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RESUMO

O cancer de mama ¢ uma das maiores causas de morte dentre as mulheres, seguido pelo
cancer de colo de utero. Os tratamentos geralmente utilizados sdo extremamente
agressivos e na maioria das vezes causando efeitos deletérios as células do hospedeiro.
Os macrofagos sao as primeiras células a serem ativadas para participar de uma resposta
imunoldgica propriamente dita, sdo células capazes de secretar mais de cem produtos
biologicamente ativos, entre esses, espécies reativas de nitrogénio e citocinas que atuam
no contexto da resposta imunologica e/ou inflamatéria. Qualea grandiflora Mart (Q.
grandiflora) da familia Vochysiaceae ¢ uma planta do cerrado brasileiro, utilizada na
medicina popular no tratamento de ulceras, gastrites, amebiase, diarréia com sangue,
colicas intestinais e inflamag¢des. Estudos realizados anteriormente em nosso laboratorio
demonstraram que espécies de Qualea sp. apresentou atividade antitumoral in vitro
extremamente seletiva para tumor de mama murino (linhagem LM3) e ainda apresenta
caracteristicas anti-inflamatérias através da inibicdo expressiva da produgdo dos
mediadores imunologicos NO, IL-1 e IL-12 pelos macrofagos peritoneais murinos
ativados com LPS. A partir destes resultados, propusemos avaliar neste trabalho uma
forma alternativa de tratamento contra o cdncer de mama experimental empregando-se
um extrato bruto (EH), uma fracdo terpénica (FT) derivada do extrato hexanico de Q.
grandiflora e a substancia isolada B-sitosterol (BS), em modelo experimental de Ehrlich
concomitante a avaliagcdo dos efeitos imunoldgicos das substancias testadas, no animal.
Como droga padrao dos experimentos realizados, utilizou-se o Taxol® (Paclitaxel- TX).
Foi determinado in vitro a citotoxicidade celular de células do exsudado peritoneal de
camundongos e células tumorais de Ehrlich, apds incubagdo com os diferentes
tratamentos pela técnica de MTT, analise da angiogénese pela dosagem de VEGF, a
ocoréncia de apoptose nas células tumorais pelas técnicas de Tunel e Anexina V, assim
como, a inibicao de 6xido nitrico (NO) e das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6. Além
disso, foi determinado in vivo a taxa de inibi¢do tumoral e a andlise histoldgica através
de microscopia optica avaliando células que se encontravam em mitose € a angiogénese
pelo sistema de gradag¢do por microscopia MAGS. Os resultados demonstraram que EH,
FT, BS e TX apresentaram uma alta viabilidade frente aos macréfagos (93,58 + 5,98;
75,27 £ 2,78; 63,38 + 8,90; 78,76 £ 7,91% respectivamente) e um excelente efeito
citotoxico contra a linhagem tumoral testada (1,71+ 1,38; 35,56 + 3,78; 54,12 + 6,78;
46,32 + 2,36, respectivamente). Foram assim determinadas as concentracdes ideais de
tratamento de todas as substancias e posteriormente avaliada a angiogénese pela
dosagem de VEGF nas células tumorais de Ehrlich onde o EH, FT, BS nao
apresentaram uma producao significativa desta proteina (5000,3 + 8000,39 pg/mL,
5000,9 = 6000,34 pg/mL, 5000,6 + 2,42 pg/mL, respectivamente) quando comparada
com o controle negativo (2000, 8 + 5,23 pg/mL), diferente da droga padrao TX que
apresentou uma produ¢do equivalente a 17000,5 + 3,25 pg/mL de VEGF. Na detecgao
da apoptose houve maior quantidade de células em estagio apoptotico nos animais que
receberam o tratamento com EH, quando comparados com o controle PBS e a droga
padrao utilizada TX (73,9 £ 0,98 %; 20,0 = 1,78 %; 40,7 = 1,98 %) para anexina V e
(56,2 = 1,98 %; 7,4 + 0,74 %; 28,3 £ 0,74 %) para técnica do TUNEL, respectivamente.
Foi possivel observar ainda, em relagdo a atividade imunomoduladora das substancias
testadas, que estas apresentaram atividade inibitoria sobre os macrofagos, importante
assim, para a conten¢do tumoral, através da inibi¢do expressiva da producdo de NO e
das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 quando comparados com o controle positivo (LPS) e a
droga padrao TX. Nos testes in vivo, os resultados mostraram expressiva inibi¢do do
volume tumoral quando os animais foram tratados, variando de 91,44 (EH) a 61,3 (TX)



% de inibig¢do. A analise histologica tumoral demonstrou elevado pleomorfismo celular,
estroma escasso, infiltrado composto predominantemente por células mononucleares
além de numerosas figuras mitdticas em diversas regides. Quanto as analises sobre a
presenca do numero de mitoses por campo, houve significativa inibi¢do das mitoses
com os tratamentos realizados se comparado com o controle PBS. Por fim a
determinagdo da angiogénese nos tumores mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre a droga padrdo TX e os tratamentos com os derivados de Q. grandiflora, no
entanto os tumores tratados com o controle PBS apresentaram grande aumento de
proliferagdo de vasos se comparado as substancias testadas. Baseados nesses resultados
foi possivel verificar uma importante atividade anti-inflamatoria e antitumoral do uso
dos constituintes de Q. grandiflora frente a droga padrdo padrao TX, principalmente o
EH.

Palavras chave: Qualea grandiflora, cancer de mama, apoptose, angiogénese.



ABSTRACT

Breast cancer is a leading cause of death among women, followed by cervix cancer. The
treatments normally used are highly aggressive, and most often causing deleterious
effects on host cells. Macrophages are the first cells to be activated to participate in an
immune response itself, cells are able to secrete more than hundred biologically active
products, among these, reactive nitrogen species and cytokines that act in the context of
immune and / or inflammatory. Qualea grandiflora Mart (Q. grandiflora) family
Vochysiaceae is a plant of the Brazilian Cerrado, used in folk medicine in the treatment
of ulcers, gastritis, amebiasis, bloody diarrhea, intestinal cramps and inflammation.
Previous studies in our laboratory have shown that species Qualea sp. showed in vitro
antitumor activity extremely selective murine breast tumor (line LM3) and also has anti-
inflammatory characteristics by the significant inhibition of the production of immune
mediators NO, IL-1 and IL-12 by murine peritoneal macrophages activated with LPS.
From these results, we propose to evaluate this work an alternative form of treatment for
breast cancer by employing a crude extract (EH), a fraction terpene (FT) derived from
the hexane extract of Q. grandiflora and substance isolated B-sitosterol (BS) in an
experimental model of Ehrlich concomitant evaluation of the immunological effects of
the tested substances in the animal. As standard drug of experiments, we used Taxol ®
(Paclitaxel-TX). It has been determined in vitro cytotoxicity of peritoneal exudate cells
of mice and Ehrlich tumor cells after incubation with the different treatments using the
technique of MTT analysis of VEGF angiogenesis by measuring the ocoréncia
apoptosis in tumor cells by techniques Tunel and annexin V as well as the inhibition of
nitric oxide (NO) and TNF-q, IL-1, IL-12 and IL-6. In addition, it was determined the
rate of in vivo tumor inhibition and histological analysis by light microscopy assessing
cells that were arrested in mitosis and angiogenesis by microscopic grading system
MAGS. The results showed that EH, FT, BS and TX showed a high viability against
macrophages (93.58 + 5.98, 75.27 £ 2.78, 63.38 + 8.90, 78.76 + 7.91 respectively) and
an excellent cytotoxic effect against tumor cell line tested (1.71 + 1.38, 35.56 + 3.78,
54.12 £ 6.78, 46.32 £ 2.36, respectively). There were thus determined optimum
concentrations of all substances treatment and then held angiogenesis by VEGF dose of
the Ehrlich tumor cells where the EH FT BS showed no significant production of this
protein (5000.3 + 8.39 pg / mL, 5000.9 + 6.34 pg / mL 5000.6 + 2000.42 pg / ml,
respectively) when compared to the negative control (2000. 8 + 5.23 pg / ml) than the
standard drug TX who presented a production equivalent to 17000.5 + 3.25 pg / mL
VEGF. In the detection of apoptosis was greater amount of stage apoptotic cells in
animals that received treatment with EH compared to the PBS control and the standard
drugs used TX (73.9% + 0.98, 20.0 + 1.78%, 40.7 + 1.98%) annexin V and (56.2% +
1.98, 7.4 + 0.74%, 28.3 + 0.74%) for the TUNEL technique, respectively. It was
observed also in relation to the immunomodulatory activity of the tested substances
showed that these inhibitory activity on macrophages, which is important therefore to
contain tumor by significant inhibition of NO production and cytokine TNF-a, IL-1, IL-
12 when compared to positive control (LPS) and the drug default TX. In in vivo tests,
the results showed a significant inhibition of tumor volume when the animals were
treated with varying 91.44 (EH) to 61.3 (TX) % inhibition. Histological analysis
demonstrated high tumor cell pleomorphism, scant stroma, infiltrate composed
predominantly mononuclear cells and numerous mitotic figures in various regions. As
for the analysis on the presence of the number of mitoses per field, this showed
significant inhibition of mitosis with treatments performed compared with the PBS



control. Finally the determination of angiogenesis in tumors showed no statistical
difference between the TX and the standard drug treatments derivatives of Q.
grandiflora, however the tumors treated with PBS control showed a large increase in
vessel proliferation compared to the tested substances. Based on these results we
observed a significant anti-inflammatory activity and the use of antitumor constituents
of Q. grandiflora against standard drug TX standard, especially the EH.

Keywords: Qualea grandiflora, breast cancer, apoptosis, angiogenesis.
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1. INTRODUCAO

Uma das maiores causas de morte por cancer se deve ao cancer de mama, mais
comum do que o cancer de colo e de utero ¢ relativamente raro antes dos 35 anos, acima
desta faixa etaria sua incidéncia cresce rapida e progressivamente. Estatisticas indicam
aumento de sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em
desenvolvimento. No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), 52.680
novos casos de cancer de mama foram estimados para 2012 valendo para 2013, com um
risco de 52 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2013).

Diversos modelos experimentais, utilizando linhagens de células tumorais
humanas ou murinas, tém sido usados na pesquisa de novos medicamentos para o
tratamento dos mais diversos tipos de canceres, dentre eles o tumor de Ehrlich. (DAWE,
1982; MEl et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; SARASWATI et al., 2013).

Nos tratamentos geralmente utilizados incluem a cirurgia, radioterapia e a
quimioterapia que sdo extremamente agressivas podendo até mesmo provocar efeitos
deletérios as células do sistema imunologico essenciais ao desenvolvimento de uma
resposta imune efetiva (MALIK et al., 2009; FRAZIER et al., 2010). Desta maneira,
existe um interesse crescente na descoberta de novos medicamentos destinados ao
combate seletivo as cé€lulas tumorais associados a atividade imunomodulatoria
(ISRAILIDES et al., 2008; DOUKAS, et al., 2012; CARLI et al., 2013; QUILLES et
al., 2013).

Dados recentes expandiram o conceito de que a inflamagdao ¢ um componente
critico na progressdo de tumores, sendo o microambiente tumoral, contendo células
tumorais, estromais e leucocitos da linhagem mieldide e linfoide, um participante

indispensavel no processo neoplasico (DENARDO & COUSSENS, 2007). Nesse
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contexto, a resposta imunologica ¢ de fundamental importancia no desenvolvimento
e/ou erradicacao de tumores.

Sendo o grande alvo deste estudo, Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae),
popularmente conhecida como pau-terra, pau-terra-do-campo ou ariaud segundo
Lorenzi (2002) ¢ uma arvore do cerrado brasileiro de aproximadamente 12 metros de
altura, com caule de até 40 cm de diametro.

Estudos realizados em nosso laboratorio, financiados pelo tematico Biota-
FAPESP, através de triagem in vitro da atividade farmacoldgica do extrato cloroformico
de Qualea sp. mostraram que a planta apresenta caracteristicas anti-inflamatorias
através da inibicdo expressiva da producdo dos mediadores imunolégicos NO, IL-1 e
IL-12 pelos macrofagos peritoneais murinos ativados com LPS e apresenta potencial
toxico as células tumorais (CARLI et al., 2013).

A partir destes resultados, pretendemos dar continuidade ao estudo, através de
ensaios in vivo, utilizando modelo experimental de cancer de mama murino, tumor de
Ehrlich (FECCHIO et al., 1990, ROCHA et al.,, 2007; QUILLES et al., 2013),
administrando intratumoralmente extrato hexanico de Q. grandiflora (EH), fracao

terpénica (FT), B-sitosterol (BS) e a droga padrao Taxol (Paclitaxel- TX).
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1.1 Cancer de mama

De acordo com o a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que, no ano
2030 ocorrera 27 milhdes de novos casos de cancer, sendo 17 milhdes de mortes. No
Brasil, as estimativas para os anos de 2012 e 2013 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, sendo um total de 257.870 casos
novos para o sexo masculino e 260.640 para o sexo feminino. Confirma-se a estimativa
que o cancer da pele do tipo ndo melanoma (134.000 casos novos) sera o mais incidente
na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (60.000), mama feminina
(53.000), coélon e reto (30.000), pulmao (27.000), estomago (20.000) e colo do utero
(18.000) (INCA, 2013).

