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Resumo

O cancer de mama representa a neoplasia mais comum entre as mulheres, sendo classificadc
como o segundo mais frequente no mundo. O crescimento do tumor requer a formacgao de
novos vasos que sao estimulados por fatores angiogénicos e seus receptores. As células
neoplasicas sdo capazes de modificar seu fendtipo para promover alteracdes funcionais e
estimular a producéao de proteinas envolvidas na angiogénese. A curcumina, componente do
extrato deCurcuma longa Lé utilizada como alimento e na medicina tradicional, no entanto
algumas evidéncias indicam que esse extrato possui acdo oncostatica em diferentes tipos de
cancer. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com
curcumina na progressao tumoral e angiogénese em modelo experimental de cancer de mama.
Células da linhagem de cancer de mama receptor triplo negativo (MDA-MB-231) foram
cultivadas e a taxa de viabilidade celular verificada pelo ensaio MTT ap0s tratamento com
diferentes doses de curcumina. Para o estondeivo, as células foram implantadas em
camundongos nude atimicos, os quais foram aleatoriamente divididos em animais tratados (n
= 5) e controles (n = 8). Os animais receberam diariamente 300 mg/kg de curcumina ou
veiculo administrados intraperitonealmente durante 21 dias, cinco vezes por semana. O
tamanho do tumor foi avaliado semanalmente com paquimetro digital. Ao final do tratamento,

a angiogénese foi verificadia vivo pela técnica de tomografia computadorizada por emissao

de féton unico (SPECT), com o radiotracador Tc-99m acoplado a proteina recombinante
VEGF-c, que possui afinidade pelos receptores VEGFR2/3. Além disso, a expressado de
VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2/3, marcador de proliferagéo celular (Ki-67) e o fator de Von
Willebrand (VWF) foram verificados pelo procedimento imuno-histoquimico. No egtudo

vitro, houve diminuicdo da taxa de viabilidade das células tratadas com curcumina, quando
comparadas ao controle (p > 0,05). Para validacdo dos resultados, o iestudo
demonstrou que animais tratados com curcumina apresentaram menor volume tumoral (232,5
+ 53,2 mn) quando comparados aos contrd282,0 + 88,5 mr¥), no entanto, sem diferenca
significante (p > 0,05). A radioatividade de Tc-99-HYNIC-VEGF-c (expressao de
VEGFR2/3), detectada pela técnica de SPECT, foi menor nos animais tratados com
curcumina. Além disso, houve diminuicdo da expressdo de VEGF-A, VEGF-C e VEGFR2,
proliferacéo celular (Ki-67) e densidade de microvasos (MVD (VWF) nos tumores tratados
com curcumina (p > 0,05). A validacéo pelo estudaivo apontou que a 0s animais tratados

com curcumina apresentam menor crescimento tumoral de mama quando comparado aos



controles.Além disso, foi possivel detectar que os animais tratados com curcumina possuem
menor extensdo da angiogénese tumoral (Tc-99m-HYNIC-VEGF-c), e menor expressao das
proteinas angiogénicas VEGF-C, VEGF-A, VEGFR2 e VvWif. conclusdo, nossos resultados

indicam que a curcumina € capaz de diminuir a viabilidade das células tumorais de mama.

Palavras-chavesangiogénese, curcumina, VEGF, neoplasia mamaria SPECT.



Abstract




Abstract

Breast cancer is the most common cancer in women being rated as the second most common
in the world. Tumor growth requires the formation of new vessels that are stimulated by
angiogenic factors and their receptors. The neoplastic cells are able to modify their
phenotype to promote functional changes and stimulate the production of proteins involved
in angiogenesis. Curcumin, a component of the extract of Curcuma longa L, is used both as
food and in traditional medicine, however some evidence indicates that this extract has
oncostatic effects in different types of cancer. The aim of this study was to evaluate the effects
of treatment with curcumin in tumor progression and angiogenesis in an experimental model
of breast cancer. The cell line of human breast cancer (MDA-MB-231) was cultured and the
rate of cell viability was measured by MTT assay after treatment with different doses of
curcumin. For in vivo study, the cells were implanted in female athymic nude mice, which
were randomly divided into treated (n = 5) and control animals (n = 8). The animals
received daily 300 mg/kg of curcumin or vehicle daily, starting in the same day as tumor
implantation and continued for 21 days five times per week. Tumor size was measured
weekly with a digital caliper. The end of treatment, angiogenesis was assessed in vivo by the
technique of computed tomography single photon emission tomography (SPECT) with the
radiotracer Tc-99m-HYNIC-VEGF-c protein coupled recombining, which has affinity for
VEGFR2/3. Furthermore, the expression of VEGF-A, VEGF-C e VEGFR2/3 marker of cell
proliferation (Ki-67) and von Willebrand factor (VWF) receptors were verified by
immunohistochemical. Curcumin treatment in vitro was able to significantly decrease cell
viability (p < 0.05) Animals treated with curcumin showed less tumor volume (232.5 +53.2
mm 3) compared to control animals (282.0 £ 88.5 mm3), however, no significant difference
(p > 0,05). The radioactivity of Tc-99- HYNIC-VEGF-c expression (VEGFR2/3) detected by
SPECT was lower in animals treated with curcumin. Furthermore, the expression of VEGF-
A, VEGF-C e VEGFR2, vascular microvessel (VWF) and cell proliferation (Ki-67) was lower
in tumors treated with curcumin when compared to controls. The validation by in vivo study
demonstred that animals treated with curcumin shows lower breast tumor growth when
compared to the control group of animals. Moreover, it was possible to detect that the
animals treated with curcumin exhibit lower extent of tumor angiogenesis (Tc-99m-HYNIC-
VEGF-C) and reduce expression of the angiogenic protéifGF-C, VEGF-A, VEGFR2 e

VvWF. In summary, our results demonstrate that curcumin affect the viability of the breast

cancer cells in vitro.



Keywords:angiogenesis, breast neoplasm, curcumin, VEGF, SPECT.
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INTRODUCAO

1. Dados gerais

O cancer de mama representa o segundo tipo mais frequente no mundo, sendo o mais
comum entre as mulheres. E relativamente raro antes dos 35 anos, e acima desta faixa etaria
sua incidéncia cresce de forma rapida e progressiva (INCA, 2014). Corresponde a 23% dos
novos casos de cancer a cada ano, e 14% do total de mortes por cancer no mundo (JEMAL et
al., 2011). No Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer - INCA estimam a ocorréncia de
57.120 novos casos desse tipo tumoral para 2014. Nos Estados Unidos e Europa Ocidental
existe a expectativa do surgimento de quinhentos mil casos diagnosticados a cada ano. As
taxas de mortalidade por cancer de mama ainda permanecem elevadas no Brasil, e isto se
deve principalmente ao diagnéstico tardio (HICKS e KULKARNI, 2008; INCA, 2014).

O cancer de mama esta fortemente associado a fatores hormonais, incluindo menarca
precoce e menopausa tardia, nuliparidade e idade mais avancada. Recentes estudos apontan
gue mulheres que amamentam por longo periodo adquirem maior protecdo contra o
acometimento do tumor de mama (FRANK e CRITCHFIELD, 2002). Além desses, o
aumento do peso corporal e a idade continuam sendo importantes fatores de ristaa(\WU
2007; LERTKHACHONSUKEet al., 2013).

