, LP, LN e FR obtidos a partir do extrato
cloroformico de Q. multiflora. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as
diferentes concentragdes dos compostos + LPS (0,5 pg/mL), somente LPS (0,5 pg/mL) ou
somente células, durante o periodo de 48 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra
representa a média e desvio padrao de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada

determinagao foi realizada em triplicata.
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5.8 Determinacio da inibicio de TNF-a

Na determinagdo da atividade inibitdria da produg¢do de TNF-a em macrofagos
peritoneais de camundongos portadores de tumor, ¢ possivel observar que FT (95,99%) e
seu constituinte FR (82,42%) apresentaram uma intensa inibicdo deste mediador
imunologico (Figura 16). LN e LP, apesar de ndo apresentarem uma resposta tao
proeminente, também apresentou importante atividade inibitéria da produg¢do de TNF-a
com valores de 70,42% e 71,24%, respectivamente. Por outro lado, de maneira oposta aos
derivados de Q. multiflora, a droga padrao TX nao apresentou nenhum efeito (0%) sobre a

inibi¢do da producdo de TNF-a pelos macrofagos peritoneais.
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Figura 16: Inibicdo da producio de TNF-0 em macrofagos peritoneais estimulados
com LPS e expostos a TX e FT, LP, LN, FR obtidos a partir do extrato cloroformico
de Q. multiflora. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes
concentragdes dos compostos + LPS (0,5 pg/mL), somente LPS (0,5 pug/mL) ou somente
células, durante o periodo de 48 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra representa a
média e desvio padrao de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagao foi

realizada em triplicata.
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5.9 Determinacio da inibicao de IL-1

Observando a Figura 17, referente a atividade inibitdria da produgdo de IL-1 em
macrofagos peritoneais de camundongos portadores de tumor, ¢ possivel notar que FR
apresentou a maior inibicdo da producdo desta citocina (60,25%). FT (51,20%), LN
(48,43%) e LP (45,43%) apresentaram valores semelhantes de atividade inibitoria desta
citocina. Mais uma vez, de maneira oposta aos derivados de Q. multiflora, a droga padrao
TX nao apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibicdo da produgdo de IL-1 pelos

macrofagos peritoneais estimulados com LPS.
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Figura 17: Inibicao da producio de IL-1 em macrofagos peritoneais estimulados com
LPS e expostos a TX e FT, LP, LN e FR obtidos a partir do extrato cloroféormico de Q.
multiflora. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes concentragdes
dos compostos + LPS (0,5 pug/mL), somente LPS (0,5 pg/mL) ou somente células, durante
o periodo de 48 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra representa a média e desvio
padrao de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagao foi realizada em

triplicata.
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5.10 Determinac¢io da inibicao de 1L-12

Na figura 18, podemos notar que todos os derivados de Q. multiflora
apresentaram grande atividade inibitoria da produ¢do de IL-12. Esta atividade variou de
86,99 %(LN) a 96,59 % (FT). Por outro lado, a droga padrao TX ndo apresentou nenhum
efeito (0%) sobre a inibicdo da produgdo de IL-18 pelos macrofagos peritoneais

estimulados com LPS.
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Figura 18: Inibicdo da producio de IL-12 em macrofagos peritoneais estimulados com
LPS e expostos a TX e FT, LP, LN e FR obtidos a partir do extrato cloroféormico de Q.
multiflora. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes concentragdes
dos compostos + LPS (0,5 pug/mL), somente LPS (0,5 pg/mL) ou somente células, durante
o periodo de 48 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra representa a média e desvio
padrao de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagdo foi realizada em

triplicata.
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6. DISCUSSAO

O uso de plantas como medicamento tem aumentado dia a dia em todo o mundo e
essa realidade também ¢ bastante visivel no Brasil. Por diversos motivos, sejam de ordem
médica, social, cultural, econdomica ou filosofica, as plantas medicinais tém sido opgao
terapéutica para uma parcela crescente da populagdo brasileira, rural ou urbana que utiliza
medicamentos produzidos pelas industrias farmacéuticas, fitoterapicos produzidos por centenas
de entidades e organizagdes ndo governamentais, programas de prefeituras municipais € governos
estaduais. No entanto, nos Ultimos vinte anos no Brasil, pais com a maior diversidade vegetal do
mundo, o nimero de estudos sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente
(PLOTKIN, 1991; BRASIL, 1998; BRITO e BRITO 1993; MARTINEZ et al., 2010). Isso
mostra que em um pais biologicamente tao rico, mas com ecossistemas tdo ameacados, pesquisas
com plantas medicinais devem ser incentivadas (SANT’ANA & ASSAD, 2004; OLIVEIRA et
al., 2010; CONCEICAO et al., 2012).