O cancer de mama, relativamente raro antes dos 35 anos de idade, podem levar
alteracdes na autoimagem, perda funcional, mudangas de nivel psiquico, emocional e
social nas mulheres acometidas por este (MAKLUF et al., 2006). A doenca muitas
vezes proporciona uma perda de papéis relacionada ao trabalho, a familia e a
sexualidade (REDIVO et al., 2008).

O cancer ¢ caracterizado por um actimulo de alteragdes genéticas, conferindo a
célula a propriedade de evasdo dos mecanismos de controle homeostaticos, garantindo
sua propria sobrevivéncia e proliferacio (HAHN & WEINBERG, 2002; LEROI et al.,
2003). Para o seu surgimento se faz necessario que ocorra todo um processo composto
de varias etapas, denominado carcinogénese. O processo de carcinogénese pode ser
dividido em quatro fases: iniciacdo, promoc¢ao, manutencdo e progressao (FARBER,
1984; CHAMMAS, 2005).

O tratamento primario do cancer de mama ¢ a mastectomia, intervengao
cirirgica que pode ser restrita ao tumor, atingir tecidos circundantes ou até a retirada da

mama, dos linfonodos da regido axilar e de ambos os musculos peitorais. Tratamentos
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complementares geralmente sdo necessarios, como a radioterapia, quimioterapia e
hormonioterapia 0 que aumenta a possibilidade de cura, e baseiam-se na busca por
destruicdo das células neoplasicas, que t€ém como caracteristica o fato de se dividirem
muito mais rapido que a maioria das células normais. Contudo, podem ocorrer efeitos
secundarios importantes naquelas células normais de crescimento rapido, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico, causando diarréia, nduseas,
vOmitos, alopecia e maior suscetibilidade as infecgoes (MALIK et al., 2009; FRAZIER
et al., 2010).

Devido a relativa semelhanga entre células malignas e normais do corpo, o
grande desafio para o tratamento de canceres ¢ a distingdo entre essas células, desta
maneira, existe um interesse crescente na descoberta de novos medicamentos destinados
ao combate seletivo as células tumorais (ISRAILIDES et al., 2008; DOUKAS, et al.,

2012; QUILLES et al., 2013).

1.2 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich foi descrito por Ehrlich em 1905 (EHRLICH & APOLANT,
1905) e classificado em 1906, como um adenocarcinoma mamario espontaneo de
camundongo fémea. Inicialmente, o tumor foi mantido experimentalmente sob a forma
solida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932, com
Loewenthal & Jahn, descreveram pela primeira vez que células obtidas do tumor de
Ehrlich, quando implantadas na cavidade peritoneal de camundongos eram capazes de

crescer em suspensao e em fluido ascitico (LOEWENTHAL & JAHN, 1932).

Pode ocorrer na forma ascitica, quando as células tumorais sdo inoculadas
intraperitonealmente, ou na forma so6lida mediante inoculacdo das células tumorais no

subcutaneo, possibilita também a quantificagdo do numero de células aplicadas nos
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animais (GUERRA, 1983). Sendo assim, devido a suas caracteristicas e facil manuseio
experimental, o tumor de Ehrlich tem sido extensamente aplicado para a chamada
oncologia experimental, um ramo da oncologia dedicado ao desenvolvimento dos
chamados tumores transplantdveis ou transmissiveis, procurando melhorar o
conhecimento das neoplasias que afetam o homem e até mesmo os animais (DAWE,
1982;MElI et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; SARASWATI et al., 2013).

Este tumor tem sido utilizado como um modelo para varios estudos, tais como a
influéncia do estresse sobre cancer (PALERMO-NETO et al., 2001, PALERMO-NETO
et al., 2003), resposta imunoldgica ao tumor (SEGURA et al. 2000; PINTO, 2003),
efeito antiangiogénico e antiproliferativo (KUMAR et al., 2009; ISLAM, et al., 2012
CHOUGULE et al., 2013), marcadores de proliferacao celular (SILVA et al., 2006), na
avaliagdo do crescimento tumoral sob o efeito de toxinas (MADY, 2002), extratos
vegetais (RAJESHKUMAR et al, 2002; RADHIKA at al, 2012), drogas
antiinflamatérias e agentes proteicos (PAL et al., 2001; KAR et al, 2012),

neurotransmissores (MONSHKOV et al., 2013).

1.3 Resposta imunoldgica e evolu¢ao tumoral

O sistema imunologico tem um papel importante na prevengdo do
desenvolvimento tumoral, sendo capaz de reconhecer os antigenos tumorais,
promovendo a morte de células neoplésicas e rejeicdo tumoral (ABBAS et al., 2003).

A associagdo entre as células do sistema imune e o cancer ¢ conhecida ha
tempos, embora os mecanismos que envolvam tal interagdo ainda ndo estejam
completamente elucidados. Inicialmente, acreditava-se que os infiltrados de leucocitos
encontrados ao redor de neoplasias representavam uma tentativa do hospedeiro em

erradicar as cé€lulas neoplasicas. De fato, o extenso infiltrado de células matadoras
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naturais (NK- do inglés, Natural Killer) em canceres gastricos ou colorretais esta
associado a um melhor prognostico (COCA et al., 1997; ISHIGAMI et al., 2000).
Entretanto, estudos populacionais revelam que pacientes que mantém um estado
inflamatorio cronico apresentam maior risco de desenvolver cancer (KARIN &
GRETEN, 2005).

Acredita-se que o processo de eliminagdo do tumor compreende tanto a
imunidade inata quanto adquirida, formando um sistema integrado de defesas do
hospedeiro contra tumores, no qual diversas células e moléculas se relacionam
mutuamente. Quanto a imunidade celular, processo eficaz na destruicdo dos tumores, ¢
composta por células imunologicas que sdo capazes de liberar milhares de substancias
que tem como objetivo conter o processo inflamatdrio e/ou infeccioso (MILLS, et.al,
2004).

Dentre estas células os macréfagos desempenham papel chave na contencao do
agente agressor, sendo uma das principais células que compde o sistema imune inato.
Possui papel de destaque na imunidade inata, e se comportam como células
intermediadoras da imunidade inata e adaptativa. Em particular, os macréfagos sao
responsaveis pelo processamento e apresentacdo de antigeno as células T antigeno
especificas (IONTCHEVA et al., 2004; JOKE & KRAAL et al., 2012).

Sao células com extensa participacdo em eventos regulatorios, dentre eles a
promocao ou inibi¢do da inflamagdo, atuagdo no reparo e renovagao dos tecidos, acao
tumoricida e microbicida (KLIMP et al., 2002). Infiltrados de macréfagos sao
frequentemente observados nos tecidos neoplasicos, podendo destruir cé€lulas tumorais
através da produgdo dos intermedidrios reativos do oxigénio (ROIs) e do TNF-a,
quando ativados por diversos fatores, como os lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, e

citocinas (KLIMP et al., 2002).
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Enzimas como a o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel pela
producdo de 6xido nitrico (NO), através da conversdo de L-arginina em L-citrulina,
desempenha um papel central nas reagdes inflamatérias (MACMICKING et al., 1997).
Niveis elevados de iNOS promovem a carcinogénese, incuindo iniciagdo, promocgao,
progressao, metastase e angiogénese tumoral (GOCHMAN et al., 2012).

O microambiente tumoral estd imerso por citocinas que afetam a proliferacao e
diferenciagdo de células do sistema imune. Citocinas sdo peptideos enddgenos de
pequeno peso moleculares amplamente envolvidas na resposta imune. Estas moléculas
soluveis liberadas por linfécitos e células do sistema fagocitario, sdo essenciais na
comunicagdo intercelular ¢ em muitos processos fisioldgicos e fisiopatologicos. Elas
também modulam a inflamagdo e a imunidade regulando o crescimento e a
diferencia¢do de leucocitos e células nao leucocitarias (DUBIN et al., 2012). Além
disso, possuem um importante papel na patogénese de uma variedade de doencas
inflamatoérias e auto-imunes (SCHACHNA, 2004; DUBIN et al., 2012).

O TNF-a ¢ uma citocina que possui importantes efeitos biologicos em uma
variedade de células, efeitos na maioria relacionados a processos imunomodulatorios e
inflamatorios (CASALE et al., 1996) podendo induzir morte por necrose ou apoptose
em algumas células tumorais humanas primarias e em linhagens celulares tumorais
(PALLADINO et al., 2003).

A IL-1 ¢ produzida principalmente por mondcitos e macréfagos e possui uma
ampla gama de atividades bioldgicas, entre elas, o aumento da quimiotaxia de linfocitos
T e B, estimulagdo da sinteses de tromboxanos por neutréfilos e macréfagos e indugao
de proteinas de fase aguda (FALKOFF et al., 1983; TRINCHIERI, 2012). A IL-6, por
sua vez, ¢ uma citocina que funciona em ambas as imunidades adaptativa e inata. Esta

molécula ¢ sintetizada por fagdcitos mononucleares, células endoteliais vasculares e
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fibroblastos. Na imunidade inata, esta molécula estimula a sintese de proteinas de fase
aguda por hepatocitos contribuindo desta maneira com o efeito sistémico da
inflamacdo. Na imunidade adaptativa, esta estimula a diferenciacdo de linfocito B em
células produtoras de anticorpos (plasmocitos) (ABBAS et al., 2003; NAUGLER et al.,
2007).

A 1IL-12 ¢ uma citocina produzida por macrofagos e outras células
apresentadoras de antigeno em resposta a estimulacdo 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).
(TRINCHIERI & SCOTT, 1999; CHEN et al., 2012). Estimula a atividade antitumoral
in vivo em diversos modelos de tumores murinos, utilizando mecanismos efetores da
imunidade inata e adaptativa para mediar a resisténcia antitumoral (COLOMBO &
TRINCHIERI, 2002).

Assim, o estudo in vitro de macrofagos nos permite analisar os provaveis
mecanismos de defesa do hospedeiro para o controle e erradicagdo de doenga neoplasica
(GALDIERO et al., 2013; LAMEIJER et al., 2013).

Outro aspecto importante a ser analisado ¢ o efeito de substancias antitumorais
sobre a angiogénese, uma vez que os tumores apresentam vascularizacdo bastante
proeminente em relacdo aos tecidos normais. A angiogénese € a metastase tumoral sao
processos funcionalmente relacionados, pois ambos envolvem uma triade de eventos
fisiopatologicos: mobilidade celular, protedlise tecidual e proliferacdo celular, e ¢
controlada por diversos reguladores (PINHO, 2005).

Dentre os reguladores da angiogénese, o padrao de crescimento tumoral ¢
dependente do desenvolvimento de uma neovascularizacao especifica, a qual ocorre em

decorréncia de diversos fatores locais estimulantes de angiogénese como a hipoxia e a
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elevagdo de CO, ou o6xido nitrico, proteinas como VEGF (Fator de crescimento
endotelial vascular) e a enzima COX-2 (ciclooxigenase-2) (PINHO, 2005).

O VEGF assim como outros fatores, ¢ conhecido por possuir um papel central na
promo¢ao da angiogénese ¢ ¢ um dos mais potentes indutores de permeabilidade
vascular sendo 50.000 vezes mais potente que a histamina. Sua sintese e liberagdo
resultam em vasodilatagdo na rede vascular mais proxima e a permeabilidade vascular
aumenta a partir da formagao de fenestracdes nesta rede capilar que possibilita a fuga de
macromoléculas, proteinas e diversos fatores que retardam a absor¢do do edema
intersticial e transformam um estroma normalmente antiangiogénico em um ambiente
pro-angiogénico (HICKLIN, 2005).

Recentemente testes envolvendo drogas antitumorais com a propriedade de
inibir o VEGF, ou seu receptor, apresentaram resultados promissores destinados a
terapia oncologica como antiangiogénicos. Bates (2002) demonstrou que o incremento
da conducdo de fluidos ¢ mediado por aumento do influxo de calcio através da
membrana plasmatica possivelmente decorrente da ativagdo da oxido nitrico sintetase
(INOS) e pelo proprio VEGF, ja que inibidores da iNOS bloqueiam a permeabilidade
vascular em processos cronicos e agudos mediados por VEGF.

Embora o céancer exiba caracteristicas muito heterogéneas, todos os tumores
malignos adquiriram a propriedade de crescer além dos limites impostos as células
normais. A expansao clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da
sua capacidade proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose.
Portanto, apesar da enorme variabilidade de canceres, evidéncias demonstram que a
resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores

malignos (OKADA, et al., 2004; BUNDSCHERER, et al., 2013).
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Atualmente os tratamentos possuem baixa eficacia em virtude do mecanismo de
acao que as drogas supressoras possuem, inibindo o crescimento ou matando as células
malignas. A maior parte desses quimioterapicos sdo genotoxicos, produzindo dano ao
DNA e mutagdes, que podem induzir a formagdo de novas células neoplasicas. Os
principios ativos mais procurados sdo aqueles que induzem a apoptose, levando apenas
células malignas a morte (SUBHASHIN et al., 2005; SUK et al., 2013; WOZNIAK et

al., 2013).