As incidéncias mais elevadas se encontram nos paises do norte da Europa, Australia,
Nova Zelandia e América do Norte. Os paises da Ameérica do Sul apresentam taxas
intermediarias de incidéncia, ja paises do continente asiatico revelam os menores indices de
acometimento do cancer de mama (JEMAL al, 2011). Historicamente, as menores
incidéncias tém sido atribuidas a populacdes asiaticas, devido a idade mais avancada da
menarca, baixo peso corporal principalmente em mulheres pds-menopausa, uso freqliente de

hormoénios na menopausa, assim como o estilo de vida dessa populacdo, que inclui atividade



fisica e alimentacéo rica em vegetais (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2006; SIEGEIL,
2014).
2. Angiogénese

Fisiologicamente, a formacdo de novos vasos sanguineos ocorre por meio de dois
mecanismos distintos: vasculogénese e angiogénese. Na vasculogénese, 0S vasos Sac
formados pela diferenciacdo de células precursoras endoteliais (também conhecidas como
angioblastos), em células endoteliais maduras. Embora este processo ocorra apenas durante
fase embrionaria, recentes estudos indicam que a vasculogénese pode ocorrer também na
formacdo de novos vasos sanguineos no ambiente tumoral. Por outro lado, a angiogénese
ocorre tanto durante o desenvolvimento embrionario como no pés-natal, e é caracterizada pela
formacdo de novos vasos sanguineos pela proliferacdo e migracao de células endoteliais pré-
existentes, processo essencial na carcinogénese (Figura 1) (FOIlIEHS 2009; EL
HALLANI et al, 2010; PATENAUDE, PARKER e KARSAN, 2010; ARBAB, 2012;

HAJRASOULIHA et al, 2012).

Vasculogénese Angiogénese
Células Célula
° precursoras Membrana  endotelial
y— endoteliais basal I

Pericito

EC

Figura 1. Representacéo dos diferentes modelos de formacao de novos vasos sanguineos.
Adaptado de CARMELIET; JAIN. (2009).
Os vasos sanguineos sao formados por dois tipos distintos de células; endoteliais e
células de suporte perivascular, denominadas pericitos. As células endoteliais sdo células

epiteliais de revestimento dos vasos sanguineos, enquanto o0s pericitos sao células



perivasculares que formam uma camada Unica de células musculares lisas em torno das
células endoteliais, proporcionando suporte mecéanico e estabilidade a parede dos vasos,
regulando a funcdo vascular (GERHARDT e BETSHOLTZ, 2003; RUAN, SONG e
OUYANG, 2009).

A angiogénese é caracterizada pelo crescimento e desenvolvimento de novos vasos
sanguineos, um processo normal e essencial na cicatrizacao de feridas e formacgéo de tecidos
(HALL et al, 2005). No entanto, também € um passo fundamental na oncogénese, bem como
no crescimento do tumor, a fim de fornecer nutrientes e oxigénio para progressao e
proliferacdo das células tumorais, contribuindo para a formacdo de metastases (TAKAHASHI
e SHIBUYA, 2005; GAVALASet al, 2013).

Este processo ocorre durante o desenvolvimento e remodelacdo vascular em uma série
controlada de eventos que se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor. O tamanho
tumoral pode alcancar aproximadamente 1-Znamtes de suas demandas metabdlicas serem
restritas devido ao limite de difusdo de oxigénio e nutrientes no local (CARMELIET e JAIN,
2011). De acordo com a sua gravidade, a auséncia de oxigénio pode tanto promover apoptose
como impedir a morte das células, conduzindo a respostas biolégicas que induzem o
crescimento tumoral (SADRI e ZHANG, 2013). Assim, para garantir a progressao do tumor,
as ceélulas neoplasicas modificam seu fendtipo a fim de promover alteragbes funcionais,
estimulando a producdo de fatores angiogénicos, os quais se ligam a receptores especificos
nas células endoteliais pré-existentes, levando a formagéo de novos vasos sanguineos (LEE et
al., 2007; YU, MOHAN e NATARAJAN, 2012).

O processo da angiogénese envolve um numero sequencial de etapas: inicialmente, as
células endoteliais sado ativadas por fatores pro-angiogénicos produzidos e liberados pelas
células tumorais. Em seguida, as células endoteliais pré-existentes secretam enzimas

proteoliticas, tais como as Matriz Metaloproteinases (MMPs) para a degradacdo da membrana



basal e matriz extracelular. Assim, inicia-se a proliferacdo e migracdo das células endoteliais
para formacdo de um novo vaso sanguineo. Finalmente, ocorre a ligacdo das células
denominadasips cellsnas células endoteliais dos novos capilares, o novo limen e uma nova

membrana basal sdo formados (Figura 2) (GRE&Al, 2005; WEIS E CHERESH, 2011).

Vaso capilar Desestabilizacdo Proliferacio

Membrana
Basal

Pericitos 2

Hipoxia
VEGF
Proteases

-Fatores
Angiogénicos
-Citocinas
-Proteases

Célula
Endotelial

02
-Circulagdo
sanguinea
-Proteases
-Fatores
Antiangiogénicos

Figura 2. Representacéo das etapas envolvidas no processo de angiogénese. Adaptado de
CLAPP. (2009).

Em resposta a reducdo do oxigénio disponivel, as células tumorais expressam o fator
induzivel por hipoxia (HIF-1), que € um fator de transcri¢do induzido sob hipdxia e que nestas
condicdes, migra desde o citoplasma para o nucleo das células, ligando-se aos elementos de
resposta a hipoxia (SEMENZA, 2013). O HIF-1 € composto por duas subunidadesgHIF-
HIF-1B. A subunidade HIF: apresenta trés isoformas HIF;HIF-20, e HIF-31, que estéo
presentes em células tumorais apenas na auséncia do oxigénio. Estudos demonstram que a altz

expressdo de HIF-lesta diretamente associada ao pior prognosticaerres de mama. A



subunidade HIF-1f constitutivamente expressa em ceélulas normaidivdersos orgaos,
como rins, pulméao e coracao (B@t&al, 2003; RUNDQVIST e JOHNSON, 2013).

Em situacbes normais de oxigénio, o HIE reconhecido pela proteina supressora
tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL) ubiquitinilado para sofrer degradacao proteossomal. No
entanto, em situacdes de hipdxia, o pVHL se liga ao NO e o Hifad& reconhecido. Nesse
caso, o Hll é ativado e induz a expressao de genes de respbgtaxia como o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (Figura 3) (SEMENZA, 2002; MIMEAULT e

BATRA, 2013; TUNGet al, 2013).

Hipdéxia

~ HIFfe ~ HIFla OH
 HIF1 ~ HIFta Ot

Ubiquitinagdo e
degradagdo de HIF-1a

Ativacdoda
hipoxia

Figura 3. Ativacao do HIF-& em situacdes de hipdxia e em condi¢des normaigigéroo
(normoxia). Adaptado de HOEBEN et al.( 2004).
3. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e seus receptores

O VEGF é considerado um dos fatores pré-angiogénicos mais importantes por
promover a formacdo de novos vasos pela sua capacidade de regular a permeabilidade
vascular, estimular o crescimento, migracdo e invasédo das células endoteliais (HOEBEN et

al., 2004; DELLI CARPINIet al, 2010; GREENBERG e RUGO, 2010; SHIBUYA, 2011). E



composto por uma familia de cinco isoformas referidas como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e o fator de crescimento placentario (PIGF) (Figura 4). O VEGF atua por sua
ligacdo a receptores especificos do tipo tirosina quinase (RTK), promovendo uma cascata de
eventos intracelulares. Cada isoforma pode ativar um ou mais receptores conhecidos, como
VEGFR1 localizado na superficie de células hematopoiéticas, macréfagos e monacitos,
VEGFR2 encontrado no endotélio vascular e linfatico e o VEGFR3 localizado
predominantemente no endotélio linfatico (STEFAN&NAL, 2008; TANEJAet al., 2010).

A isoforma VEGF-A é uma glicoproteina dimérica, constitutivamente expressa em
baixos niveis nos tecidos normais na fase adulta, e em niveis mais elevados em diferentes
tecidos epitéliais, como mama, rim e pulmao (HOEBHNMI., 2004; CARMELIET e JAIN,

2011). O VEGF-A, um dos maiores reguladores do processo de angiogénese, foi detectado
inicialmente em varios tipos de linhagens de células tumorais, enquanto 0s seus receptores
VEGFR1 e VEGFR2 foram encontrados predominantemente expressos em células
endoteliais. No entanto, recentes estudos revelam que células tumorais também sdo capazes
de apresentar expressao significativa de receptores do VEGF (FERRARA, 2009; 2010).