Visando contribuir com estas pesquisas, o presente estudo objetiva descobrir
tratamentos alternativos contra o cancer de mama, através de uma atividade mais seletiva e
conseqiientemente menos agressiva aos pacientes. Para tanto, foram inicialmente realizados
ensaios de determinacdo da atividade citotoxica in vitro de FT e de seus constituintes LP, LN e
FR, além da droga padrao TX. Isto porque, para que uma droga seja classificada como seletiva, €
necessario que a mesma possua pouco ou nenhum efeito citotoxico contra células fisiologicas,
associado ao alto efeito toxico as células tumorais (MOLLINEDO et al., 2010; CHRESTA et al.,
2010; WANG et al., 2010; ISMAIL et al., 2010; SVENSEN et al., 2012).

Desta maneira, na Figura 2 e Tabela 1, observamos que FT possui alta seletividade in

vitro, uma vez que, principalmente nas concentragdes de 2 e lmg/mL, praticamente nao
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apresentou atividade toxica contra os macrofagos e linfocitos (respectivamente 97.98 e 99.32%
de viabilidade, na concentracdo 2mg/mL) porém, extrema atividade contra a célula tumoral (0%).
Mesmo em concentragdes mais baixas, FT apresenta baixa toxicidade para as cé€lulas
imunologicas, com importante atividade citotoxica. Um exemplo disto ¢ a toxicidade de FT na
concentracdo de 0.125mg/mL; nesta concentragdo macrofagos e linfocitos apresentaram
viabilidade de 80,15 e 98,64% respectivamente, enquanto que as células tumorais se mostraram
mais sensiveis a FT, com viabilidade de 54,51%. Com base nestas informag¢des, a concentragao
2mg/mL foi selecionada para o tratamento intratumoral dos animais portadores de tumor, uma
vez que apresenta atividade citotoxica seletiva a linhagem LM3.

Observando os resultados referentes a LP, notamos que este apresenta maior
toxicidade frente as células imunoldgicas, principalmente aos linfocitos e em concentragdes mais
elevadas, quando comparado a FT, mas por outro lado apresenta grande citotoxicidade as células
tumorais. Este fato pode ser observado na Figura 3, Tabela 2, na concentragdo de 2mg/mL, onde
macrofagos foram mais resistentes (65,25% de viabilidade) a exposicdo a LP que os linfocitos
(23,53%). No entanto, a partir de 0,5 mg/mL, notamos que a substancia perde a toxicidade as
células imunolodgicas, mantendo parte de sua atividade citotdxica a linhagem tumoral. Desta
maneira, a concentracdo de 0,5mg/mL foi selecionada aos tratamentos intratumorais com LP,
uma vez que apresenta baixa toxicidade aos macrofagos (89,31% de viabilidade) e linfocitos
(93,70%) e importante citotoxicidade (18,34%) a linhagem tumoral em estudo (Tabela 2).

De maneira semelhante a LP, FR também apresentou maior toxicidade as células
imunes, quando comparada a FT (Figura 4, Tabela 3). No entanto, esta citotoxicidade refere-se
apenas aos macréfagos, na concentragdo mais elevada (2mg/mL), apresentando viabilidade de
53,14%. Nesta concentracao, linfocitos e células LM3 apresentaram viabilidade de 98,31 e 18,

14%, respectivamente. Observando uma concentra¢ao inferior (1mg/mL), notamos que houve



68

uma acentuada diminui¢cdo de citotoxicidade da amostra frente aos macrofagos, mantendo a
inocuidade aos linfécitos e toxicidade as células tumorais. Com isto, elegemos 1mg/mL para o
tratamento dos animais portadores de tumor.