1.4 Qualea grandiflora Mart.

As plantas medicinais correspondem as mais antigas fontes empregadas pelo
homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos, ou seja, a utilizacao de plantas
na prevengdo e/ou na cura de doengas € um habito que sempre existiu na histéria da
humanidade. Segundo Duarte (2005), os primeiros registros sobre a utilizacdo de
plantas medicinais ¢ datado de 500 a. C., no texto chinés que relata nomes, doses e
indicacdes de uso de plantas para tratamento de doengas. Outros registros foram
encontrados no manuscrito egipicio “Ebers Papirus”, de 1.500 a. C., em que continham
informacgdes sobre 811 prescrigdes e 700 drogas. E algumas dessas plantas ainda sdao
utilizadas, como Ginseng (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp. € Rheum palmatum
L., inclusive como matérias primas para industrias farmacéuticas.

O aumento do consumo de plantas medicinais estd provavelmente relacionado a
deterioragdo das condigdes econdOmicas nos paises do terceiro mundo (HERSCH-
MARTINEZ, 1995). Devido a este fator, as plantas medicinais continuam ocupando
lugar de destaque no arsenal terapéutico. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

estima que 80% da populagdo mundial usam recursos das medicinas populares para
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suprir necessidades de assisténcia médica privada (YUNES et al., 2001; DONG et al.,
2013; PECANAC et al., 2013).

Os estudos envolvendo plantas, principalmente a partir dos anos 80, tiveram uma
reorientacdo, inclusive no Brasil, devido ao surgimento de novos métodos analiticos de
alta tecnologia, os quais permitem isolar componentes presentes nas plantas mesmo que
em baixas quantidades (LIRA, 2007). O desenvolvimento de bioensaios simplificados,
novos métodos de screening, introducdo de testes in vitro que mimetizam situagdes
analogas in vivo, entre tantos outros, também determinaram o ressurgimento do
interesse na investigacdo de produtos naturais, perdido durante a década de 60, como
possivel fonte de novos protdtipos para industria farmacéutica (YUNES et al., 2001;
SCHENKEL et al., 2003).

O género Qualea ¢ constituido por arvores tipicas da zona tropical e distribuido
em, aproximadamente, 200 espécies, ocorre em toda a América tropical, desde o
Meéxico, passando pelo Peru e Guianas, e o Brasil onde trés espécies sao predominantes
no Cerrado: Qualea grandiflora, Qualea parviflora e Qualea multiflora, e sio
conhecidas popularmente como mandioqueira ou quaruba (CORREA, 1974).

As cascas, entrecascas e folhas de Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae),
popularmente conhecida como pau-terra, sdo usadas para limpeza de Ulceras externas,
como anti-inflamatorio e no tratamento de desordens gastrintestinais (ALMEIDA et al.,
1998) outros estudos indicam que esta age no sistema nervoso central, com agao
analgésica e se comporta como um anticonvulsivante (GASPI, et al., 2006). Hiruma-
Lima et al. (2006) relataram a presenca de terpendides, taninos, catequinas, quercetina e
outros polifendis no extrato alcodlico de cascas dessa espécie, o qual também

apresentou atividade antiulcerogénica.
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Q. grandiflora, ¢ uma arvore do cerrado brasileiro de aproximadamente 12
metros de altura, com caule de at¢ 40 cm de diametro. Foi estudada em projetos
tematicos BIOTA-FAPESP, apresenta folhas simples, opostas e rigidas com 10-14 cm
de comprimento. Sua ocorréncia abrange desde o Amazonas até Sdo Paulo, sendo
encontrada geralmente em terrenos altos, bem drenados e secos. Seu florescimento
ocorre nos meses de novembro-janeiro € a maturagdo dos frutos ocorre geralmente nos
meses de agosto-setembro, quando a planta estd quase totalmente despida de sua

folhagem (Figura 1) (LORENZI et al., 2002).

Figura 1: Arvore de Qualea grandiflora

Fonte: http://plantecerrado.webnode.com.br/products/pau-terra-grande-qualea-grandiflora

Viérias pesquisas vém sendo realizadas em nosso laboratério demonstrando os
efeitos desta planta avaliando a atividade farmacoldgica in vitro e in vivo de extratos de

Qualea sp. demonstrando que a planta apresenta caracteristicas anti-inflamatdrias e
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atividade inibitéria do crescimento tumoral frente a linhagem de cancer murino LM3
ativados com LPS (CARLI, et al., 2013).

Embora grandes avangos foram feitos no tratamento de cancer ao longo dos
ultimos 50 anos, continua sendo uma preocupagao de saude, por isso, grandes esforcos
tém sido voltados a favor da busca de novas abordagens terapéuticas. Desta maneira,
existe um interesse crescente na descoberta de novos medicamentos destinados ao

combate seletivo as células tumorais associado a atividade imunomodulatoria.
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2. OBJETIVOS
2.1 Gerais
Avaliar o efeito do extrato bruto hexanico (EH) e de sua fragdo terpénica (FT) e

como a substancia isolada B-sitosterol (BS) e Taxol® (Paclitaxel- TX), como droga

padrdo em modelo de cancer mamdrio murino, concomitante com a avaliacdo da

producdo de mediadores pro-inflamatorios no animal apds esses tratamentos.

2.2 Especificos

e  Obtenc¢do do extrato hexanico (EH) e fragdo terpénica (FT) de Q. grandiflora
Testes in vitro

e Determinar a viabilidade de células do exsudato peritoneal de camundongos e
células tumorais de Ehrlich, ap6s incubagdo com os diferentes tratamentos

e  Verificar a angiogénese pela presenga de VEGF na célula tumoral de Ehrlich pelo
teste imunoenzimatico ELISA

e Determinar a ocorréncia de apoptose em células tumorais frente as substancias
testadas pelas técnicas de Tunel e Anexina V

e Determinar a inibicdo de NO em sobrenadantes de culturas de células do exsudato
peritoneal de camundongos

e  Determinar a inibicao das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6 em sobrenadantes de
culturas de células do exsudato peritoneal de camundongos
Testes in vivo

e  Verificar o volume tumoral

e Avaliar a taxa de inibi¢do do crescimento dos tumores apds os diferentes
tratamentos

e  Avaliar nimero células em mitose

e  Avaliar nimero de células em processo de angiogénese



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento experimental

- Testes in vitro
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3.2 Obtencao do extrato bruto e fraciao terpénica de Qualea grandiflora.

As cascas de Q. grandiflora, foram coletadas em Pedro Afonso (Estado do
Tocantins, TO, Brasil), por Cristiano Borges Pereira em 25 de Outubro de 2003. O
voucher da espécie foi identificado por Dr. S. F. Lolis, no herbério pertencente a
UNITINS (Fundagdo Universidade do Tocantins) sob o n° 3379.

O preparo de EH e FT obtida de Qualea grandiflora foi realizado, no Instituto de
Quimica (IQ) da UNESP, sob a orientagdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas. As cascas do
tronco foram secas em estufa a 40 C, triturada em moinho de facas, e extraida
exaustivamente com hexano (48h-3L) (trés vezes) a temperatura ambiente. A destilagao
foi feita em evaporador rotatorio. Apos essa etapa, o extrato hexanico foi fracionado em
coluna silica gel wutilizando um  gradiente crescente de  polaridade

(hexano—~>acetato>metanol), fornecendo a fracdo terpénica estudada neste projeto.

3.3 Obtencao das Solucgdes a serem utilizadas nos Ensaios Biologicos

EH, FT e BS foram primeiramente diluidas em dimetilsulféxido (DMSO- Merk,
Alemanha) para a realizacdo dos testes. Foram preparadas solu¢des-mae para todos os
compostos testados. A partir da solugdo-mae foram feitas diluicdes seriadas em meio de
cultura (RPMI-1640- Sigma, Chemical Co., EUA). No méximo, 4% de DMSO foi

utilizado (concentragdo anteriormente testada em ensaio de citotoxicidade).

A substancia isolada [B-sitosterol (BS) (lot# 0001448346) e a droga padrao

utilizada Taxol (TX) (lo# BCBB4101) foram compradas da Sigma-Aldrich®.

3.4 Animais
Camundongos fémeas da linhagem Swiss pesando entre 18 a 25g, procedentes

do Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Campus de
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Araraquara, Sdo Paulo, 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
realizados segundo parece emitido pela Comissio Local de Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (CEUA/FCF/Car n° 01/2010).

Testes in vitro
3.5 Obtencao de macrofagos do exsudato peritoneal

Os animais dos diferentes grupos, ap6s o desenvolvimento da massa tumoral,
foram previamente estimulados através da inoculac¢do intraperitoneal de 3,0 mL de
solugdo de tioglicolato de sédio a 3% (Difco Lab. Ltda, EUA), trés a quatro dias antes
da coleta das células. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados em camara de
COa,. A coleta do exsudato peritoneal foi realizada em fluxo laminar classe 100 (Veco,
Ind. Bras.). O liquido peritoneal foi coletado com tampao fosfato PBS pH 7,2 em
seringa e agulha e transferido para tubo estéril (Corning, Inc., EUA) para lavagem das
células, centrifugando-se trés vezes a 200 xg durante 5 minutos em centrifuga
(Centrifuga Fanem, Ind. Bras.), a temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e
as células sedimentadas foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640(Sigma
Chemical Co., EUA ) suplementado com 5% soro fetal bovino (Sigma Chemical Co.,
EUA), 100 pL de estreptomicina, 100 pL de penicilina (Sigma Chemical Co., EUA) e
2 mM de L — glutamina (Sigma Chemical Co., EUA. O meio assim composto
denominou-se RPMI-1640 Completo (RPMI-1640-C). O numero de células foi
determinado pela contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,

Alemanha), sendo ajustado a concentracdo desejada para cada ensaio em meio RPMI-
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1640-C, suplementado com L-glutamina, sem NHCO; (Sigma Chemical Co., EUA),
acrescido de soro fetal bovino, estreptomicina e penicilina. O meio assim composto

denominou-se NCTC-135-Completo (NCTC-135-C).

3.6 Linhagem celular tumoral utilizada e manutenc¢io do tumor de Ehrlich in vivo

As células tumorais de Ehrlich foram gentilmente cedidas pela Dra. Denise
Fecchio do Departamento de Patologia da UNESP, Botucatu, Brasil. A manuten¢do das
células tumorais no laboratorio se deu na forma ascitica in vivo através de repiques
semanais. Para manuteng¢do do tumor in vivo, 1x10” células tumorais em um volume de
0,2 mL foram inoculadas intraperitonealmente em camundongos receptores, a cada 7

dias, segundo metodologia descrita na literatura (FECCHIO et al., 1990).

3.7 Inoculacio das células tumorais para formaciao do tumor sélido

Os camundongos, apds assepsia local com alcool iodado, foram inoculados
subcutaneamente no coxim plantar com 0,1 mL da suspensdo tumoral ajustada na
concentragdo de 1x10” células tumorais/mL em meio de cultura NCTC-135 (Sigma
Chemical Co., EUA ) suplementado com L-glutamina, sem NHCOs3 (Sigma Chemical
Co., EUA), acrescido de soro fetal bovino (Sigma Chemical Co., EUA), estreptomicina
e penicilina (Sigma Chemical Co., EUA). O meio assim composto denominou-se
NCTC-135-Completo (NCTC-135-C). O ajuste das células foi realizado por contagem

em camara hemocitométrica tipo Neubauer utilizando-se o corante azul de Tripan.
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3.8 Obtencio das células tumorais de Ehrlich para os ensaios in vitro

Apobs 5 dias de evolucdo do tumor, periodo no qual ainda ndo hé influxo
significativo de células inflamatérias (FECCHIO et al., 1990), houve o sacrificio dos
camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma ascitica em cdmara de CO, e
estes tiveram o fluido ascitico retirado assepticamente em fluxo laminar Classe 100
(Veco, Ind. Bras.).

Para o preparo da suspensdo celular, esta foi centrifugada duas vezes com 5
volumes de cloreto de amodnio (NH4Cl, Labsynth Ind. Bras. Ltda) , caso o fluido ascitico
estivesse hemorragico, e depois duas vezes com solugdo salina tamponada de fosfatos
de pH 7,2, estéril (PBS) a 200xg durante 5 min.

As células tumorais sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio
NCTC-135-C para os ensaios de citotoxicidade e/ou viabilidade celular in vitro, sendo
ajustadas & concentragio de 1x10° células/mL. O numero de células foi determinado por
contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer utilizando-se o corante azul de

Tripan.

3.9 Avaliacao da citotoxicidade em cultura de macrofagos

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na
capacidade que as células vidveis tém de clivar o anel tetrazélico presente no MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio) (Across Organics) pela
acdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria ativa, formando cristais de
formazana (MOSMAN, 1983).

A uma placa de microtitulacdo de 96 cavidades de fundo plano (Corning,
Inc.) foram distribuidos 100uL por cavidade das suspensdes de célula do exsudato
peritoneal de camundongos, ajustadas a concentragdo de 5.10°células/mL em meio de

cultura RPMI-1640-C em presenca de 100uL de EH, FT, BS e TX em diferentes
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concentragdes, além de 100uL de LPS a 0,5 pg/mL (Lipopolissacaridio de Escherichia
coli sorotipo 0111:B4, Sigma Chemical. Co, EUA) (controle positivo) ou somente
100uL meio de cultura RPMI-1640-C, em triplicata. As placas foram incubadas por 24h
a 37°C em estufa contendo tensdao constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA).
Apos essa incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as células aderentes lavadas com
PBS e depois tratadas com 100uL. de uma solugdo de MTT a 0,5 mg/mL em RPMI-
1640. A placa foi entdo incubada por mais 3h nas mesmas condigdes anteriores. Apds
esta incubagdo os sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com
100puL de isopropanol (Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana
formados. A leitura da densidade otica foi determinada em espectrofotdometro
(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) em UV/visivel

a 540 nm com filtro de referéncia de 620nm.