O VEGF-B foi descoberto had pouco mais de 10 anos como um membro da familia
VEGF. Apresenta afinidade pelo VEGFR1, sendo abundantemente expresso em tecidos
musculares esqueléticos e lisos, como coracdo e diafragma (HA8H 2006). Recentes
estudos demonstram que niveis de expressdo de VEGF-B estdo aumentados em tecidos
tumorais de mama quando comparados ao tecido normal, sugerindo que o VEGF-B pode
complementar o papel de outros membros da familia VEGF @WE 2014). Além disso, o
VEGF-B apresenta baixa atividade angiogénica, e também, segundo um estudo de Li et al.
(2008) em células neuronais humanas, possui potencial para inibir a apoptose estimulando a

proliferacéo celular.



A isoforma de VEGF-C, também conhecida como proteina relacionada ao VEGF
(VRP), desempenha papel na regulagcdo do processo angiogénico na embriogénese precoce,
mas tem essencialmente a fungdo de estimular a proliferagédo, crescimento e sobrevida das
células endoteliais linfaticas, que conduz a formacgédo de novos vasos linfaticos (B¢ANG
2012). O VEGF-C é altamente expresso em tecidos tumorais, especialmente mama, colo do
atero, célon, pulmé@o e prOstata. Apresenta elevada afinidade com os receptores celulares
VEGFR2 e VEGFR3 (HAJRASOULIHAL al, 2012).

O VEGF-D possui caracteristicas e funcdes semelhantes ao VEGF-C. Sua alta
expressdo em tecidos tumorais esta relacionada com a ocorréncia de metastase pela formacac
de novos vasos linfaticos (KARNEZI& al, 2012). Estudos indicam que a inibicdo da
sinalizacdo de VEGF-D pode regular nagativamente a linfangiogénese, restringindo a
formacao de vasos linfaticos (ALITALE al, 2013).

A isoforma PIGF é predominantemente expressa em altos niveis no tecido placentario,
mas também pode ser encontrada em tecidos como pulmao, coracdo e musculo esquelético. O
PIGF estimula o crescimento, migracdo e sobrevivéncia das células endoteliais, levando a
formacdo de novos vasos sanguineos (fUAl, 2012). Além do VEGF-A, o PIGF também
se liga ao receptor VEGFR1, estimulando o aumento da expressédo do VEGF-A, levando a um
efeito sinérgico dessa proteina, e consequente maior resposta angiogénica (FE@HER

2008).



VEGFA VEGF-A
VEGFE VEGFC VEGFC
PIGF VEGFD VEGF-D

VEGFR-1 VEGFR-2

Figura 4. Esquema da ligacéo entre as isoformas de VEGF e seus receptores. Adaptado de
TAIMEH et al. (2013).

A inibicdo do VEGF pelo blogueio de seus receptogpsesenta um novo enfoque para
a terapia contra o cancer, podendo ser utilizada na regressdo de vasos sanguineos imaturos
caracteristicos dos tumores e reduzir a permeabilidade vascular de modo a diminuir a pressao
intratumoral, com isto diminuindo a probabilidade da formacédo de metastases. (FERRARA,
2004). A alta expressdo de fatores angiogénicos como VEGF e seus receptores esta
relacionada com o grau de vascularizacdo tumoral, e tem sido proposta como fator
prognéstico para avaliar a sobrevivéncia dos pacientes. Assim, torna-se extremamente
importante a identificagdo destas proteinas envolvidas na angiogénese, para a escolha do
tratamento adequado, bem como para o desenvolvimento de terapias eficazes que envolvam
uma combinacé&o de vérios fatores (Adtlal., 2010; ARBAB, 2012). Neste contexto, o VEGF
€ seus receptores parecem ser, particularmente, alvos promissores para a terapia molecular dc

cancer de mama.

4. Curcumina
A curcumina, um composto de acéo antitumoral e antiangiogénica de recente interesse

na pesquisa (SUMNt al, 2009), € uma erva tradicional na medicina indiana e chinesa
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normalmente utilizada como tempero e corante alimentar (MET&D, 2011). A curcumina é

0 componente principal dbumeri¢ um rizoma derivado da plant@yrcuma longa L.).No

Brasil, esse rizoma € popularmente conhecido como circuma, acafrdo da india ou gengibre
dourado. E encontrado em regides tropicais e subtropicais, sendo originario do sudeste da
Asia e principalmente cultivado em paises como China e india. O rizoma é a parte da planta
de maior interesse, normalmente utilizado na forma de pd, obtido a partir da moagem dos
rizomas secos (AGGARWAL, KUMAR e BHARTI, 2003).

A clrcuma é composta principalmente por trés curcumindides: curcumina (77%)
desmetoxicurcumina (17%) e bisdemetoxicurcumina (3%) (KUNNUMAKKARA, ANAND e
AGGARWAL, 2008). O p6 da curcuma apresenta coloracdo amarela devido a presenca da
curcumina, polifendlico lipossoluvel, encontrado em maior quantidade nesse rizoma
(AGGARWAL et al, 2007). A curcumina é normalmente consumida na india como tempero,
em média 100 mg/kg ao dia. Estudos recentes apontam que esse consumo diario de curcumina
nao ocasiona efeitos colaterais, pois apds a ingestdo, a biodisponibilidade plasmatica da
curcumina € muito baixa devido a sua lenta absorcdo pelo trato gastrointestinal, rapida
biotransformagcdo e répida eliminacdo sistémica (SHARMA, GESCHER e STEWARD,
2005).

Na medicina tradicional, a curcumina é considerada eficaz no tratamento de doencas do
figado, indigestéo, infec¢des do trato urinario e artrite reumatéide, além de possuir efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios (PISANSD al, 2010; FOSSEet al, 2011). Além disso,
tem sido investigada como um potencial agente terapéutico para o tratamento de diferentes
tipos de cancer, como por exemplo, carcinoma coloretal (PATEL e MAJUMDAR, 2009),
carcinoma de cabeca e pescoco (CHAKRAVAREl al, 2010), cancer pancreatico
(VILLEGAS, SANCHEZ-FIDALGO e ALARCON DE LA LASTRA, 2008) e osteosarcoma

(FOSSEYet al, 2011).
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Os indices mais elevados de cancer de mama estao localizados nos paises da América
do Norte e Europa, onde ndo ha um consumo diario de curcumina. Os paises asiaticos, como
China e India possuem menor niimero de casos de cancer de mama, célon, pulm&o e prostata,
guando comparados aos paises ocidentais, e isto pode estar associado a alta ingestao de
cucumina (AGGARWAL, KUMAR e BHARTI, 2003). Segundo estudo de (Wu, Ying e
Gomez-Pinilla. (2006), houve aumento no nimero de casos de cancer de mama em imigrantes
da india vivendo nos Estados Unidos, demonstrando o valor da dieta como agente preventivo
no desenvolvimento tumoral.

Os efeitos oncostaticos da curcumina sao resultantes principalmente da atividade de
agentes envolvidos na regulacdo das vias de sinalizacdo, como fatores de transcricdo
(SUBRAMANIAM et al, 2010). Os fatores de transcricdo sédo proteinas que se ligam a um
promotor especifico ou regido estimuladora do DNA, atuando como reguladores da expresséo
de varios genes (PARIEt al, 2013). Um dos principais e mais estudados é o Fator de
Transcricdo Nuclear Kappa B (NF-kB), que tem uma variedade de funcgdes, tais como a
sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacao celular (ZUBAIR e FRIERI, 2013). A ativacao do
NF-kB regula a expressdo dos principais genes envolvidos no processo angiogénico, como
membros da familia VEGF e seus receptores (SHISHODIA, 2013). Acredita-se que a
curcumina pode atuar diretamente na regulacdo da angiogénese pela inibicdo do fator de
trancricdo NF-kB (PERRYt al, 2010; BIMONTEet al, 2013). De acordo com Shahal.

(2012) a curcumina foi capaz de inibir a liberacdo de VEGF-A, um gene regulado pelo NF-
kB, por células neoplasicas desempenhando papel antiangiogénico e apoptético em tumores
primérios de hipofise.

Desta forma, supde-se que a curcumina possa ter um papel importante na supresséo
tumoral, atuando na regulacéo ou inibicdo de fatores pré-angiogénicos como VEGF e seus

receptores, responsaveis pela formacao de novos vasos, criando assim, um caminho promissor
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para a utilizacdo deste fitoquimico como um agente terapéutico no tratamento do cancer de

mama.