Por outro lado, observamos que LN possui alta seletividade (Figura 5, Tabela 4), uma
vez que, principalmente nas concentracoes de 2 e 1 mg/mL, praticamente nao apresentou
atividade toxica contra os macrofagos e linfocitos (respectivamente 99,98 + 2,35% e 99,35 +
3,54% de viabilidade, na concentracdo 2mg/mL) porém, significativa atividade contra a célula
tumoral (32,51 £+ 1,89%). Com base nestas informagdes, a concentracdo 2mg/mL foi selecionada
para o tratamento intratumoral dos animais portadores de tumor, uma vez que apresenta excelente
atividade citotoxica seletiva a linhagem LM3.

Foi também avaliado neste estudo, o efeito citotdoxico de Paclitaxel (Taxol — TX),
uma droga isolada inicialmente a partir da arvore Taxus brevifolha, amplamente utilizada no
tratamento de diversos tipos de cancer, entre eles o de mama (BRIJNONE et AL., 2010; CESCA
et AL., 2010; VICARI et AL., 2010; LICHTMAN et al., 2012). Os resultados mostraram (Figura
6, Tabela 5) que a droga apresenta grande citotoxicidade aos macrofagos (viabilidade variando de
22,87 — 98,91%), nenhuma citotoxicidade aos linfocitos (98,65 — 99,86%) e linear toxicidade as
células LM3 (54,39 — 56,63%). Desta maneira, com base na Tabela 5, a concentracao
0,0625mg/mL foi eleita para o tratamento dos animais portadores de tumor considerando a
auséncia de toxicidade as células imune e a estabilidade de sua atividade citotoxica contra LM3.

Apesar de TX apresentar pouca citotoxicidade in vitro as células imunologicas nas
concentragdes mais baixas, ndo foram observados os efeitos esperados de acentuada toxicidade a
linhagem LM3, em nenhuma concentracdo. Com isto, estes resultados tornaram-se pouco
expressivos quando comparados aos resultados referentes aos derivados de Q.multiflora, uma vez

que, por exemplo, FT na concentracdo de 2mg/mL promoveu completa morte das células
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tumorais (0% de viabilidade — Tabela 1), enquanto que o efeito maximo de TX (Tabela 5), em
todas as concentragdes testadas, ndo ultrapassou 43,37 % de morte celular (56,63% de
viabilidade).

Com base nestes ensaios in vitro, observamos que FT apresentou a melhor atividade
citotoxica contra as células tumorais quando comparado as outras amostras testadas, mesmo
quando comparamos as substancias isoladas LP, LN e FR, constituintes de FT. Isto porque,
apesar de LP apresentar alta citotoxicidade as células LM3, o mesmo foi bastante toxico aos
linfocitos, nas maiores concentragdes (2 e Img/mL) (Figura 3). Nestas mesmas concentragdes,
FR apresentou significativa citotoxicidade aos macrofagos e moderada atividade toxica contra as
c€lulas tumorais (Figura 4). Por outro lado, LN ndo apresentou toxicidade as células
imunoldgicas (Figura 5), mas também ndo apresenta grande efeito antitumoral in vitro. De
maneira contraria, FT que possui em sua constituicio LP, LN e FR nao apresentou nenhuma
atividade citotdxica contra as células imune e excelente efeito citotoxico contra a linhagem LM3
(Figura 2), sugerindo a seletividade de sua citotoxicidade.

Em uma segunda etapa do projeto iniciou-se a avaliacdo da atividade antitumoral in
vivo das substancias estudadas. Assim, com base nas escolhas das concentragdes de tratamento
das substancias estudadas, foi iniciado o processo de implantacdo tumoral e tratamento destes
tumores. Ao término dos tratamentos, os animais foram sacrificados para que os tumores
pudessem ser extraidos, pesados e medidos. A partir destas aferi¢des foram alcangados os valores
de inibi¢ao do crescimento tumoral que descrevem uma incrivel atividade antitumoral in vivo dos
componentes de Q. multiflora quando comparados com a droga padrdo. Os animais dos grupos
que receberam o tratamento com os derivados de Q. multiflora, FT (76,9 = 4,06%), LP (61,05 +
4,72%), LN (83,2 + 6,31) e FR (88,2 £ 7,04%) tiveram uma maior taxa de inibicdo do