3.10 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem tumoral de Erhlich

O crescimento celular foi quantificado através do ensaio de MTT,
previamente descrito. As células foram obtidas de acordo com o item 4.8 100 pL da
suspensao celular tumoral foram adicionadas aos pocos juntamente com 100 pL de EH,
FT, BS e TX em diversas concentragdes posteriormente incubadas a 37 °C com pressao
constante de 5% CO,. Apenas meio de cultura NCTC-135- C foi usado como controle
negativo e considerado 100% de viabilidade. Apds a cultura o meio foi trocado por
outro contendo 1mg/mL de MTT em NCTC-135. Apo6s 3h, o meio foi removido e
100uL de isopropanol foram adicionados para solubilizar os cristais de formazana
formados. A absorvancia foi quantificada em 540 nm, com filtro de referéncia de 620

nm em espectrofotdometro (MOSMANN, 1983).
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3.11 Analise da angiogénese pela dosagem de VEGF por Teste Imunoenzimético
(ELISA)

A producgdo de VEGF foi quantificada nos sobrenadantes obtidos das culturas de
célula tumoral de Ehrlich, conforme descrito no item 4.8 através do teste
imunoenzimatico ELISA de captura de acordo com as instru¢des do fabricante
(eBioscience — BMS277/2TEN). As microplacas foram lavadas duas vezes com 300 pL
de tampao de lavagem (PBS com 1% Tween 20) (Sigma Chemical Co., EUA). Apds a
lavagem, foi adicionado as placas 100 uL das amostras ¢ padrao em cada cavidade e
incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos sob agitacdo a 100 rpm. Em seguida,
foram lavadas seis vezes com tampao de lavagem e adicionados 100 pl/cavidade do
conjugado peroxidase-streptavidina diluido em PBS/BSA e incubadas novamente a
temperatura ambiente por 60 minutos. Apds esse processo, as placas foram lavadas seis
vezes com tampdo de lavagem e 100 uL do substrato (Tetrametilbenzidina) foram
adicionados a cada cavidade e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. A reacdo foi interrompida adicionando-se 100 puL de H;PO4 1M (Stop
Solution). A absorvancia foi lida a 450nm em espectrofotdmetro UV/Visivel de
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki) e as
concentragdes foram quantificadas utilizando uma curva padrido previamente
estabelecida com quantidades conhecidas de VEGF padrado. Os testes foram realizados

em triplicata e os resultados expressos em picogramas/mL.

3.12 Determinacio da ocorréncia de apoptose em células tumorais por TUNEL
A técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidy! transferase mediated dUTP
nick end labeling assay) avalia a estrutura da cromatina e integridade do DNA das

células, detectando com confiabilidade fragmentagdes de DNA em amostras. Baseia-se
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na incorpora¢do de nucleotideos (d-UTP = 2’-desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com
o corante fluorescente FITC (Isotiocianato de fluoresceina) na regido livre 3’OH das
quebras do DNA fita simples ou fita dupla (KOCKX et al., 1998; GORCZYCA et al.,
1993).

A técnica foi realizada utilizando-se o kit /n Situ Cell Death Detection Kit
(Roche), conforme instru¢cdes do fabricante. Foi adicionado as placas de 96 wells
(Falcon c6d. 353046) 2 mL de células tumorais ajustadas 4 5.10°células/mL em NCTC-
C, juntamente com 2 ml das substincias testadas nas concentragdes pré-estabelecidas
em mg/ml (EH: 1, FT: 1, BS: 0,125 e TX: 0,125) e como controle foi utilizado somente
NCTC-C. Apo6s 24 hr de incubagdo em estufa a 37°C contendo tensdo constante de 5%
de CO; (Forma Scientific, EUA), a linhagem celular foi entdo recolhida e colocada em
um tubo falcon. Foram expostas a 100 pL. de tampao de fixagdo, e incubadas por 60
minutos. As cé€lulas foram lavadas com tampao de lavagem e ressuspensas em 100 pL
de tampao de permeabilizagdo. A seguir, as amostras foram acrescentados 50 puL do
reagente de TUNEL; e no controle negativo, 50 pL da soluc¢do de ligacao, somente. As
amostras foram incubadas por 60 minutos a 37°C em camara umida, ao abrigo da luz. A
seguir, foram adicionados 5 pL de iodeto de propidio a 2 pg/mL e foi realizada uma
incubagdo de 10 minutos nas mesmas condi¢des anteriores. A leitura foi feita em

citometro de fluxo BD FACSCanto (BD Biosciences).

3.13 Determinacio da ocorréncia de apoptose em células tumorais por Anexina V
A dosagem de Anexina V ¢ destinada para deteccdo de apoptose, pela dosagem

de fosfatidilserina (PS). PS é predominantemente observada na superficie interna da

bicamada lipidica. Nas células no inicio da apoptose, onde a membrana celular ainda

permanece intacta mas sofre uma desorganizacdo, a PS ¢ translocada para a superficie
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exterior da bicamada. Anexina V ¢é uma proteina que se liga a fosfolipideos e possui alta
afinidade por PS na presenca de ions de calcio. Mudangas nesta assimetria da
membrana, que ¢ analisada através da medi¢do da aderéncia de Anexina V a membrana
celular, podem ser detectadas antes das alteragdes morfoldgicas associadas ao inicio da
apoptose e antes da perda da integridade da membrana (BOERSMA et al., 2005;
BRUMATTI, 2008; VAN GENDEREN, et al., 2008).

A dosagem de Anexina foi realizada pelo FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit (BD Pharmngen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Foi adicionado as
placas de 96 pogos (Falcon cod. 353046) 2 mL de células tumorais ajustadas a
5.10°células/mL em NCTC-135-C, juntamente com 2 mL das substancias testadas nas
concentragdes pré-estabelecidas em mg/mL (EH: 1, FT: 1, BS: 0,125 e TX: 0,125) ¢
como controle foi utilizado somente NCTC-135-C. Apos 24 hr de incubagdo em estufa
a 37°C contendo tensao constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA), as cé€lulas
foram recolhidas em tubo falcon e adicionadas de 400 pL de tampao de ligagdo, 5 L
de anexina V-FITC e 5 pL de iodeto de propidio (2 pug/mL). Apds incubacdo de 10
minutos, foram adicionados 100 pL de paraformaldeido a 1% na mistura e esta foi
mantida a 4°C. No momento da leitura, foram adicionados 400 pL de tampao de ligacdo

a cada tubo e as células analisadas por citometria de fluxo em Citometro BD

FACSCanto (BD Biosciences).

3.14 Determinacio de Oxido Nitrico (NO)

O ¢6xido 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 solucao de acido fosférico a

2,5%, utilizando NaNO; como padrao (GREEN et al., 1982). Os animais foram
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sacrificados como descrito anteriormente. A suspensdo celular foi ajustada a 5.10°
células/mL em meio de RPMI-1640-C, e foram distribuidos 100uL dessa suspensdo
celular em placas de 96 cavidades estéreis (Corning Inc.). Na placa foram adicionados
100uL de EH (Img/mL), FT (Img/mL), BS (0,125 mg/mL) e TX (0,125 mg/mL) +
100pL de uma solucdo de LPS a 0,5 pg/mL como agente 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 suspensdo celular, como controle de
células (controle negativo). A placa assim constituida foi incubada por 24 hr em estufa a
37'C com tensdo constante de CO, a 5% . Apos a incubagio, foram retiradas aliquotas
de 50uL de cada amostra, transferidas para outra placa e adicionados 50uL/cavidade de
reagente de Griess. Apos 10 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lidas em
espectrofotometro UV/visivel de microplacas 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 sodio em meio RPMI-1640. Os

testes foram feitos em triplicata e os valores expressos em pumol de NO/5.10° células.

3.15 Obtencao dos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos foram utilizados na determinacao
da inibi¢do da producdo das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6. As células peritoneais
foram ajustadas a concentragio 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 ImL 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
incubacdo, as células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura

RPMI-1640.
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Na avaliacdo da inibi¢ao da producao das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-
6 foi adicionado as células aderentes ImL de RPMI-1640-C, ImL de EB, FT, BS ¢ TX
e ImL de LPS a 0,5ug/mL aos macréfagos 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 24hr. 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. Apds 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 determinagédo das

citocinas através do teste imunoenzimatico, ELISA.

3.16 Determinacao das citocinas TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6

As citocinas 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- TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6 de camundongo purificado obtido em ratos, na
concentracdo de 4ug/mL (100 pL/cavidade) diluido em tampao PBS e incubado
“overnight” a temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solugdo
salina tamponada com fosfatos, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T).
Ap0s a lavagem, foram bloqueadas com 300 pL de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com
5% de sacarose e 0,5% de azida sédica) (Sigma Chemical Co., EUA) a temperatura

ambiente por 60 minutos e lavadas trés vezes com PBS-T. Foram adicionados a placa
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100 uL da citocina padrdo 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- TNF-q, IL-1, IL-12 e IL-6 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) (Sigma Chemical Co., EUA). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-
T, sendo entdo adicionados 100 puL do conjugado peroxidase-streptavidina diluido em
PBS/BSA e incubadas novamente a temperatura ambiente por 20 minutos. Apos esse
processo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e 100 pL 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 reacdo foi interrompida adicionando-se
50 pL 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 TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6
padrdo. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em

picogramas/mL.

Testes in vivo
3.17 Protocolo Terapéutico

As células tumorais foram ajustadas na concentragio de 1.107cel/mL e
inoculadas na regido do coxim plantar dos camundongos previamente identificados.
Apos 30 dias, o animais portadores de tumor receberam o tratamento intratumoral com

as substancias testes ajustadas nas concentracdes adequadas em PBS (mg/mL) com
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auxilio de seringa e agulha (0,70 x 25mm- BD PrecisionGlide ™) apds assepsia local.
Foram realizadas 2 aplica¢des no interior da massa tumoral, com intervalos de 5 dias
entre cada uma. Cada animal recebeu o tratamento, de acordo com as especifica¢des dos

grupos de estudo (4.18).

3.18 Grupos de Estudo

Os camundongos foram distribuidos em grupos de 5 animais/grupo:
Grupo I: inoculados com células tumorais de Ehrlich e tratados com PBS.
Grupo II: inoculados com células tumorais de Ehrlich e tratados com EH.
Grupo I1I: inoculados com células tumorais de Ehrlich e tratados com FT.
Grupo IV: inoculados com células tumorais de Ehrlich e tratados com BS.

Grupo V: inoculados com células tumorais de Ehrlich e tratados com de TX.

3.19 Avaliacio do volume e inibi¢ao tumoral

Ap0s o sacrificio, os tumores foram retirados com auxilio de material cirtirgico,
e medidos em seus didmetros maior e menor utilizando paquimetro digital (Mitutoyo
Sul Americana Ltda, Ind. Bras.). O tumor também foi pesado com auxilio de uma
balanga ndo analitica (Boeco, Alemanha). O volume do tumor foi calculado pela

férmula (ZHOU et al.,1998):

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

Inibig¢ao tumoral = (1 — V1/V;) x100

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

V, = Média dos volumes dos tumores tratados com PBS (controle)
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3.20 Analise Histopatologica dos Tumores

Os tumores removidos dos animais de estudos foram fixados em parafina e
corados com eosina e hematoxilina. As laminas foram entdo analisadas
histopatologicamente e fotografadas com auxilio de microscopio com captura de

imagem (Nikon Eclipse E200).

3.21 Determinacio da presenca de mitoses

A ocorréncia de mitoses foi observada estereometricamente em microscoOpio
optico em cortes de 5 um do tecido tumoral mamario fixado 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-padrdo do numero de células em mitose em 5 campos

aleatorios de cada animal, em 3 animais de cada grupo de estudo.

3.22 Analise da angiogénese pelo Sistema de Gradacdo para Angiogénese por
Microscopia (MAGS)

O sistema de gradacdo para angiogénese por microscopia (MAGS) foi
desenvolvido seguindo a técnica de Brem e colaboradores (1972), modificado por
Shankar e colaboradores (2006). A vasoproliferacio (KnN), a hiperplasia de células
endoteliais (KeE) e a citologia endotelial (KxX) foram observadas estereometricamente
em microscopio Optico em cortes de 5 um do tecido tumoral mamario fixado em
formaldeido, desidratados usando etanol e xileno e embebidos em parafina, e

posteriormente corados com hematoxilina e eosina, utilizando um aumento de 400
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vezes. A pontuacdo foi calculada como: MAGS = KnN + KeE + KxX, onde as
constantes sao: Kn=1, Ke=3 e Kx =6.

A vasoproliferagdo (KnN) possui um valor maximo de 40, com N sendo o
numero de capilares vistos sob o aumento de 400 vezes em cada campo. A hiperplasia
de células endoteliais (KeE) possui valor méximo de 30, sendo E o numero de células
alinhadas na secdo transversal do capilar, com valor maximo de 10. A citologia
endotelial (KxX) possui um valor méximo de 30; X possui um valor entre 0 e 5
indicando a aparéncia histoldgica das células endoteliais na zona de hiperplasia, sendo 0
= célula endotelial normal; 1 = célula aumentada, mas com nucleo normal e claro; 2 =
c¢lula 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 gradagdo 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 aleatérios em cada uma das laminas de 3

animais de cada grupo de estudo.