5. SPECT ( Tomografia Computadorizada por Emissdo de Féton Unico)

Na busca de novos meios para o diagnéstico de tumores, uma técnica inovadora na
pesquisa experimental para a deteccdo da angiogénese no tumor vem sendo utilizada. A
tomografia computadorizada por emissédo de foton Unico (SPECT), uma técnica da medicina
nuclear, utiliza a radiagédo ionizante de raios gama, permitindo dados biotopoldgicos em 3D a
partir da injecdo de um radiofarmaco no paciente que emite radiacdo necessaria para a
aquisicao da imagem (FRAN& al, 2008; MEJIAet al, 2010).

Para determinar a angiogénese em modelos animagarder utilizando a técnica
SPECT, os animais recebem uma inje¢cdo contendo um composto especifico que se liga aos
receptores de VEGF. Esse composto é formado pelo radioisétopo tecnécio 99-m (Tc-99m),
amplamente utilizado na medicina nuclear, e conjugado com uma proteina recombinante
(VEGF-c) que possui afinidade pelos receptores VEGFR2 e VEGFR3. Essa ligacdo é
intermediada pelo quelante hidrazinanicotinamida (HYNIC), formando o composto
denominado Tc-99m-HYNIC-VEGF-c. Apés a injecdo desse composto, 0s animais séo
colocados na camara do SPECT e a radioatividade emitida pelo Tc-99m é captada permitindo
determinar a extensdo da angiogénese @ldl, 2010). Assim, a técnica de SPECT é eficaz
para avaliar a influéncia de uma determinada droga na angiogénese tumoral em modelos
animais. O presente estudo utilizou desta técnica para determinar a angiogénese tumoral nos

animais tratados ou ndo com curcumina.
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II. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo verificar $mt@mmento com curcumina seria

capaz de:

 Diminuir a viabilidade celular in vitro;
¢ Diminuir o crescimento tumoral in vivo;

» Afetar a angiogénese tumoral, verificada pela expressdo dos receptores de VEGF
detectadosin vivo pela tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico

(SPECT);

» Alterar a expressao de proteinas angiogénicas nos tumores mamarios.
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ll. MATERIAL E METODOS

1. Estudo in vitro
1.1.Cultivo celular

As células procedentes da linhagem MDA-MB-231 foram cultivadas em incubadora a
37°C e 5% de CHem meio DMEM com alta concentracdo de glicose, suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100

pg/mL) até atingir 80-100% de confluéncia.

1.2.Manutengéo das células

A troca do meio de cultura de cada garrafa foi realizada a cada dois dias, adicionando

novo meio enriquecido para estimular o crescimento das células e evitar contaminacgéao.

1.3. Tripsinizagao das garrafas

Todo o meio de cultivo foi retirado da garrafa, em seguida adicionado 2 mL de tripsina,
e entdo as células foram incubadas por 5 minutos a 37°C. Novamente, foram adicionados 5
mL de meio de cultivo para inativacao da tripsina apos a desagregacéao das células, lavando o
fundo da garrafa de forma homogénea. Em seguida a solucao presente foi transferida para um
tubo falcon de 15 mL, e entdo centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos. Apos a formacéo
do pelletao fundo do tubo, o sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas

em novas garrafas de cultura e incubadas novamente.

1.4.Quantificacdo e plaqueamento das células da linhagem tumoral MDA-MB-231

Inicialmente as células foram tripsinizadas e adicionou-se 5 mL de meio de cultura.

Dessa solucao, retirou-se 10 pL para realizar a contagem das células na camara de Neubauer
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A contagem foi realizada nos quatro quadrantes laterais externos, e o resultado colocado na

férmula abaixo, onde X é a quantidade de células por ml:

X= n° de células contadas em cada quadranté x Eator de diluicio
Total de quadrantes contados

Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e pellet ressuspendido na quantidade de meio necessaria para obter 0,5 x 10
células por mL. Para a realizacéo do ensaio de viabilidade celular pela técnica de MTT, foram

adicionados 100 pL contendo 0.5 ¥ &6lulas em cada poco da placa de 96 pocos.

1.5.Ensaio da viabilidade celular pela técnica de MTT

Foram plaqueadas 0.5 x ®1€élulas e divididas em placas de cultura de 96 pocos
contendo 100 pL de meio de cultura especifico. Posteriormente, foram adicionadas as
seguintes concentra¢cdes de curcumina: 25 uM, 50 uM e 100 uM. A curcumina foi preparada
em solucdo mae de 10 ﬂe/lentéo aplicada na quantidade correspondente as concentracdes
especificas de cada tratamer2é (M = 2 pL; 50 uM =4 pLe 100 uM = 8 pL. Apos o tempo
determinado para o tratamento (4 e 24 horas), foi adicionado a cada poc¢o 10 pL de solugéo
MTT do Vibrant MTT Cell Proliferation Assay KiATCC, Manassas, VA, USA). A placa foi
incubada por 4 horas a %87 e em seguida foi adicionado 100 pL Detergent reagent
(ATCC, Manassas, VA, USA) para dissolucéo dos cristais de formazan. Decorridas 2 horas
apos a adicdo do detergente, a viabilidade foi determinada pelo leitor ELISA (VICTOR3 —
PerkinElmer, Waltham, MA, USA) sob comprimento de onda de 570 nm. Em todos os

experimentos o0 meio de cultura foi utilizado como branco e subtraido das amostras. A

! O protocolo de preparo da solucédo esta descrito no Apéndice A.
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viabilidade celular relativa (%) foi calculada para todos os grupos em relacdo a amostra

controle (sem tratamento) e realizada em triplicata.

2. Estudo in vivo

Toda parte experimental desse projeto foi desenvolvid&€eltular and Molecular
Imaging Laboratorydo Hospital Henry Ford em Detroit, Michigan, USA em colaboracéo
com o Prof. Dr. Ali S. Arbab. O estagio acrescentou conhecimentos no manuseio de animais
imunossuprimidos e em técnicas de Biologia Molecular relacionadas a verificagcdo da
angiogénese e formacdo tumoral somados ao uso da Tomografia Computadorizada por

Emiss&o de F6ton Unico (SPECT) em animais de experimentacao.

2.1.Consideracdes Eticas
Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as normas
nacionais e internacionais do Comité de Etica e aprovados pela “Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto” (Protocolo
FAMERP 115982/2011) (ANEXO A) e “Institutional Animal Care and User Committee”

(IACUC N°1203) do Henry Ford Hospital, USA (ANEXO B).

2.2.Delineamento experimental e indugéo tumoral
Camundongo snude atimicos, com 7 — 8 semanas de idade e + 25 gramas de peso
corporal, adquiridos noCharles River Laboratory, Inglaterraforam utilizados para
implantacdo das células da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 (n = 13). Todos o0s
animais foram mantidos em caixas apropriadas em ambiente com temperatura adequada e
ciclo claro/escuro controlados de 12 em 12 horas, com racdo e agua a vontade. As células
tumorais foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640,

na concentracdo de 6 x H@lulas/mL. Os animais receberam uma injecdo subcutanea com
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50 uL de meio de cultura contendo 3 x°b@lulas vidveis na glandula mamaéria direita e/ou
flanco posterior direito. Estas células séo eficientes na formacdo de tumores de xenoenxerto

apresentando maior vascularidade e menor area de necrose.

2.3. Tratamento dos animais com curcumina

Os animais foram randomizados e separados aleatoriamente em: grupo |, animais
controle (sem tratamento) (n = 8) e, grupo Il, animais tratados com curcumina (n = 5).
Animais do grupo | receberam injecao intreperitoneal (IP) contendo apenas 100 pL de veiculo
composto por (1 mL de Chemophor (Sigma, St. Louise, MO, USA); 1 mL de
Dimetilsulfoxido — DMSO (Sigma) e 8 mL de PBS). Ja os animais do Grupo |l receberam
injecdo IP na dose de 300 mg/kg de curcumina (Sigma, St. Louise, MO, USA) dissolvida em
100 pL de veiculo. O tratamento foi iniciado no mesmo dia da implantacdo do tumor, e todos
0s animais foram tratados durante 5 dias por semana, ao longo de 21 dias. A duracdo do

tratamento foi pré-estabelecida até que o tumor atingisse 1,7 cm de diametro.