crescimento tumoral (Figura 7) em relacdo ao grupo que recebeu a droga padrao TX (57,89 +
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3,31%), quando comparados ao grupo controle tratado com salina (PBS). Estudos semelhantes
com a planta Citrus maxima mostrou que o tratamento dos tumores de Ehrlich com seu extrato
metanolico inibiu o crescimento tumoral indicando uma potencial atividade antitumoral
(KUNDUSEN et al., 2011). Outro estudo similar mostrou que os extratos etanolico e aquoso de
Dendrophthoe falcata apresentaram importante atividade inibitoria do volume tumoral mamario
murino com agdo comparavel a cisplatina (DASHORA et AL., 2011).

Frente a retirada dos tumores dos animais tratados, foram feitas analises
macroscopicas € microscopicas nos mesmos. Macroscopicamente, o tumor ¢ eliptico, tendendo a
apresentar cor esbranquicada/amarelada, com grande presenca de vasos sanguineos. No centro
tumoral ha presenga de liquido cistico, provavelmente derivado da necrose de células tumorais ¢
do acumulo de metabdlitos liberados pelas células circundantes, decorrente do crescimento
acelerado sem suporte nutricional adequado.

Microscopicamente (Figura 8), o tumor apresenta todas as caracteristicas esperadas
de uma neoplasia bem sucedida expandindo-se no hospedeiro. O tumor apresenta
hipercelularidade e contém células atipicas, com diferen¢a no tamanho celular e nuclear. Mitoses
podem ser observadas em diversas regides, indicando proliferacdo acentuada. Ha presenca
marcante grande quantidade de vasos sanguineos na area periférica. E conhecido pela literatura
que tumores autdlogos desenvolvem uma rede de vasos sanguineos desde seu inicio mais
precoce, acumulando estes capilares no centro do tumor (FOLKMAN, 2000). Diferentemente,
tumores transplantados, como € o caso do presente estudo, atraem a formacao de vasos através da
liberacao de mediadores soluveis, e estes vasos entdo crescem partindo da periferia para o centro
tumoral (LIN E POLARD, 2007).

Ao observarmos a quantidade de mitoses nos animais de todos os grupos

experimentais (Figura 9 e Figura 10), notamos que os grupos tratados com FT (0,7 = 0,22), LP
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(0,86 = 0,09) e FR (0,85 + 0,15) apresentaram menor quantidade de mitose por campo quando
comparados aos outros grupos LP (1,15 £+ 0,56), PBS (1,9 £ 0,8) e TX (1,65 + 0,61). Apesar de
todos os tratamentos serem diferentes estatisticamente do controle PBS, representando uma
diminui¢do de mitoses com os tratamentos estudados, a droga padrao TX tem a menor diferenca
estatistica (p>0,05) em relacdo ao grupo PBS, o que significa que TX ¢ mais uma vez inferior
quando comparado aos derivados de Q. multiflora. O estudo do efeito de tratamentos
antineoplasicos sobre a mitose celular vem sendo estudado como provavel mecanismo de agao.
Dentro deste contexto, um triterpeno da planta Boswellia serrata mostrou atividade antitumoral
in vivo com inibicdo das mitoses celulares nos camundongos portadores de tumor de Ehrlish
(AGRAWAL et AL., 2011). Outro estudo sugere que a atividade antitumoral de benzofuranos
derivados de plantas da familia Asteraceac pode ser em conseqiiéncia a sua influéncia no
processo mitdtico de células tumorais (ROMANO et AL,. 2011).

Para analisar o grau de angiogénese tumoral (Figura 11, Figura 12), foram observados
campos microscopicos em regides de centro e periferia do tumor. Nao houve diferenca no grau de
angiogénese entre os animais do grupo controle PBS (10,89 + 3,21) e aqueles que foram tratados
com derivados FT (9,735 + 4,62), LP (8,69 £3,84) e FR (9,90 + 2,11) de Q. multiflora. No
entanto, o tratamento com a droga padrdo TX (19,68 + 8,94) apresentou valores bem superiores
de grau de angiogénese quando comparado com o grupo controle PBS. A justificativa para este
acontecimento pode estar embasada no fato de que pequenas doses de TX podem estimular a
producao de COX-2 e com isso aumentar a angiogénese tumoral (SUBBARAMAIAH et al.,
2000; MERCHAN et AL., 2005).