3.23 Analise dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de varidncia (ANOVA) com
determinagdo do nivel de significancia para p<0,05, e através de comparag¢des multiplas
pelo teste de Tukey. Todos os experimentos foram realizados usando seis animais e
cada determinacdo foi executada em triplicata. Os graficos foram confeccionados por

intermédio do programa estatistico ORIGIN 5.0.
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliacao da citotoxicidade de macrofagos peritoneais e células tumorais de
Ehrlich pela técnica de MTT (MOSSMAN, 1983)

Por meio do teste de MTT, foram estabelecidas as concentra¢des utilizadas para
o tratamento do animal portador de tumor (in vivo), concentragdes estas que deve ser
seletivas, ou seja, apresentarem baixa citotoxicidade frente as células imunoldgicas e
alto efeito toxico as células tumorais.

Na figura 2 e Tabela 1 podemos observar que na concentragdo de 1 mg/mL de
EH houve alta viabilidade para os macrofagos e alta citotoxicidade frente as células

tumorais (93,58 = 5,98%; 1,71 £ 1,38%) respectivamente.
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Figura 2: Viabilidade de macréfagos e células tumorais de Ehrlich frente ao extrato hexanico (EH).
As células foram incubadas com as diferentes concentragdes 2, 1, 0,5, 0,125, 0,5 e 0,0625 mg/mL de EH
pelo periodo de 24h em estufa de CO2 a 37°C. A viabilidade do controle negativo (apenas meio de cultura
NCTC-135- C) foi considerada 100%.Valores representam a média + desvio padriio de seis animais
realizados em triplicata.

Tabela 1. Viabilidade celular apoés o tratamento com diferentes concentracoes de EH

EH (mg/mL) Macréfagos”” Ehrlich®™

2 41,46 £ 6,89%** 1,59 £ 0,99%**

1 93,58 +£5,98 1,71 £ 1,38%**

0,5 96,32 + 8,61 9,73 £ 1,67***

0,25 100 + 7,99 15,85 + 4,66%**

0,125 100 + 4,32 35,47 + 8,56**
0,0625 100 + 5,23 57,50 £ 5,78**

Controle Negativo 100 100

' 5x10° células / cavidade.

> 1x10° células / cavidade.

*Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em mg/mL.

Avaliagdo apds 24 horas de incubagéo. Cada valor referente aos macrofagos representa a média + desvio-
padrao de seis animais realizados em triplicata. Os valores referentes as células tumorais de Ehrlich
representam a média + desvio-padrao de trés ensaios realizados em triplicata. EH: extrato hexanico.

**%* 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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Foi demonstrado pela figura 3 e tabela 2, que a FT apresenta na concentracao de
1 mg/mL alguma citotoxicidade aos macrofagos (75,27+ 2,78%) e maior citotoxicidade

frente as células tumorais de Ehrlich (35,56 + 3,78%).
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Figura 3: Viabilidade de macrofagos e células tumorais de Ehrlich frente a fra¢do terpénica (FT). As
células foram incubadas com as diferentes concentragdes 2, 1, 0,5, 0,125 e 0,0625 mg/mL de FT pelo
periodo de 24h em estufa de CO2 a 37°C. A viabilidade do controle negativo (apenas meio de cultuta
NCTC-135- C) foi considerada 100%. Valores representam a média + desvio padrdo de seis animais
realizados em triplicata.

Tabela 2. Viabilidade celular apoés o tratamento com diferentes concentracoes de FT

FT (mg/mL) Macréfagos”” Ehrlich®™
2 76,73 £ 4,90* 36,30 &+ 1,20%**
1 75,27 £2,78* 35,56 £ 3,78%**
0,5 63,68 £ 2,88** 43,17 £2,56%*
0,25 75,27 £3,77* 54,21 £ 4,78**
0,125 88,84 +5,99 75,92 + 4,65*
0,0625 100 + 4,89 78,44 + 5,89*
Controle Negativo 100 100

' 5x10° células / cavidade.

> 1x10° células / cavidade.

3 Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em mg/mL.

Avaliacao apds 24 horas de incubagdo. Cada valor referente aos macrofagos representa a média + desvio-
padrdo de seis animais realizados em triplicata. Os valores referentes as célula tumoral de Ehrlich
representam a média + desvio-padrio de trés ensaios realizados em triplicata. FT : fragdo terpénica.

**% 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.
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Em relacdo ao [-sitosterol, a figura 4 e tabela 3 demonstraram que a
concentragdo escolhida para realizacao dos testes foi de 0,125 mg/mL, pois apresenta
alta viabilidade para macrofagos (63,38 + 8,90%) enquanto que toxicidade intermediaria

para células tumorais de Ehrlich (54,12 + 6,7%)).
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Figura 4: Viabilidade de macréfagos e células tumorais de Ehrlich frente ao - sitosterol (BS).
As células foram incubadas com as diferentes concentragdes 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 ¢ 0,0625 mg/mL de BS
pelo periodo de 24h em estufa de CO2 a 37°C. A viabilidade do controle negativo (apenas meio de cultura
NCTC-135- C) foi considerada 100%. Valores representam a média = desvio padrdo de seis

animais realizados em triplicata. Valores representam a média + desvio padrio de seis animais
realizados em triplicata.

Tabela 3. Viabilidade celular apés o tratamento com diferentes concentracoes de BS

f- sito (mg/mL) Macréfagos™’ Ehrlich™

2 44,81 + 3,90%** 16,25 4 3,89%**

1 49,13 + 4,44%** 21,65 £ 5,77%**

0,5 52,67 £ 5,89%** 29,74 + 3,99%**

0,25 58,24 £ 4,33%** 35,81 & 5,12%**

0,125 63,38 + 8,90** 54,12 £ 6,78***
0,0625 62,32 + 6,76** 70,57 + 4,88**

Controle Negativo 100 100

1" 5x10° células / cavidade.
2 1x10° células / cavidade.

*Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em mg/mL.

Avaliagdo apds 24 horas de incubagéo. Cada valor referente aos macrofagos representa a média + desvio-
padrao de seis animais realizados em triplicata. Os valores referentes as célula tumoral de Ehrlich
representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em triplicata. BS: - sitosterol.

*#* 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.
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Na avaliacao da droga padrao utilizada (Figura 5 e Tabela 4), podemos observar
que a concentracdo de escolha 0,125 mg/mL demonstrou alta viabilidade para
macrofagos (78,76 = 7,91%) enquanto uma alta toxicidade para células tumorais de

Ehrlich (46,32 = 2,36%).
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Figura 5: Viabilidade de macro6fagos e células tumorais de Ehrlich frente ao taxol (TX). As
células foram incubadas com as diferentes concentragdes 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625 mg/mL de TX
pelo periodo de 24h em estufa de CO2 a 37°C. A viabilidade do controle negativo (apenas meio de cultuta

NCTC-135- C) foi considerada 100%. Valores representam a média + desvio padrdo de seis animais
realizados em triplicata.

Tabela 4. Viabilidade celular apoés o tratamento com diferentes concentracoes de TX

TX (mg/mL) Macréfagosl’ ’ Ehrlich™

2 22,87 + 3,94%** 28,42 4 3 2%**
1 30,41 £2,67*** 36,56 + 2,22%**
0,5 45,65 £ 5,70%** 44,36 + 6,88%**
0,25 48,91 + 5,65%** 48,23 + 2,56%**
0,125 78,76 £ 7,91* 46,32 + 2,36%**

0,0625 100 68,23 +£1,25%

Controle Negativo 100 100

' 5x10° células / cavidade.

> 1x10° células / cavidade.

* Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em mg/mL.

Avaliagdo apds 24 horas de incubagéo. Cada valor referente aos macrofagos representa a média =+ desvio-
padrao de seis animais realizados em triplicata. Os valores referentes as célula tumoral de Ehrlich
representam a média + desvio-padrao de trés ensaios realizados em triplicata. TX: taxol.

*#% 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.
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Desta maneira, foram escolhidas concentracdes seletivas que apresentaram uma
alta viabilidade para os macrofagos e alta citotoxicidade frente a célula tumoral. Para o
extrato bruto — 1 mg/mL (93,58 + 5,98%; 1,71+ 1,38%), fracdo terpénica — 1 mg/mL
(75,27 £ 2,78%; 35,56 + 3,78%), B-sitosterol — 0,125 mg/mL (63,38 £+ 8,90%; 54,12 +
6,78%) e taxol — 0,125 mg/mL (78,76 + 7,91%; 46,32 + 2,36%) viabilidade de

macrofagos e células tumorais respectivamente.

4.2 Determinacao da producio do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)

Na avaliagdo da angiogénese pela dosagem de VEGF nas células tumorais de
Ehrlich verificamos que o EH, FT, BS induziram uma produgdo significativa desta
proteina (5000,3 + 8,39 pg/mL, 5000,9 + 6,34 pg/mL, 5000,6 + 2,42 pg/mL)
respectivamente, quando comparada com o controle negativo (2000, 8 £ 5,23 pg/mL),
mas apresentou um p<0,05 quando comparada a droga padrao TX. Por outro lado, a
droga padrao TX induziu uma producdo significativa, equivalente a 17000,5 + 3,25
pg/mL de VEGF pelas células tumorais de Ehrlich (p<0,01) quando comparada ao

controle negativo (Figura 6 e Tabela 5).
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Figura 6: Producao de fator de crescimento vascular endotelial nas células tumorais de
Ehrlich expostos as substincias. As células tumorais foram incubadas com as diferentes
concentragdes dos compostos, somente PMA (controle positivo) ou somente célula (controle negativo),
durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. As concentragdes de VEGF foram calculadas
através de uma reta padrdo previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de VEGF.
Cada barra representa a média e desvio padrdo de trés experimentos realizados e triplicata. EH: extrato
hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; PMA: acetato de forbol miristato; C-:
controle negativo.

** p<0,01 quando comparada ao tratamento com controle negativo.
# p<0,05 quando comparado ao Taxol.

Tabela 5. Producao de VEGF nas células tumoral de Ehrlich

Tratamentos VEGF (pg/mL)
EH 5000,3 + 8,39

FT 5000,9 + 6,34

BS 5000,6 + 2,42

X 17000,5 + 3,25
PMA 84000,6 + 2,84

C- 2000, 8 +5,23

Avaliacao apds 24 horas de incubagdo. Cada valor representa a média + desvio-padrao de trés ensaios
consecutivos realizados em triplicata. Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em
pg/mL. EH: extrato hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: - sitosterol; TX: taxol; PMA: acetato de forbol
miristato; C-: controle negativo.
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4.3 Quantidade de células apoptdticas nos tumores

A quantidade de células apoptoticas em cada tumor foi contada por citometria de
fluxo utilizando duas metodologias, através da marcacao de células com reagente de
anexina V (Figuras 7 e 8) e através da marcacao das células com reagente de TUNEL
(Figuras 9 e 10), ambas associadas ao fluorocromo FITC.

Foi observada maior quantidade de células em estagio apoptotico nos animais
que receberam o tratamento com EH, quando comparados com o controle PBS e a droga
padrao utilizada TX (73,9 £+ 0,98 %, 20,0 + 1,78 %, 40,7 £ 1,98 %) para anexina V ¢
(56,2 £ 1,98 %, 7,4 £ 0,74 %, 28,3 + 0,74 %) para técnica do TUNEL respectivamente
(< 0,001 para todas as comparagoes).

Em relacdo a FT (25,8 + 2,1%) e ao BS (28,5 + 2,7%), ambos apresentaram
menor quantidade de células em apoptose quando comparados ao TX (40,7 + 1,98 %)
no caso da anexina V (p<0,05). Para técnica de TUNEL observou-se o mesmo padrao
de apoptose, onde a FT (13,4 + 2,64%) assim como o BS (11,0 + 3,65%) apresentaram
uma quantidade menor de células apoptoticas quando comparada & droga padrao TX

(28,3 = 0,74 %) (p<0,05).
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Figura 7: Porcentagem de células em apoptose no tumor de Ehrlich pelo teste de
ANEXINA V. As células tumorais de Ehrlich em apoptose foram incubadas por 24 hr na presenga das
substancias testadas pela técnica de citometria de fluxo coradas com reagente de anexina V e iodeto
propidio. Histograma representativo de trés experimentos. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica;
BS: B- sitosterol; TX: taxol; PBS: solu¢do salina tamponada de fosfatos.
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Figura 8: Porcentagem de células em apoptose no tumor de Ehrlich pelo teste de
ANEXINA V. As células em apoptose foram incubadas por 24 hr na presenca das substancias testadas
pela técnica de citometria coradas com reagente de anexina V e iodeto de propidio. Os resultados foram
expressos com a média + desvio-padrdo de trés ensaios realizados em triplicata. Como controle C- foi
utilizado PBS. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; PBS: solugdo
salina tamponada de fosfatos.

**% p<0,001 quando comparada ao tratamento com controle.
### p < 0,001 quando comparado ao Taxol.
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Figura 9: Porcentagem de células em apoptose no tumor de Ehrlich pelo teste de TUNEL.
As células em apoptose foram incubadas por 24 hr na presencga das substancias testadas pela técnica de
citometria de fluxo coradas com reagente de TUNEL e iodeto propidio. Histograma representativo de trés
experimentos EH: extrato hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; PBS: solugdo
salina tamponada de fosfatos.
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Figura 10: Porcentagem de células em apoptose no tumor de Ehrlich pelo teste de TUNEL.
As células em apoptose foram incubadas por 24 hr na presenga das substancias testadas pela técnica de
citometria coradas com reagente de TUNEL e iodeto de propidio. Os resultados foram expressos com a
média £+ desvio-padrdo de trés ensaios realizados em triplicata. Como controle C- foi utilizado PBS. EH:
extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; PBS: solugdo salina tamponada de
fosfatos.