2.4.Mensuracéo tumoral
Os tumores de todos os animais foram mensurados uma vez por semana 7, 14 e 21 dias
apos a implantacdo, usando paquimetro digikasher Scientifir. Para analise foram
verificados o maior diametro longitudinal (comprimento) e transversal (largura), e calculados
pela seguinte férmula (JENSEt al., 2008):

Volume tumoral=1/2 (Comprimento x Largfya

2.5. Tomografia computadorizada por emissao de féton anico (SPECT) — VEGF-c

O composto VEGF-c recombinante foi adquirido p&lespec (Rehovot, Israel).
VEGF-C, é também conhecido como Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VRP),

proteina recentemente descoberta da familia do Fator de Crescimento Vascular Endotelial
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VEGF, que esta diretamente relacionada com o VEGF-D. O cDNA de VEGF-C de rato
codifica uma proteina de 416 residuos de aminoacidos e é quase idéntica a proteina VEGF-C

de camundongo, sendo um ligante para VEGFR2 e VEGFR3.

2.5.1 Preparacéo do HYNIC (Hidrazinonicotinamida)

O HYNIC foi utilizado na ligagdo do VEGF-c com o tecnécio (Tc-99m), para
construcdo do agente Tc-99m-HYNIC-VEGF-c. Inicialmente sucinimidil 6-hidrazina
piridina-3-carboxilato hidrocloreto foi conjugado com o VEGF-c recombinante. Em seguida a
proteina conjugada foi purificada e a Hidrazinonicotinamida-VEGF-c foi conjugada com
tecnécio (Tc-99m) em solugdo com tricina e cloreto estanoso, formando o Tc-99m-HYNIC-

VEGF-c (BLANKENBERGet al, 2006; ALlet al, 2010).

2.5.2 Aplicacéo Tc-99m-HYNIC-VEGF-c e aquisicao das imagens

Ao final de 21 dias de tratamento, os animais receberam uma injecédo contendo 0,5 mCi
de Tc-99m-HYNIC-VEGF-c aplicada na veia caudal. Ap6s 1 hora, os camundongos foram
anestesiados com injecdo intramuscular contendo 20 pL de ketamina/xilazina (100 mg/mL) e
acomodados no suporte de imagem da camara do SPECT. As imagens foram adquiridas com
a camera gama PRISM 3000 convertida em um sistema micro SPECT utilizando um
colimador para pequenos animais (R70) (Bioscan), rotagdo de 360 graus, 1700 segundos por
projecédo, (40000 cps/projecdo). O tempo de aquisicdo total de cada imagem foi de
aproximadamente 10 minutos. As imagens foram reconstruidas com o software HISPECT

(Bioscan) e foram analisadas com auxilio do softwaeged (NIH, Bethesda MD, USA).

2.5.3 Andlise das imagens
Imagens multiplanares do SPECT foram reconstruidas usando ImageJ. O centro do
tumor foi identificado utilizando projecdes ortogonais e todas as sec¢des contendo tumor, seja

em vista axial ou coronal, foram analisadas. As regides de interesse (ROI) foram desenhadas
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em torno da area do tumor para determinar a atividade total de Tc-99m-HYNIC-VEGF-c.
ROI também foi desenhado para avaliar a atividade total da regido do musculo contralateral.
A porcentagem de mudanca na atividade total foi calculada pela seguinte férmula:

Atividade total = (intensidade de radioatividade do volume tumoral/intensidade da

radioatividade do musculo contralateral) x 100.

2.5.4 Eutandsia dos animais e coleta do material
Imediatamente apods a realizagdo da técnica de SPECT, os animais foram eutanasiados
por injecdo intracardiaca de pentobarbital (100 mg/kg). Para andlise histologica e imuno-
histoquimica, o tecido tumoral foi fixado em 3% de paraformaldeido contendo 3% de sucrose.
Em seguida, apds a coleta, os tecidos e materiais necessarios para anélise foram armazenado

em uma sala especial até decair a radioatividade.

2.6. Procedimento Imuno-histoquimico

Para o desenvolvimento da técnica de imuno-histoquimica, os cortes histolégicos dos
fragmentos tumorais incluidos em parafina foram desparafinizados em xilol, rehidratados em
alcool em grau decrescente e incubados em 3%.,@g (deréxido de hidrogénio) por 30
minutos para o bloqueio da peroxidase enddgena. A recuperacao antigénica foi realizada na
panela a vapor com tampdao citfafioH 6,0) por 35 minutos. Apds estabilizar a temperatura
de 36°C, adicionou-se a solucdo de bloqueio (Biocare) por 5 minutos e 0s anticorpos
primarios: anti-VEGF-A (Santa Cruz), anti-VEGF-C (Santa Cruz), anti-VEGFR2 (Millipore),
anti-VEGFR3 (Millipore), anti-vWF (Millipore) e anti-Ki-67 (Millipore), incubados a 4°C,
overnight (Tabela 1).

Ap6s o periodo de incubacéo, os fragmentos foram lavados em solucdo tampéo PBS

por 15 minutos e incubadas com anticorpo secundério biotinilado por 20 minutos e complexo

230s protocolos de preparo das solucdes estéo descritas no Apéndice A
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estreptavidina peroxidase por 10 minutos (Kit STARR TREK Universal HRP Detection —
Medical Biocare®), seguido de lavagem com PBS por 15 minutos. A revelacéo foi feita com
substrato cromégeno DAB (Signet Laboratories®) por 5 minutos e a contra coloragdo com
Hematoxilina de Harris por 40 segundos. Os tecidos foram desidratados em alcool em grau
crescente e banhados no xilol antes da montagem das laminas em meio Erv-mount
(Erviegas®).Todos os fragmentos tumorais foram acompanhadas de um controle positivo para o

anticorpo testado e do controle negativo (sem anticorpo primario).

Tabela 1. Especificagcbes dos anticorpos primarios utilizados no procedimento imuno-
histoquimico.

Anticorpo Especificidade Diluicdo Tampéo Marca
VEFG-A Policlonal (rabbit) 1:300 Citrato pH 6,0 Santa Cruz
VEGF-C Monoclonal (mouse) 1:50 Citrato pH 6,0 Santa Cruz
VEGFR2 Monoclonal (mouse) 1:200 Citrato pH 6,0 Millipore
VEGFR3 Monoclonal (mouse) 1:500 Citrato pH 6,0 Millipore

VWF Monoclonal (mouse) 1:500 Citrato pH 6,0 Millipore
Ki-67 Monoclonal (mouse) 1:200 Citrato pH 6,0 Millipore

2.7. Andlise Imuno-histoquimica
Para a andlise da quantificacdo da expressdo proteica, foi utilizada a técnica de
densitometria Optica, com auxilio do analisador de imagefisvare ImageJ. As partes
centrais e periféricas de tumor (regido inferior, superior, esquerda e direita) foram
fotografadas em aumento de 40 x. A expressao das proteinas VEGFR2 e VEGFR3 foi
quantificada baseando-se na intensidade da imunomarcacao do anticorpo. Cada imagem foi
dividida em quatro quadrantes, nos quais foram selecionados aleatoriamente 20 pontos

(evitando o ndcleo) em cada quadrante, no total de 80 pontos de cada area fotografada. Os
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valores foram obtidos em unidades arbitrarias (u.a.) e demonstraram a densidade optica
média (D.O.M.) para cada amostra.

Os tumores também foram classificados em relacdo a proliferacdo celular de acordo
com a marcacdo de Ki-67. O numero total de células positivas para Ki-67 foi contado,
normalizado e dividido pela area da imagem (m2). A avaliacdo da densidade de microvasos
(DMV) foi detectada pela imunomarcacédo do VWF. Cinco areas com maior concentracao de
vasos “hot spots” de cada lamina foram identificadas. As areas positivas para VWF foram
contadas independentemente por dois observadores. A area histoldgica total (m2) foi anotada

e a microdensidade vascular calculada como descrito por Weidner et al. (1991).