Foram também realizados ensaios para a determinacdo de Bcl-2, uma molécula de
superficie celular, expressa em alguns tiposde célula para escapar da morte programada

(apoptose), indispensavel a contencao tumoral. Os resultados mostraram pouca marcagdo para
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esta molécula de superficie com resultados inferiores a 10% de células marcadas por campo
(Figura 13). No entanto, ¢ possivel observar na Figura 14 que os tumores controles tratados com
PBS apresentam maior presenga desta marcagdo quando comparado com todas as outras amostras
testadas. Uma vez que a expressao de Bcl-2 na superficie celular ¢ um mecanismo tumoral de
escape a morte programada (apoptose), ¢ sensato afirmar apartir dos resultados observados na
Figura 14 que todas as drogas testadas FT, LP, LN, FR e TX cumpriram seu papel antitumoral,
inibindo a superexpressao desta molécula nas células tumorais, deixando-as vulneraveis a
apoptose.

Além destes parametros tumorais foram também realizados testes para avaliar o efeito
modulatério das amostras estudadas sobre o sistema imunoldgico de animais portadores de
tumor. Assim, nos resultados referentes a producdo de NO, podemos verificar que FT (97,93%) e
seus constituintes LN (87,24%) e FR (89,45%) apresentaram uma expressiva inibi¢do deste
mediador imunologico (Figura 15). LP, apesar de ndo apresentar uma resposta tdo expressiva,
apresentou importante atividade inibitoria da produgao de NO com valor de 68,24 %. Por outro
lado, de maneira oposta aos derivados de Q. multiflora, a droga padrdo TX ndo apresentou
nenhum efeito (0%) sobre a inibi¢do da producdo de NO pelos macrofagos peritoneais. Diversos
estudos comprovam o efeito de TX sobre o microambiente tumoral através da estimulacdo da
producdo de NO e outros mediadores inflamatérios pelos macrofagos.

De maneira semelhante, na determinacao da atividade inibitéria da produgdo de TNF-
a, ¢ possivel observar que FT (95,99%) e seu constituinte FR (82,42%) apresentaram grande
inibicdo deste mediador imunolégico (Figura 16). LN e LP, apesar de ndo apresentarem uma
resposta tdo proeminente, também apresentou importante atividade inibitoria da produgdo de

TNF-a com valores de 70,42% e 71,24%, respectivamente. Mais uma vez, a droga padrao TX
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ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibi¢do da producdo de TNF-a pelos macréfagos
peritoneais.

Observando a Figura 17, referente a atividade inibitéria da producao de IL-1 em
macrofagos peritoneais de camundongos portadores de tumor, ¢ possivel notar que FR
apresentou a maior inibi¢do da produgdo desta citocina (60,25%). FT (51,20%), LN (48,43%) e
LP (45,43%) apresentaram valores semelhantes de atividade inibitéria desta citocina. Novamente,
a droga padrdo TX ndo apresentou nenhum efeito inibitorio sobre o sistema imune com (0)% de
inibi¢do de IL-1 pelos macréfagos peritoneais estimulados com LPS.

Verificando ainda os pardmetros imunoldgicos, podemos notar que todos os derivados
de Q. multiflora apresentaram grande atividade inibitoria da producgdo de IL-12, sendo a citocina
mais inibida pelas as amostras testadas. Esta atividade variou de 86,99 %(LN) a 96,59 % (FT).
Por outro lado, a droga padrao TX ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibicdo da
producao de IL-18 pelos macrofagos peritoneais estimulados com LPS.