**% p<0,001 quando comparada ao tratamento com controle.
** p<0,01 quando comparada ao tratamento com controle.
### p < 0,001 quando comparado ao Taxol.

4.4 Determinacao da inibi¢ao de 6xido nitrico (NO)

Em relagdo a atividade inibitéria de NO em macrofagos peritoneais de
camundongos portadores de tumor, podemos verificar inibicdo expressiva deste
mediador imunologico, EH (98,15%), FT (62,98%), BS (38,80%) quando comparados
com o controle positivo (LPS) e a droga padrao TX (10%) (»p<0,001 para EH e FT;

p<0,05 para BS). (Figura 11 e Tabela 6).
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Figura 11: Producio de 6xido nitrico em macréfagos peritoneais estimulados com LPS e
expostos as substiancias. Os macrofagos peritoneais foram incubados com concentragdo especifica de
cada composto + LPS (0,5 pug/mL), LPS (0,5 ug/mL- controle positivo) ou somente células (controle
negativo), durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra representa a média e
desvio padrdo de seis animais, sendo que cada determinagdo foi realizada em triplicata. EH: extrato
hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: - sitosterol; TX: taxol; LPS: lipopolissacarideo bacteriano C-:
controle negativo.

**%p<0,001 quando comparado ao LPS.

*  p<0,05 quando comparado ao LPS.

### p < 0,001 quando comparado ao Taxol.

## p<0,01 quando comparado ao Taxol.

# p<0,05 quando comparado ao Taxol.

Tabela 6. Producio de NO em macrofagos peritoneais ativados com LPS

Tratamentos NO (umols/5x10°células) Inibicaio (%)
EH 1,43+ 1,11 98,15%
FT 28,69 + 7.4 62,98%
BS 4743 + 16,18 38,80%
X 69,61 £9,17 10%
LPS 66,9976 ..

C- 0,62+0,55 ..

Avaliagdo apods 24 horas de incubagdo. Cada valor representa a média + desvio-padrio de experimento
realizado com 06 animais em triplicata. Valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em
umols/5x10°células. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; LPS:
lipopolissacarideo bacteriano C-: controle negativo.
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4.5 Determinacio da inibicao de TNF-a

Na determinagdo da atividade inibitéria da producdo de TNF-a em
macrofagos peritoneais de camundongos portadores de tumor, € possivel observar que
EB (82,20%) apresentou uma intensa inibi¢do deste mediador imunologico (Figura 12 e
Tabela 7), seguido pela FT e BS, apesar de ndo apresentarem uma resposta tao
proeminente, também apresentou importante atividade inibitoria da producao de TNF-a
com valores de 66,15% e 54,90%, respectivamente, quando comparados com o controle
positivo (LPS) e a droga padrao (TX) (p<0,001 para EH, FT e BS) Por outro lado, de
maneira oposta aos derivados de Q. grandiflora, a droga padrao TX nao apresentou
nenhum efeito (0%) sobre a inibicdo da producdo de TNF-a pelos macrofagos

peritoneais.
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Figura 12: Inibicdo da producio de TNF-0 em macréfagos peritoneais estimulados com
LPS e expostos as substincias. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes
concentragdes dos compostos + LPS (0,5 pg/mL), somente LPS (0,5 pg/mL- controle positivo) ou
somente células (controle negativo), durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra
representa a média e desvio padrdo de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagdo foi
realizada em triplicata. EH: extrato hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; LPS:
lipopolissacarideo bacteriano C-: controle negativo.

*#*p<0,001 quando comparado ao LPS.

### p < 0,001 quando comparado ao Taxol.
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4.6 Determinacio da inibicao de IL-1

Na figura 13e tabela 7, referente a atividade inibitdria da produgdo de IL-1
em macrofagos peritoneais de camundongos portadores de tumor, € possivel notar que
FT apresentou a maior inibi¢do da produgdo desta citocina (73,51%). EH (33,19%) e BS
(41,16%) apresentaram valores semelhantes de atividade inibitoria desta citocina
quando comparados com o LPS (p<0,001 para FT; p<0,005 para EH e BS) e quando
comparada ao TX (p<0,05 para FT). A droga padrao TX nao apresentou nenhum efeito
(0%) sobre a inibi¢do da producao de IL-1 pelos macrofagos peritoneais estimulados

com LPS.

IL-1 (pg/mL)
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Figura 13: Inibicao da producao de IL-1 em macréfagos peritoneais estimulados com LPS
e expostos as substincias. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes
concentragdes dos compostos + LPS (0,5 pg/mL), somente LPS (0,5 pg/mL- controle positivo) ou
somente células (controle negativo), durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra
representa a média e desvio padrdo de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagéo foi
realizada em triplicata. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; LPS:
lipopolissacarideo bacteriano C-: controle negativo.

**%p<0,001 quando comparado ao LPS.

**  p<0,01 quando comparado ao LPS.

# p<0,05 quando comparado ao Taxol.
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4.7 Determinacao da inibicao de IL-12

Observando a figura 14 e tabela 7, podemos notar que todos os derivados de
Q. grandiflora apresentaram grande atividade inibitoria da produgdo de IL-12. Esta
atividade foi de 78,95% (EH), 59,0% (FT) e 49,66 % (BS), quando comparados com o
controle positivo (LPS) e a droga padrao (TX) (p<0,001 para EH, FT e BS). Por outro
lado, a droga padrdo TX ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibigdo da

produgdo de IL-12 pelos macrofagos peritoneais estimulados com LPS.
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Figura 14: Inibicdo da producdo de IL-12 em macroéfagos peritoneais estimulados com
LPS e expostos as substincias. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes
concentragdes dos compostos + LPS (0,5 ug/mL), somente LPS (0,5 ug/mL- controle positivo) ou
somente células (controle negativo), durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra
representa a média e desvio padrdo de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagéo foi
realizada em triplicata. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; LPS:
lipopolissacarideo bacteriano C-: controle negativo.

**%p<0,001 quando comparado ao LPS.
### p < 0,001 quando comparado ao Taxol.
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4.8 Determinacio da inibicao de 1L-6

De acordo com a figura 15 e tabela 7, foi possivel observar que ndao houve

inibicdo de niveis significativos de interleucina-6, quando comparados com o controle

positivo (LPS) e com a droga padrdo TX nas concentragdes testadas.
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Figura 15: Inibicio da produciio de IL-6 em macrofagos peritoneais estimulados com LPS
e expostos as substincias. Os macrofagos peritoneais foram incubados com as diferentes
concentragdes dos compostos + LPS (0,5 pg/mL), somente LPS (0,5 pg/mL- controle positivo) ou
somente células (controle negativo), durante o periodo de 24 horas, em estufa de CO, a 37°C. Cada barra
representa & média e desvio padrdo de 06 animais portadores de tumor, sendo que cada determinagdo foi
realizada em triplicata. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; LPS:
lipopolissacarideo bacteriano C-: controle negativo.

De acordo com a dosagem de citocinas, foi possivel calcular a porcentagem de
inibicdo que cada uma apresenta quando comparada com o controle positivo (LPS)

(Tabela 7).
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Talela 7. Producdo de citocinas em macrofagos peritoneais ativados com LPS (0,5ug/mL) e expostos ao EH, FT, BS e TX, concentragdes

expressa em pg/mL.

TNF-a IL-1p IL-12 IL-6
Extrato Hexdnico 79.42 +15.19 502.81 +28.14 166.78 + 30.16 1234.9 +27.07
(1 mg/mL) (82,20%) (33,19%) (78,95%) (0%)
Fragio Terpénica 151.07 +£21.91 199.34 +22.42 324.31 £ 22.09 1225.5 +22.01
(1 mg/mL) (66,15%) (73,51%) (59,0%) (0%)
[Bsitosterol 201.29+ 21.48 44281+ 11.10 398.93:+ 28.08 1286.1 £ 28.51
(0.5 mg/mL) (54,90%) (41,16%) (49,66%) (0%)
Taxol 379.23 +21.12 610.39 + 34.01 728.76 + 15.30 1208.0 + 17.77
(0.5 mg/mL) (0%) (0%) (0%) (0%)
LPS 446.40 = 10.22 752.69 + 19.42 792.57 + 16.79 1176.9 £ 21.91
C- 23.78 £6.17 50.32 +6.17 157.98 + 23.89 219.79 + 13.92

Avaliago ap6s 24 horas de incubagdo. Cada valor representa a média + desvio-padrdo. O valor entre parénteses ¢ igual a porcentagem de inibi¢do quando
comparado ao controle LPS. O experimento foi realizado com seis animais em triplicata.
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4.9 Determinacio do volume tumoral

Os animais que foram tratados intratumoralmente com derivados de O.
grandiflora, EB (91,44 + 0,34%), FT (86,91 0,68%) tiveram maior inibicdo do
crescimento tumoral em relagdo ao grupo que recebeu a droga padrao TX (61,3+
0,15%) (p<0,05). O grupo tratado com BS (45,13 £ 0,37%) apresentou menor inibi¢ao
quando comparada ao taxol, porém nao apresenta uma diferenca estatistica significativa

(p > 0,05) (Figura 16).
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Figura 16: Inibicdo do crescimento tumoral de Ehrlich apés os diferentes tratamentos. Os
tumores dos animais foram extraidos ao término do tratamento, pesados e medidos para calculo do
volume tumoral. A partir destes resultados, foi calculada a porcentagem de inibigdo do crescimento
tumoral de cada grupo tratado, sendo o grupo tratado com PBS equivalente a 0% de inibi¢a0.0 valor foi
expresso em média + desvio padrdo. EH: extrato hexanico; FT: fra¢do terpénica; BS: B- sitosterol; TX:
taxol. Foram utilizados 5 animais/grupo.

# p<0,05 quando comparada ao tratamento TX.

4.10 Analise macroscopica e microscopica do tumor

A massa tumoral apresentou-se irregular, com superficie lisa e algumas vezes
pequenas ondulagdes assim como ulceragdes na pele, podendo crescer aderida ao
musculo da pata traseira do animal ou de forma mais isolada em relagdo a este. A
superficie de corte mostrou coloragdo esbranquicada ou amarelada, com grande

presenca de vasos sanguineos (Figura 17).
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Microscopicamente, tanto nos animais dos grupos tratados com as substincias
como nos animais do grupo controle (tratados com PBS) o tumor apresentou
crescimento exuberante da massa tumoral que invadiu o tecido conjuntivo, feixes
musculares e anexos apresentando extensas areas de necrose localizada na regido central
da massa tumoral (Figura 18), na periferia observou-se grande quantidade de vasos
sanguineos. A massa tumoral continha células atipicas com diferentes tamanhos
celulares, diferentes tamanhos de nucleos, nucléolos evidentes e diferentes intensidades
de coloragdo de citoplasma. No geral, apresentou elevado pleomorfismo celular, além
de numerosas células mitoticas em diversas regides (Figura 19). Apresentou também
estroma escasso com pouca substancia intercelular, assim como reacdo inflamatdria
moderada na derme papilar e infiltrado composto predominantemente por células
mononucleares. Foram visualizadas células em padrdes caracteristicos de apoptose
semelhantes aos padrdes dessa neoplasia descritos por Guerra (1983), Dagli (1989) e

Siva (2006).

Figura 17: Andlise Macroscépica do tumor de Ehrlich. Massa tumoral
desenvolvida 30 dias apos inoculagdo (A), mostrando ulceragdo na pele (B). Massa
tumoral desenvolvida (*) com a presenga de popliteo (seta amarela) (C).
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Figura 18: Microscopia do tumor de Ehrlich. Presenca de uma vasta area de necrose na regido
central da massa tumoral (MT), células atipicas, com diferenga no tamanho celular, dos nucleos e na
intensidade de coloracdo do citoplasma (seta) em animal tratado com PBS. As laminas histologicas
foram coradas com hematoxilina e eosina (H/E) e observadas em microscopio optico comum sob
aumento de 400x.

Figura 19: Analise microscopica do tumor de Ehrlich. Presenca de infiltrado celular no
feixe muscular (seta) em animal tratado com PBS. As laminas histologicas foram coradas com
hematoxilina e eosina (H/E) e observadas em microscopio optico comum sob aumento de 400x.
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4.11 Determinacio de mitoses nos tumores

A quantidade de células em mitose em cada tumor (Figuras 20 e 21) foi
comparada entre os grupos tratados, observando-se que os mesmos apresentaram menor
quantidade de mitose /campo quando comparados com o tratamento com PBS (3,96 +
1,75) (»p<0,01 para EH; p<0,05 para FT e BS). Em relagao ao tratamento com EH (0,55
+ 0,24) observou-se uma quantidade menor de mitoses/campo quando comparados ao
tratamento com a droga padrdo TX (1,4 £ 0,22). O TX por sua vez, mostrou similar
quantidade de mitoses/campo quando comparado ao tratamento com a FT (1,58 + 0,38)
e uma quantidade menor quando comparado ao tratamento com BS (2,66 + 0,28).
Porém nao houve uma diferenca estatistica significativa entre o tratamento com as

substancias e a droga padrao (TX) (p<0,05) (Tabela 8).
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Figura 20: Quantidade de células em mitose nos tumores apos os diferentes tratamentos.
As células em mitose foram contadas em laminas coradas com hematoxilina e eosina. Os resultados
foram expressos como a média + desvio-padrdo, obtidos de pelo menos 5 campos aleatorios em cada uma
das laminas de 3 animais de cada grupo de estudo. EH: extrato hexanico; FT: fracdo terpénica; BS: B-
sitosterol; TX: taxol; PBS: solugdo salina tamponada de fosfatos.