2.8. Andlise estatistica

As médias das andlises dos diferentes grupos tratados ou ndo com curcumina foram
comparados pelo testede student ou ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Todos o0s
valores obtidos foram expressos como média + desvio padrdo (S.E.M.). Todas as analises
foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism4. Qualquer valor de (p < 0,05) foi

consideradosignificativo.
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IV. RESULTADOS

1. Estudo in vitro
1.1 Ensaio da viabilidade celular pela técnica de MTT

O numero de células viaveis apds o tratamento com curcumina, por 4 e 24 horas foi
avaliado utilizando um ensaio MTT. As concentra¢cdes de curcumina utilizadas foram: 25
uM, 50 uM and 100 uM, no periodo de 4 e 24 horas. A viabilidade celular relativa (%) de
cada amostra foi calculada a partir da média dos valores de absorbéancia das triplicatas. Para
todas as amostras o branco (meio de cultura) foi utilizado para normalizar os resultados. Para
o valor obtido no grupo controle (sem tratamento), foi atribuido 100% de viabilidade celular.
Nos outros grupos o resultado foi calculado a partir da diferenca em relacdo ao grupo
controle.

As células tratadas com curcumina (25, 50 e 100 pM) apresentaram uma reducéo da
viabilidade de forma dependente da concentracédo utilizada, indicando um maior efeito com o
tempo de exposicdo a curcumina. No periodo de 4 horas, houve diminuicdo da viabilidade
celular apenas em concentracfes mais elevadas de curcumina (Tabela 2; Figura 5). Logo ap0s
24 horas de tratamento, os resultados revelam diminuicdo significante da viabilidade das
células para todas as concentracdes de curcumina (Tabela 3; Figura 6). Os dados revelam que
quando comparados os tratamentos de 4 horas e 24 horas, todas as concentracoes de
curcumina foram mais efetivas apos 24 horas, com diminui¢do significante de todas as doses

de curcumina em relacdo ao controle (p < 0,05).

Tabela 2.Resultados da analise de viabilidade celular das células MDA-MB-231 nos grupos
tratados ou ndo com curcumina em um periodo de 4 horas.

Grupos Média da Erro Viabilidade celular
absorbancia padrao relativa (%)
Controle 1.386 1.040 100

25 yuMde curcumina 1.396 4.731 100.7
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50 uMde curcumina 0.894 2.339 64.48
100 pMde curcumina 0.328 0.403 23.68
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Figura 5. Representacdo grafica da viabilidade das células MDA-MB-231 tratadas com
diferentes concentracdes de curcumina por 4 horas. Cada coluna corresponde a média + desvio
padréo das triplicatds(p < 0,05),valor significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Tabela 3.Resultados da analise de viabilidade celular das células MDA-MB-231 nos grupos
tratados ou ndo com curcumina em um periodo de 24 horas.

Grupos Média da Erro Viabilidade celular
absorbancia padréao relativa (%)
Controle 1.638 0.727 100
25 uMde curcumina 1.152 1.307 70.29
50 uMde curcumina 0.989 1.937 60.38

100 pMde curcumina 0.257 0.467 15.69
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Figura 6. Representacéo gréafica da viabilidade das células MDA-MB-231 tratadas com diferentes
concentragcfes de curcumina por 24 horas. Cada coluna corresponde a média + desvio padréo das
triplicatas* (p < 0,05),valor significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni.

2. Estudo in vivo

2.1.Mensuracao do tamanho tumoral por paquimetro

Para o desenvolvimento tumoral, os animais receberam 3 zéll0as tumorais da
linhagem MDA-MB-231 na glandula maméria direita ou flanco direito. Todos os animais do
presente estudo apresentaram tumores mamarios, os quais foram medidos com paquimetro
digital 7, 14 e 21 dias apl6s a implantagdo das células tumorais. Os animais foram
acompanhados diariamente durante todo periodo do tratamento. O inicio da formacg&o tumoral
foi observado dois ap6s a inoculacdo destas células. Os animais tratados com curcumina,
durante 21 dias de tratamento ndo apresentaram letargia ou perda de peso, no entanto, algun:
destes animais tratados apresentaram comportamento hiperativo, mas néo irritabilidade ou
agressividade. As células foram implantadas em locais diferentes (glandula mamaria direita
ou flanco direito) para avaliar a possivel interferéncia do local de implantagc&o nos efeitos do
tratamento na progressado do tumor. No entanto, a &rea onde as células foram implantadas nao
alterou a taxa de crescimento do tumor nos animais tratados com veiculo (p = 0,88) ou nos
animais tratados com curcumina (p = 0,3Bdicando que n&o houve nenhuma diferenca

significante no desenvolvimento de tumores e resposta ao tratamento entre os dois modelos
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utilizados. Assim, ambos foram reunidos em um grupo para cada tratamento (curcumina ou

veiculo) para andlises posteriores (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo grafica da taxa de crescimento tumoral nos diferentes modelos de
implantacdo do tumor dos animais tratados ou ndo com curcufAin&nimais tratados com
veiculo (controle)(B) Animais tratados com curcumina. Cada coluna corresponde a média +
desvio padragp > 0,05),valor ndo significante no teste t de studsguido de Bonferroni.

Animais que receberam o tratamento com curcumina apresentaram diminuicdo do
tamanho tumoral em comparagdo ao controle, no entanto, uma diferenca estatisticamente
significante ndo foi atingida (p > 0,05). O volume médio do tumor de animais tratados com

veiculo e tratados com curcumina foram 282,0 + 88.5°nem232,5 + 53.2 mm

respectivamente, no dia 21 (p > 0,05, Figura 8).
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Figura 8. Representacdo grafica da comparagdo entre a média do tamanho tumoral dos animais
controle e tratados com curcumina, mensurado 7, 14 e 21 dias apo6s a implantacdo tumoral e inicio
do tratamento (veiculo e curcumina). Cada ponto corresponde a média + desvio padrao do volume
tumoral dos grupos estabelecidps> 0,05),valor ndo significante no testele studenseguido

de Bonferroni.

2.2.Avaliacédo da angiogénese pela técnica de SPECT

Para determinar se houve alteracdo na expressédo do VEGFR2/3, animais tratados ou nao
com curcumina foram submetidos a técnica de SPECT utilizando o radiotragcador Tc-99m
acoplado a proteina VEGF-c que possui afinidade pelos receptores de VEGFR2/3. Essa
ligacdo € intermediada pelo quelante hidrazinanicotinamida (HYNIC), formando o composto
denominado Tc-99m-HYNIC-VEGF-c. As imagens foram analisadas por mesoftieare
ImageJ. Inicialmente, o volume tumoral foi determinado nos planos axial, sagital e coronal e
em seguida, a radioatividade foi quantificada na regido tumoral. A porcentagem de mudanca
na atividade total foi calculada pela seguinte férmula (média da atividade do volume total do
tumor / média da atividade nos musculos contralaterais) x 100.

Os animais que receberam tratamento com curcumina apresentaram menor atividade de
Tc-99m-HYNIC-VEGF-c nos tumores em comparacao aos tratados com veiculo (Figuras 9).
A taxa de intensidade de radioatividade nos controles foi de 183,5 + 20,9%, enquanto nos

tratados com curcumina foi 134,9 + 10,3%. Apesar da diferenca na taxa de radioatividade nos
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tumores entre os dois grupos, uma diferencga estatisticamente significante n&o foi atingida (p>

0,05, Figuras 13).
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Figura 09. Amostra representativa demonstrando a radioatividade do t(#®)oFumor mamario de
um animal controle(B) Tumor maméario de um animal tratado com curcumina. Imagens
representadas em planos coronal, axial e sagital.
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Figura 10. Representacéo gréafica da intensidade de radioatividafie-a8m-HYNIC-VEGF-c
nos tumores dos animais tratados ou ndo com curcumina. Cada coluna corresponde a meédia +
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desvio padrdo da intensidade de radioatividade dos grupos estabe(pckl@s05),valor ndo
significante no teste t de studeseiguido de Bonferroni.