Desta maneira podemos concluir que os derivados de Q. multiflora apresentam
caracteristicas anti-inflamatorias sobre os macrofagos e com isso favorecem a conteng¢do tumoral.
Isto porque a liberacdo excessiva de NO, TNF, IL-1 e IL-12 no microambiente tumoral ¢
considerada prejudicial a conten¢do do tumor uma vez que varios estudos vem mostrando seu
efeito no aumento da vascularizacdo tumoral e consequente metdstase além de outros
mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral (AMBS and GLYNN, 2011). Tanese e
colaboradores (2011) relacionaram a quantidade de NO no micoambiente tumoral do melanoma
com a progressao deste tumor e propdem a inibigdo da iINOS como alvo do tratamento dos
pacientes portadores de tumor. Apesar de inicialmente o TNF- ter sido documentado como um
mediador anti-tumoral, estudos mais recentes vém mostrando que esta molécula ¢ um dos

principais mediadore de inflamacdo relacionada a cancer e age como fator promotor de tumor
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TNF-o (WU e ZHOU, 2010). A producao de IL-1 também esta sendo relacionada a progressao
tumoral e vem sendo estudada como alvo da terapéutica no cancer de mama (HOU et al., 2011).
Outros estudos sugerem que a neutralizacao de IL-1 no sobrenadante do ambiente tumoral, inibe
a infiltracdo das células tumorais e a angiogénese através da inibicdo de 85% do fator de
crescimento endotelial tumoral (VEGF)(CARMI et al., 2009).

Por fim, na andlise da Tabela 6, que fornece uma visao geral dos efeitos dos diversos
tratamentos sobre varios parametros tumorais, podemos observar que FT, LN e FR apresentaram
o melhor desempenho no que diz respeito a taxa de inibicdo tumoral. Este dado soma-se ao fato
de que estas mesmas substancias também apresentaram a menor quantidade de mitoses por
campo. Contudo podemos sugerir que estes dois pardmetros tumorais podem estar relacionados
considerando que diversas drogas antitumorais possuem mecanismo de a¢do relacionado a
diminui¢do da taxa de mitose celular (AGRAWAL et al., 2011; PANDI et al., 2011; ROMANO
et al., 2011 ). Além dos bons resultados obtidos através do tratamento antitumoral com os
derivados de Q. multiflora referentes aos fatores tumorais histologicos podemos destacar também
o efeito anti-inflamatorio destas substidncias sobre os macrofagos através da inibicdo dos
mediadores pré-inflamatorios NO, TNF-a, IL-1, IL-12. Por outro lado, a droga padrao TX ndo
apresenta atividade inibitdria da producdo destes mediadores envolvidos na progressdo tumoral.

Conclui-se, portanto que os derivados de Q. multiflora possuem promissor efeito
antitumoral in vivo, apresentando grande inibicdo do volume tumoral e diminui¢do da taxa de
mitose celular, além de efeito anti-inflamatoria sobre macréfagos, superando os efeito da droga
Paclitaxel (TX) amplamente utilizada em tratamentos oncologicos. Estes resultados encorajam a
continuidade deste projeto, visando estudos mais aprofundados sobre os efeitos in vivo desta

planta no tratamento de tumor mamario murino.
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7. CONCLUSOES

- FT possui excelente atividade seletiva citotoxica in vitro a linhagem tumoral de mama
LM3, sem afetar a viabilidade das células imunologicas.

- Apesar de ser uma droga amplamente estudada e utilizada em tratamentos oncoldgicos, TX
ndo superou o efeito citotéxico dos derivados de Q. multiflora contra as cé€lulas LM3 in vitro.
Além disso, provocou considerdvel diminuicdo da viabilidade dos macréfagos em suas
concentracdes mais elevadas.

- FT, LP, LN e FR possuem expressiva atividade inibitéria do crescimento tumoral in vivo.

- LN e FR apresentaram os melhores resultados in vivo, entre os derivados de Q. multiflora.

- FT, LP, LN e FR apresentaram grande inibi¢do da produ¢do dos mediadores inflamatorios
envolvidos na carcinogénese NO, IL-1, IL-12 e TNF-a

- Em todos os parametros estudados (citotoxicidade in vitro, inibigdo tumoral, angiogénese e
mitose, atividade anti-inflamatoria), a droga padrdo TX apresentou resultados inferiores aos

derivados de Q. multiflora.
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