** p<0,01 quando comparada ao tratamento com PBS.
* p<0,05 quando comparada ao tratamento com PBS.
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4.12 Determinacio do grau de angiogénese nos tumores

Os resultados de angiogénese tumoral mostraram que nao houve significativa
diferenga no grau de angiogénese dos tumores tratados com EH (3,37 + 0,62), FT (6,50
+1,22) e BS (8,36 &+ 2,47) quando comparado com a droga padrao TX (3,56 + 0,75). No
entanto quando os tratamentos foram comparados com o grupo tratado com solu¢do
salina tamponada de fosfatos (PBS) (17,91 £+ 1,66) observou-se significativa reducao no
grau de angiogénese (p<0,001 para EH, FT e TX; p<0,01 para BS). Vale ainda salientar
que o EH mostrou-se eficaz tanto quanto a droga padriao utilizada no célculo para

determinagdo do grau da angiogénese (Figuras 22 e 23).
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Figura 21: Angiogénese tumoral dos tumores apos os diferentes tratamentos. A angiogénese
foi determinada em laminas coradas com hematoxilina e eosina através do Sistema de Gradagdo para
Angiogénese por Microscopia (MAGS). Os resultados foram expressos como a média + desvio-padrao
em valores arbitrarios, obtidos de pelo menos 5 campos aleatorios em cada uma das laminas de 3 animais
de cada grupo de estudo. EH: extrato hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: - sitosterol; TX: taxol; PBS:
solugdo salina tamponada de fosfatos.

**% p<0,001 quando comparada ao tratamento PBS.
** p<0,01 quando comparada ao tratamento PBS.

Baseado nos testes descritos acima foi possivel tragar parametros tumorais dos

tumores avaliados ap6s serem submetidos aos tratamentos propostos (Tabela 8).



Tabela 8. Parametros tumorais apos tratamento
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Tratamentos Peso do Volume (mm) Inibicdo Mitoses Angiogénese
tumor (g) Tumoral (%)
EB 0,51 £0,34%** 45,53 %** 91,44 0, 55 £ 0,24*** 3,37 £ 0,62%**
FT 1,02 £ 0,68%** 88,82%** 86,91 1,58 £ (0,38%** 6,50 &+ 1,22%**
BS 3,27 +0,37%* 228,04 %** 45,13 2,66 + (0,28%* 8,36 £2,47%**
X 1,71 £0,15%*%* 86,33%** 71,3 1,4 £0,22%%* 3,56 £ 0,75%**
PBS 59+1,8 3729 0 3,96 +£1,75 17,91 + 1,66

EH: extrato hexanico; FT: fragdo terpénica; BS: B- sitosterol; TX: taxol; PBS: soluggo salina tamponada

de fosfatos.

**%* p<0,001 quando comparada ao tratamento com PBS.

** p<0,01 quando comparada ao tratamento com PBS.
* p<0,05 quando comparada ao tratamento com PBS.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. O conhecimento sobre plantas medicinais
simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos
étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a
espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais ¢ até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas em quintais residenciais.

Dessa forma, usudrios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém a pratica
do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas que foram
sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo diversas areas, portanto,
pesquisas utilizando plantas medicinais devem ser incentivadas (BRITO & BRITO
1993; MARTINEZ et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; CONCEICAO et al., 2012).

O presente estudo visa descobrir tratamentos alternativos contra o cancer de
mama experimental, através de uma atividade mais seletiva e consequentemente menos
agressiva aos pacientes. Desta forma, foram inicialmente realizados ensaios de
determinagdo da atividade citotoxica in vitro de extrato hexanico (EH), fragdo terpénica
(FT) extraidos de Q. grandiflora e a substancia isolada B-sitosterol (BS) além da droga
padrido Taxol® (Paclitaxel- TX). Isto porque, para que uma droga seja classificada
como seletiva, ¢ necessario que a mesma possua pouco ou nenhum efeito citotoxico
contra células normais, 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).
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Sendo assim, representados na Figura 2 e Tabela 1, observamos que EH
possui alta seletividade in vifro, uma vez que, na concentragdo de Img/mL,
praticamente ndo apresentou atividade toxica contra os macrofagos (93,58 + 5,98% de
viabilidade), porém, extrema atividade contra a célula tumoral (1,71 £ 1,38% de
viabilidade). Mesmo em concentragdes mais baixas, EH apresenta baixa toxicidade para
as c€lulas imunologicas, com importante atividade citotoxica. Um exemplo disto ¢ a
toxicidade do EH na concentracdo de 0,25 e 0,125mg/mL, que para os macrofagos
apresentaram viabilidade de 100% , enquanto que as células tumorais demonstraram-se
mais vulneraveis, com viabilidade de 15,85 + 4,66% e 35,47 + 8,56% respectivamente.
Com base nestas informacdes, a concentracdo Img/mL foi selecionada para o
tratamento intratumoral dos animais portadores de tumor, uma vez que apresenta
atividade citotoxica seletiva a linhagem tumoral de Ehrlich.

De maneira semelhante ao EH, notamos que a FT apresentou maior
toxicidade frente as células imunoldgicas, mas por outro lado apresenta grande
citotoxicidade as células tumorais. Fato este observado na Figura 3, Tabela 2, na
concentragdo de 2 e Img/mL, onde macrofagos apresentaram 76,73 + 4,90% e 75,27 +
2,78% de viabilidade, respectivamente, enquanto a célula tumoral de Ehrlich apresenta
uma viabilidade de 36,30% e 35,56% respectivamente. Desta maneira, a concentracao
de 1mg/mL foi selecionada aos tratamentos intratumorais com FT, uma vez que
apresenta baixa toxicidade aos macréfagos (75,27 = 2,78% de viabilidade) e
citotoxicidade moderada (35,56 + 3,78%) a linhagem tumoral testada.

Foi possivel observar que em relacdo ao BS este apresentou maior
toxicidade as células imunes, quando comparada ao EH (Figura 4, Tabela 3). No
entanto, esta citotoxicidade refere-se apenas aos macrdfagos, nas concentracdes mais

elevada (2 e Img/mL), apresentando viabilidade de 44,81 + 3,90% e 49,13 + 4,44%
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respectivamente. No entanto, a partir de 0,125 mg/mL, notamos que a substancia perde
a toxicidade as células imunologicas (63,38 + 8,90% de viabilidade), mantendo parte de
sua atividade citotoxica as células tumorais de Ehrlich (54,12 + 6,78% de viabilidade).
Sendo assim, esta foi a concentragdo de escolha para o tratamento dos animais
portadores de tumor.

Como droga padrao, foi utilizado neste estudo o Paclitaxel (Taxol® — TX),
uma droga isolada inicialmente a partir da arvore Taxus brevifolha, amplamente
utilizada no tratamento de diversos tipos de canceres, entre eles o de mama, sarcoma de
Kaposi, bem como céancer de cabeca e pescogo, bexiga, esdfago, colo do utero e
endométrio (CESCA et al., 2009; VICARI et al., 2010; LICHTMAN et al., 2012). Os
resultados mostraram (Figura 5, Tabela 4) que a droga apresenta grande citotoxicidade
aos macrofagos (viabilidade variando de 22,87 + 3,94 % a 100%) e moderada
toxicidade as células tumorais de Ehrlich variando de 28,42 + 3,2% a 68,23 £+ 1,25%.
Desta maneira, a concentragdo 0,125mg/mL foi eleita para o tratamento dos animais
portadores de tumor considerando a baixa toxicidade frente as células imune (78,76 +
7,91%) e moderada citotoxicidade frente as células tumorais de Ehrlich (46,32 +
2,36%).

Mesmo o TX apresentando pouca citotoxicidade in vitro as células
imunologicas nas concentragdes mais baixas (0,0625 mg/mL — 100% de viabilidade),
ndo foram observados um efeito promissor em relagdo a toxicidade do TX frente as
células tumorais de Ehrlich (0,0625 mg/mL — 68,23 + 1,25% de viabilidade), na mesma
concentragdo. Assim sendo, estes resultados quando comparados aos derivados de Q.
grandiflora foram mais expressivos, uma vez que, EH na concentragdo de 2mg/mL

promoveu uma elevada morte das células tumorais de Ehrlich (98,41%), enquanto que o
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efeito maximo de TX, nas concentragOes testadas foi de 63,7% de morte celular nesse
modelo de cancer de mama experimental.

O desenvolvimento de medicamentos antitumorais a partir de produtos naturais
vem recebendo grande importancia em todo o mundo devido principalmente aos efeitos
colaterais reduzidos que estes provocam. Uma variedade de plantas vem sendo utilizada
com sucesso no tratamento do cancer de mama, como ¢ o caso da Broussonetia
papyrifera que apresentou uma potente inibi¢ao do crescimento de células do cancer da
mama (SK-BR3) inibindo o receptor de estrogeno (GUO et al., 2013). O extrato
metanolico do pericarpo Pistacia atlantica apresenta elevada atividade antioxidante e
possui a capacidade de interromper a proliferacao e induzir a apoptose em células de
cancer de mama humanas T47D (REZAEI et al., 2012).

Pesquisas demosntram também, que o extrato metandlico de Marrubium
persicum inibiu o crecimento de células de cancer de mama humano da linhagem MCF-
7, onde o efeito da citotoxicidade foi observado em uma dose de 200 pg/ml de
concentragdo do extrato vegetal (HAMEDEYAZDAN et al., 2012).

Um aspecto importante a ser avaliado na evolugdo de tumores vem a ser a
capacidade deste em induzir mestastases. Para que a metéastase tumoral se desenvolva,
processos moleculares sdo essenciais como a angiogénese e a a¢ao de varios fatores de
crescimento. Portanto, a inibicdo do processo de angiogénese e da proliferacao celular
tem se tornado uma das alternativas terap€uticas no combate as metdstases tumorais.
Em estudos recentes foi avaliado o poder da Brucina, um alcaloide extraido da planta
Strychnos nux-vomica quanto a sua agdo anti-angiogénica pela inibicdo de VEGFR2
(SARASWAT & AGRAWAL, 2013). Também foi observada a influencia na
progressao tumoral e processos angiogénicos da planta Sanguisorba officinalis sobre as

linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-23, onde se encontrou uma redugao
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da angiogénese pela inibicao da expressdao de VEGF em ambas as linhagens (WANG et
al., 2012).

Sendo assim, foi realizado também ensaios para a determinacao de VEGF,
que exerce fungdes criticas na angiogénese fisiologica e patologica e na
linfangiogénese, sendo um importante mitégeno que atua através de sua ligagdo a
receptores especificos do tipo tirosina quinase (RTK), promovendo uma cascata de
eventos intracelulares, que incluem a proliferacdo, invasao e atividade quimiotatica
endotelial, favorecendo a formagdao de novos vasos ¢ consequente metastase tumoral
(DVORAK, 2002; CAPP et al., 2009).

Os resultados para dosagem de VEGF nas células tumorais de Ehrlich mostram
que os componentes de Q. grandiflora EH, FT e BS ndo apresentaram uma producao
significativa desta proteina (5000,3 £ 8,39 pg/mL; 5000,9 + 6,34 pg/mL; 5000,6 + 2,42
pg/mL) respectivamente, quando comparada com o controle negativo (2000,8 + 5,23
pg/mL), porém apresentaram uma diferenca significativa quando comparadas a droga
padriao TX (p<0,05). O TX apresentou uma producdo equivalente a 17000,5 + 3,25
pg/mL de VEGF pelas células tumorais de Ehrlich, quando comparado ao controle
negativo (p<0,01) (Figura 6 e Tabela 5), o que demonstra um provavel efeito
antiangiogénico das substancias testadas, em oposto ao TX, e, portanto possivel
conteng¢do tumoral pela inibi¢do de metéstases.

Outro aspecto que foi avaliado no presente estudo foi a capacidade das
substancias de provocar apoptose nas células tumorais de Ehrlich pelas técnicas de
anexina V e tunel. Foi observada maior quantidade de células em estagio apoptdtico nos
animais que receberam o tratamento com EH (73,9 &+ 0,98 %), quando comparados com

o controle PBS (20,0 + 1,78 %) e a droga padrao utilizada TX (40,7 + 1,98 %) para
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anexina V e (56,2 £ 1,98%; 7,4 + 0,74%; 28,3 £ 0,74%) para técnica do TUNEL
respectivamente (Figuras 6, 7, 8 € 9).

Em relacdo a FT (25,8 + 2,1%) e ao BS (28,5 + 2,7%), ambos apresentaram
menor quantidade de células em apoptose quando comparados ao TX (40,7 + 1,98%) no
caso da anexina V. Para técnica de TUNEL observou-se o mesmo padrao de apoptose,
onde a FT (13,4 + 2,64%) assim como o BS (11,0 = 3,65%) apresentaram uma
quantidade menor de células apoptoticas quando comparada 4 droga padrao TX (28,3 £
0,74%) (Figuras 6, 7, 8 € 9).