2.3.Imuno-histoquimica

Todos os tumores (controle e tratados com curcumina) apresentaram necrose na parte
central, por essa razao nado foi possivel quantitificar a imunomarcacdo das pMEGRA,
VEGF-C, VEGFR2, VEGFRS3, Ki-67 e vWIRessa regido. A regiao periférica do tumor
caracterizada pelas regides “acima”, “abaixo”, “a direita” e “a esquerda” da area central a
imunomarcacdo foi quantificad®s resultados revelaram menor expressao de VEGF-A e
VEGF-C nos tumores dos animais tratados com curcumina, quando comparados aos controles
(p < 0,0001; Figura 11 e Figura 12). Uma reducéo significante do VEGFR2 foi observada na
parte periférica em tumores tratados com curcumina (p < 0,0001; Figura 13) Além disso, a
curcumina também diminuiu a expressdo de VEGFR3, mas ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p > 0,05; Figura 14). Tumores tratados com curcumina
apresentaram diminuicdo do numero de células positivas para Ki-67, quando comparados aos
tumores dos animais controle (p < 0,05; Figura. &Em disso, outro indicador da
neovascularizagdo do tumor foi avaliado pela quantificacdo da densidade de microvasos
(DMV). Os resultados demonstram que o tratamento com curcumina foi capaz de diminuir a

densidade de microvasos (VWF), quando comparados aos animais controle. (p < 0,05; Figura

16).
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Figura 11. Analise da expressao do VE-A nos tumores mamariofs setas apontam a marca
citoplasmatica do anticorpo VE«A. A contra colorgéo foi realizada com Hematoxili de Harris
(A) Tumor mamario tratado com veiculo (contro(B) Tumor mamario tratado com curcura. (C)
Representacdo grafica @xpressd de VEGF-A nos grupos controle aircumini. Cada coluna
corresponde a média + desvio padrdo da intensidade da expressao doswestabelecidos(p <
0,05),valor significante no test de studenseguido de Bonferroni.
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Figura 12. Analise da expressdo do VE-C nos tumores mamario8s setas apontam a marca
citoplasmatica do anticorpo VE-C. A contra coloracéo foealizada com Hematoxili de Harris.
(A) Tumor mamario tratado com veiculo (contro(B) Tumor mamario tratado com curcun. (C)
Representacao grafica da expressdao de \-C nos grupos controle e curcumina. Cada cc
corresponde a média + desvio [do da intensidade da expressdo dos grupos estabele(p <
0,05),valor significante no test de studenseguido de Bonferroni.
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Figura 13. Andalise da expressdo do VEGFR2 nos tumores mamarios. As setas apontam a
marcacdo citoplasmética do anticorpo VEGFR2. A contra coloracdo foi realizada com
Hematoxilina de HarrigA) Tumor mamario tratado com veiculo (control@) Tumor mamario

tratado com curcumingC) Representacdo grafica da expressdo de VEGFR2 nos grupos controle

e curcumina. Cada coluna corresponde a média + desvio padrédo da intensidade da expressao dos
grupos estabelecidogpr <0 ,05),valor significante no teste t de studsaguido de Bonferroni.
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Figura 14. Analise da expressdo do VEGFR3 nos tumores mamarios. As setas apontam a marcacao
citoplasmatica do anticorpo VEGFR3. A contra colorag¢édo foi realizada com Hematoxilina de
Harris. (A) Tumor mamaéario tratado com veiculo (control@) Tumor mamério tratado com
curcumina(C) Representacdo grafica da expressao de VEGFR3 nos grupos controle e curcumina.
Cada coluna corresponde a média + desvio padrdo da intensidade da expressdo dos grupos
estabelecido§p > 0,05),valor ndo significante no teste t de studsyguido de Bonferroni.
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Figura 15. Andlise da expressao das células positivas para Ki-67 nos tumores mamarios. As setas
apontam a marcacdo nuclear do anticorpo Ki-67. A contra coloracdo foi realizada com
Hematoxilina de HarrigA) Tumor mamario tratado com veiculo (control@) Tumor mamario

tratado com curcumindC) Representacao grafica da média da quantidade de células positivas



35

para Ki-67nos grupos controle curcumina. Cada coluna corresponde a média + desvio [
do niumeo de células positivedos grupos estabelecidogp*< 0,05),valor significante no test
de studenseguido de Bonferrot
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Figura 16. Andlise da expressdo vWF nos tumores mamario&s setas apontam a marcacac
anticorpo VWFnas células endoteliais. A contra cocado foi realizada com Hematoxili de

Harris. (A) Tumor mamario tratado com veiculo (control(B) Tumor mamario tratado co
curcumina, aumento 4%, (C) Representagcdo gréfica da quantidedémada da densidade

microvasos nos grupos controle e curcumina. Cada coluna corresponde a mesvio padréo
do numero de micr@asos dos grupos estabelecid(p < 0,05),valor significante no testt de

studentseguido de Bonferroi
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Discussdo
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V. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi determinar o papel da curcumina na regulagdo do processo
de angiogénese por meio da verificacdo da expressdo dos fatores pré-angiogénicos no cancer
de mama. Os resultados demonstraram que a curcumina foi capaz de afetar a viabilidade das
células da linhagem de cancer de mama receptor triplo negativo MDA-MB-231. Noiestudo
vivo, camundongos nude atimicos tratados com curcumina apresentaram menor atividade de
Tc-99m-HYNIC-VEGF-c nos tumoresem comparacdo aos animais tratados apenas com
veiculo. Além disso, os resultados revelaram diminuicAo da expressdo de proteinas
angiogénicas como, VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, menor niumero de células positivas para
Ki-67 e diminuicdoda densidade de micro vasos (VW&f)Os tratamento com curcumina,
indicando possivel acao deste fitoquimico sobre a neovascularizacéo e proliferacdo celular.

A angiogénese desempenha papel fundamental na gségrale células tumorais,
levando a formacdo de metastases. E controlada por fatores angiogénicos que estimulam a
formacgao e disseminacdo de novos vasos endoteliais (SXEN 2013). Recentes estudos
apontam que terapias antiangiogénicas sao promissoras no tratamento de diferentes tipos
tumorais, incluindo cancer de mama (CHAdY al, 2009). Nesse sentido, a curcumina,
componente principal do rizomlaumeri¢ muito utilizada na medicina tradicional nos paises
asiaticos, tem sido considerada um potencial regulador da proliferagdo e invasao celular,
angiogénese e metastase por meio de mecanismos ainda ndo totalmente elucidados (YANG et
al., 2012). Assim, para verificar o efeito do tratamento com curcumina no processo de
angiogénese tumoral no cancer de mama, foram realizados ensaios de viabilidade celular,
mensuragdo do tamanho tumoral, andlise da formag&o de novos vasos sanguineos pela técnice
de SPECT e quantificacdo da expressao de proteinas angiogénicas em tumores mamarios de

animais tratados e ndo tratados com curcumina.
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Os resultados obtidos utilizando o ensaio da viabilidade celular mostraram diminuigéo
significante da proliferacdo de células de cancer de mama MDA-MB-231 ap0s 4 e 24 horas
de tratamento com curcumina. De acordo com nossos resultados, Cai (@01d)
demonstraram que células da linhagem tumoral de ovario (OVCAR3) tratadas com diferentes
doses de curcumina (4, 8 e (18l) durante 24, 48 e 72 horas apresentaram quedaxaale
crescimento, quando comparadas as células controle. Além disso, em estudo realizado por
Palangeet al (2012), o tratamento com curcumina foi capaz de diminuir a capacidade de
adesao celular nas linhagens de cancer de mama SK-BR-3 e MDA-MB-231. Esses dados
corroboram com nossos resultados e sugerem que a curcumina é capaz de inibir o crescimento
e proliferacéo de células tumorais.