Atualmente a maior parte dos quimioterapicos sdo genotoxicos, produzindo dano
ao DNA e mutagdes, que podem induzir a formagdo de outras células neoplasicas. Os
principios ativos mais procurados sao aqueles que induzem a apoptose, levando apenas
células malignas a morte (SUBHASHINI et al., 2005). Substancias isoladas a partir
planta Tanacetum parthenium induziram apoptose em células de linhagem tumoral de
mama humana MCF-7 (WYREBSKA et al., 2013), assim como extratos isolados de
Convolvulus galaticus, Crocus antalyensis e Lilium candidum apresentam efeito
citotoxico frente a esta linhagem pela indugdo da apoptose mediada por p53 (TOKGUN
et al., 2013).

Foram também realizados testes para avaliar o efeito imunomodulatério das
substancias sobre o sistema imunoldgico de animais portadores de tumor de Ehrlich.
Assim, nos resultados referentes a inibicdo de NO, quando comparados ao LPS,
podemos verificar que os constituintes EH e FT obtidas de Q. grandifiora e
apresentaram uma expressiva inibicdo deste mediador (98,15% e 62,98%,
respectivamente) (Figura 11 e Tabela 6). BS, apesar de nao apresentar uma resposta tao

expressiva, apresentou uma atividade inibitéria mediana da producao de NO com valor
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de 38,80%. Por outro lado a droga padrao TX apresentou reduzida inibi¢do da produgdo
deste mediador (10%) pelos macrofagos peritoneais.

Diversos estudos comprovam que a inflamacdo € um componente critico na
indugdo de tumores. Varios tipos de cancer originam-se de sitios de infecgdo, irritagao
cronica ou inflamacdo, tornando-se claro que o microambiente tumoral, que ¢
orquestrado pelas células inflamatorias, ¢ um participante indispensavel no processo
neoplasico (COUSSENS & WERB, 2002). Sendo assim espera-se que substancias anti-
inflamatorias exercam efeitos quimiopreventivos sobre a carcinogénese (SURH et al.,
2001).

De maneira semelhante, a atividade inibitoria da produgdo de TNF-a,
demonstrou que EH (82,20%) apresentou grande inibicdo deste mediador imunologico
(Figura 12). FT e BS, apesar de ndo apresentarem uma resposta tdo proeminente,
também apresentaram importante atividade inibitéria da producdo de TNF-a com
valores de 66,15% e 54,90%, respectivamente, sendo a citocina mais inibida pelas
amostras testadas. A droga padrdo TX ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a
inibi¢do da producdo de TNF-a pelos macrofagos peritoneais (Figura 12 e Tabela 7).

Referente a atividade inibitéria da produ¢do de IL-1 em macrdéfagos
peritoneais de camundongos portadores de tumor de Ehrlich, ¢ possivel notar que FT
apresentou a maior inibicdo da producdo desta citocina (73,51%), enquanto que EH
(33,19%) e BS (49,66%) apresentaram valores semelhantes de atividade inibitéria desta
citocina quando comparados com o controle positivo LPS. Novamente, a droga padrao
TX nao apresentou nenhum efeito inibitorio sobre o sistema imune com (0)% de
inibicdo de IL-1 pelos macrofagos peritoneais estimulados com LPS (Figura 13 e

Tabela 7)
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Na determinagdo da inibicdo de IL-12 (Figura 14 e Tabela7), todos os
derivados de Q. grandiflora apresentaram grande atividade inibitéria da producao desta
citocina: EH (78,59%), seguido pela FT e BS (59% e 49,66% respectivamente). Por
outro lado, a droga padrdo TX ndo apresentou nenhum efeito (0%) sobre a inibicdo da
producao de IL-12 pelos macrofagos peritoneais estimulados com LPS (Figura 14 e
Tabela 7).

Na figura 15 e tabela 7, podemos verificar que ndo houve a inibi¢ao desta IL-
6 pelos macrdéfagos peritoneais murinos estimulados com LPS, quando comparados com
o controle positivo.

Desta maneira, baseados nos resultados dos mediadores imunolédgicos,
podemos concluir que os derivados de Q. grandiflora apresentam caracteristicas anti-
inflamatorias sobre os macrofagos e com isso favorecem a contencdo tumoral. Isto
porque a liberagdo excessiva de NO, TNF-q, IL-1 e IL-12 no microambiente tumoral
sdo consideradas prejudiciais a contencdo do tumor uma vez que varios estudos
mostram seu efeito no aumento da vascularizacdo tumoral e consequente metéstase
além de outros mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral (AMBS &
GLYNN, 2011).

Tanese e colaboradores (2011) relacionaram a quantidade de NO no
micoambiente tumoral do melanoma com a progressao deste tumor e propdem a
inibicdo da iINOS como alvo do tratamento dos pacientes portadores de tumor. Apesar
de inicialmente o TNF-a ter sido documentado como um mediador antitumoral, estudos
mais recentes vém mostrando que esta molécula ¢ um dos principais mediadores da
inflamacao relacionada ao cancer e age como fator promotor de tumor (WU & ZHOU,

2010).
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A produgdo de IL-1 também esta relacionada ao desenvolvimento do tumor e
vem sendo estudada como alvo da terapéutica no cancer de mama (HOU et al., 2011).
Outros estudos sugerem que a neutralizagdo de IL-1 no sobrenadante do ambiente
tumoral, inibe a infiltracdo das células tumorais e a angiogénese através da inibicao de
85% do fator de crescimento endotelial tumoral (VEGF) (CARMI et al., 2009).

Outros estudos correlacionam que a acdo anti-inflamatéria da IL-6 ¢ mediada
por meio de seus efeitos inibidores de TNF-a e IL-1, uma vez que esta pode apresentar
tanto uma atividade pro como anti-inflamatoria dependendo do seu sitio de agdo
(KUSHNER, 1998).

Por outro lado, em relagdo a producao de IL-12, esta, nao esta diretamente
relacionada a progressdo tumoral, mas sim com a produgcdo de NO, portanto, a
modulagdo desta citocina ¢ importante na contengdo tumoral, uma vez que ird modular a
liberagao do 6xido nitrico (TRINCHIERI & SCOTT, 1998; KITAURA et al., 2011).

Baseados nos teses in vitro que demonstraram uma possivel atividade
antitumoral e anti-inflamatoria das substincias testadas, procedeu-se aos estudos in vivo.
Por meio do teste de MTT, escolheu-se a concentragdo adequada de cada tratamento.
Foi iniciado assim o processo de implantagdo do tumor e tratamento intratumoral dos
mesmos de acordo com o protocolo previamente estabelecido. Ao término dos
tratamentos, os animais foram sacrificados para que os tumores pudessem ser extraidos,
pesados e medidos.

A partir destas afericdes foram determinados os valores de inibi¢ao do
crescimento tumoral que demonstraram uma promissora atividade antitumoral in vivo
dos componentes de Q. grandiflora, principalmente EH e FT. Os animais dos grupos
que receberam o tratamento com EH (91,44 + 0,34%) e FT (86,91 + 0,68%) tiveram

uma maior taxa de inibi¢ao do crescimento tumoral (Figura 16) em relacao ao grupo que
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recebeu a droga padrao TX (61,3 = 0,15%), quando comparados ao grupo controle
tratado com salina (PBS). J4 o componente isolado BS (45,13 = 0,37%) demonstrou
uma atividade inibitoria semelhante a droga padrdao em estudo, contudo ndo apresentou
uma diferenca estatistica significativa (p > 0,05) (Figura 16 e Tabela 8). Estudos
semelhantes demonstraram que o extrato metanolico da planta Citrus maxima inibiu o
crescimento de células tumorais de Ehrlich, indicando uma potencial atividade
antitumoral (KUNDUSEN et al., 2011).

Outro estudo similar mostrou que os extratos de Plectranthus barbatus,
apresentaram importante atividade in vivo de extratos de folhas da espécie, contra tumor
ascitico de Ehrlich em camundongos (ZELNIK et al., 1977) assim como o extrato
metanolico de sua raiz que inibiu o crescimento do sarcoma 180, na ordem de 53% de
inibigdo (COSTA, 2006).

Ao término do tratamento dos tumores, os mesmos foram retirados com auxilio
de bisturi e realizadas as analises macro e microscopicas. A massa tumoral apresentou-
se irregular, com superficie lisa e algumas vezes pequena ondulagdes assim como
ulceragdes na pele, podendo crescer aderida ao musculo da pata traseira do animal ou de
forma mais isolada em relacdo a este. A superficie de corte mostrou coloracdo
esbranquicada ou amarelada, com grande presenca de vasos sanguineos (Figura 17).

Microscopicamente o tumor apresentou crescimento exuberante da massa
tumoral com cé¢lulas intensamente pleomorficas e anaplésicas, relagdo nucleo-
citoplasma elevada, nicleo com cromatina frouxa e nucléolos proeminentes, além de
numerosas figuras mitoticas em diversas regides. Apresentou também reacdo
inflamatéria moderada na derme papilar e infiltrado composto predominantemente por
células mononucleares (Figuras 18 e 19).

Foi possivel também observarmos por meio dos cortes histoldgicos corados
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com eosina/hematoxilina a quantidade de mitoses nos animais de todos os grupos
experimentais, notou-se que o grupo tratado com EH (0,55 + 0,24) apresenta menor
quantidade de mitose por campo quando comparados a droga padrao TX (1,4 + 0,22) e
ao controle PBS (3,96 £+ 1,75). Em relacdo ao tratamento com FT e BS estes
apresentaram resultados similares a droga padrao em estudo (1,58 + 0,38 ¢ 2,66 + 0,28,
respectivamente) (Figura 20 e Tabela 8). Todos os tratamentos mostraram-se diferentes
estatisticamente do controle PBS, porém ndo houve uma diferenca estatistica entre a
droga padrao TX e os tratamentos realizados (p>0,05), o que significa que TX no
modelo experimental de Ehrlich ¢ mais uma vez inferior/similar quando comparado aos
derivados de Q. grandiflora.

O estudo do efeito de tratamentos antineopldsicos sobre a mitose celular
vem sendo estudado como provavel mecanismo de agdo. Dentro deste contexto, um
triterpeno da planta Boswellia serrata mostrou atividade antitumoral in vivo com
inibi¢do das mitoses celulares nos camundongos portadores de tumor de Ehrlich
(AGRAWAL et AL., 2011). Outro estudo sugere que a atividade antitumoral de
benzofuranos derivados de plantas da familia Asteraceae influencia o processo mitotico
de células tumorais (ROMANO et AL,. 2011).

Na analise do grau de angiogénese tumoral (Figura 21 e Tabela 8), ndo
houve diferenca na neoformagdo de vasos entre os animais do grupo TX (3,56 + 0,75) e
aqueles que foram tratados com EH (3,37 + 0,62), FT (6,50 + 1,22) e BS (8,36 £ 2,47)
de Q. multiflora. No entanto, quando comparados ao controle PBS (17,91 £+ 1,60)
apresentaram significativa redugdo no grau da angiogénese (p<0,001 para EH, FT e TX;
p<0,01 para BS).

Apesar de representarem um campo de pesquisas relativamente novo, os

produtos naturais obtidos de plantas constitui uma rica e promissora fonte de novas
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moléculas com propriedades antitumoral e anti-inflamatorias. Através dos resultados
obtidos foi possivel observar em ordem decrescente que o extrato hexanico, fragao
terpénica extraidos de Q. grandiflora, assim como o [B- sitosterol possuem efeitos
antitumorais relacionados com os parametros tumorais avaliados no estudo e também
elevada toxicidade frente as células tumorais de Ehrlich. Além dos bons resultados
obtidos através do tratamento intratumoral do tumor sélido de Ehrlich, podemos
destacar também o efeito anti-inflamatdério destas substancias sobre os macrofagos
através da inibi¢do dos mediadores pré-inflamatorios NO, TNF-a, IL-1, IL-12. Por
outro lado, a droga padrdo TX apresenta pouca ou nenhuma atividade inibitoria da
producdo destes mediadores envolvidos na progressao tumoral.

Os resultados encontrados nesse estudo abrem novas perspectivas na busca
alternativa de tratamento do cancer de mama, sendo assim mais pesquisas sobre os

efeitos in vivo desta planta devem ser incentivadas.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permite concluirmos:
- EH, FT, BS e TX possuem excelente atividade seletiva citotoxica a linhagem tumoral
de Ehrlich, com menor citotoxicidade aos macrofagos.
- EH seguido da FT possuem importante atividade inibitoria do crescimento celular,
superiores ao TX.
- EH apresenta os melhores resultados, entre as demais substancias testadas de Q.
grandiflora em todos os testes realizados.
- Em relagdo a producao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a droga
padrao TX, foi a unica a produzir tal mediador. Por outro lado as substancias obtidas da

planta podem contribuir para a inibi¢ao da angiogénese.
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- EH, FT e BS apresentaram grande inibicao da producdo dos mediadores inflamatorios
NO, IL-1, IL-12 ¢ TNF-q.

- Em todos os parametros estudados (citotoxicidade in vitro, inibi¢ao tumoral,
angiogénese ¢ mitose, atividade anti-inflamatodria), a droga padrao TX apresentou-se

inferior ou similar aos derivados de Q. grandiflora no modelo experimental de Ehrlich.
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