Com relagao ao estudo vivo, foi observado que a maioria dos animsasgados ou ndo
com curcumina, apresentaram necrose na regido central do tumor, provavelmente devido a falta
de vascularizagcéo decorrente da intensa proliferagéo celular e crescimento do tumor. No entanto,
os animais tratados com 300 mg/kg de curcumina, apresentaram menor tamanho tumoral
guando comparados aos controle. O tratamento com curcumina foi iniciado no mesmo dia da
implantacéo das células tumorais, a fim de verificar a acdo desse agente terapéutico contra a
formacéo e desenvolvimento do tumor. Em concordancia com nossos resultados, Shahani et
al. (2010) demonstraram que o tamanho médio do tumor mamario no grupo tratado com
curcumina foi 49 % menor que no grupo controle. Da mesma forma, em estudo realizado por
Lee et al (2011), camundongos com meduloblastoma tratados com 1 mg/kg de curcumina
apresentaram menor crescimento do tumor em relagéo aos animais controle. O tratamento foi
iniciado 30 dias apo6s a implantagéo do tumor e teve duragdo de 60 dias.

No presente estudo, a concentragdo de curcumina estabelecida para o tratamento dos
animais foi de 300 mg/kg, seguindo dados que mostram que altas doses de curcumina
apresentam resultados satisfatérios. Segundo Kunnumadkalra2007), camundongos com

tumor de pancreas tratados com 1000 mg/kg de curcumina apresentaram menor tamanho
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tumoral em relacdo aos animais controle, o que ocorreu devido a inibicdo do processo de
angiogénese, proliferacdo e invasao celular.

O VEGF-C é uma proteina da familia VEGF associada a sobrevivéncia e proliferacédo
de células endoteliais linfaticas, responsaveis por conduzir & formagdo de novos vasos
linfaticos e apresenta alta afinidade pelos receptores celulares VEGFR2/3. O VEGFR2 é o
principal receptor responsavel pela transmissdo de sinais de VEGF, e apresenta-se
superexpressno tecido vascular do tumor em comparacao ao tecido vascular ifvVéIiG et
al., 2012). Nesse sentido, Adt al. (2010) demonstraram que a proteina recombinante VEGF-

c pode ser conjugada ao radiois6topo Tc-99m por meio do ligante HYNIC, o qual possui
funcdo de estabilizar a ligacdo desse radioisétopo com a proteina, levando a formagédo do
radiofarmacaorc-99m-HYNIC-VEGF-c.A partir dessa descoberta, o Tc-99NIC-VEGF-c

tem sido utilizado para detectar a expressao de VEGFRSs, os quais indicam indiretamente o
estado da angiogénese no tumor (BLANKENBERGal, 2006; BLANKENBERGet al,

2012). Os resultados desse estudo demonstraram que houve diminuicdo da atividade de Tc-
99M-HYNIC-VEGF-c nos tumores tratados com curcumina indicando diminuicdo dos
receptores correspondentes (VEGFR2/3). Apesar da andlise semi-quantitativa de Tc-99m-
HYNIC-VEGF-c demonstrar uma menor expressao de VEGFR2/3 nos tumores tratados com
curcumina, uma diferenca estatisticamente significante n&o foi alcangcada. No entanto, a
diminuicdo apenas da expressao de VEGFR2 foi validada pelo procedimento imuno-
histoquimico.

Além disso, a andlise imuno-histoquimica revelou diminuicdo estatisticamente
significante da expressdao de VEGF-A, VEGF-C,e vWF (DMV) nos tumores tratados com
curcumina. Com relacdo a proliferacdo celular, tumores tratados com curcumina revelaram
menor numero de células positivas para Ki-67, quando comparados ao controle. Estes dados
indicam a ac¢do da curcumina como regulador no processo da angiogénese e proliferacao

celular.
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A angiogénese é um processo fisioldgico essencial na progressao de tumores sélidos, na
qual é coordenada por uma variedade de fatores de crescimento produzidos e liberados pelas
células endoteliais. Sabe-se que a ativacdo do receptor por sua proteina especifica € um passt
fundamental para formacdo de novos vasos. Portanto, o bloqueio ou inibicdo de um desses
dois fatores torna-se uma ferramenta Gtil na supresséo da angiogénese, e consequente inibigac
da proliferacédo e crescimento das células tumorais (FERRARA e KERBEL, 2005).

Embora atualmente ainda ndo existam relatos na literatura relacionando VEGFR2/3 ao
tratamento com curcumina em células tumorais de mama RE-negativo, os resultados do
presente estudo apontam que a curcumina € capaz de interagir diretamente com a proteina
VEGF e seus receptores, inibindo ou bloqueando esta ligacdo (SHAEtAAII, 2010).

Outros autores também demonstraram a acdo da curcumina na regulacdo da expressdo VEGF-
A em linhagem de carcinoma de c6lon humano (SW480) (CetEdl, 2010). Além disso, a
diminuicdo do VEGF-C e VEGFR2 também indicam o papel antitumoral da curcumina na
formagdo dos vasos linfaticos. Além disso, recentes estudos tém demonstrado que a
curcumina atua na inibicdo de NF-kB, que por sua vez regula negativamente a expressao da
proteina VEGF-A em tumores de mama e ovario, resultando na diminuicdo da angiogénese
(HUANG et al, 2000; AGGARWALet al, 2006; Lin, 2007). Assim, a diminuicdo de VEGF-

A e seu receptor VEGFR2 fornecem indicios do efeito antiangiogénico da curcumina no

cancer de mama.
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Conclusées
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VI. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusodes:

« A curcumina diminui a viabilidade das células da linhagem tumoral de mama MDA-
MB-231 de forma dependente, potencializando o efeito do tratamento com maior

periodo de exposicao.

« Camundongos nude atimicos tratados com curcumina apresentam menor crescimento
e proliferacdo de células tumorais quando comparados aos animais controle. A
expressdo de VEGFR2/3 nos tumores mamarios detectada pelo SPECT foi menor nos

animais tratados com curcumina.

+ Nos tumores tratados com curcumina, marcadores imuno-histoquimicos revelam que
houve diminuicdo da expressédo dos principais fatores relacionados ao processo da
angiogénese (VEGF-A, VEGF-C e VEGFR2) e densidade microvascular (VWF).
Esses dados corroboram o potencial uso terapéutico da curcumina na angiogénese e no

crescimento tumoral
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VIIl. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das solugdes.

'Preparacéo da solucao inicial de curcumina

-5mg (1 M = 368,38 Q)
- 1 ml de agua E-Pureautoclavada

2PBS Cloreto de SO0 ---------===zzzzmmmmeeeeeeeeeeeeeev 16,36 g
Fosfato de Sodio Dibasico -------------------------- 2,19
Fosfato de S6dio Monobasico di-hidratado ----- 0,69
Agua Destilada -------------=-=====n-meemmmeeeeoo 2000 mL
% Tampado citrato (pH 6,0) Acido Citrico -------- 2,19

Agua Destilada ---- 1000mL
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IX.  ANEXOS

ANEXO A

Parecer da Comissdo de FEtica na Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto.

Comissdo de Etica na

Experimentagéio Animal Faculdade de Medicina de S&do José do Rio Preto
BEEA Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal - CEEA

FAMERP Autarquia Estadual, Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090.000 Tel. 3201-5700 S.J.Rio Preto/

FAMERP

DELIBERACAO CEEA N°012/2011

A Comiss&o de Etica na Experimentagio Animal da Faculdade de Medicina de
Séo José do Rio Preto — CEEA/FAMERP, em reunido desta data analisou o projeto de
pesquisa intitulado “Agdo da Curcumina na Angiogénese em Modelo Experimental
de Cancer de Mama” (Protocolo FAMERP n°5982/2011), sob responsabilidade da
Prof®. Dr®. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari, e deliberou que 6 mesmo esta
de acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na
Resolugdo n® 714/2002 e encontra-se APROVADO por essa Comiss&o.

Atencgao: Ao final do estudo o pesquisador devera preencher o Formulario do
Relatério Final e enviar ao CEEA.

Séao José do Rio Preto, 27 de outubro de 2011.
'
L&v f.! : { /
) f (/] / i
SN A \,L-Lu@{/v,

Profalh Dra. Gléria Elisa Florido Mendes

: Vice-Presidente da CEEA
FAMERP
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ANEXO B

Parecer do “Institutional Animal Care and User Committee”, do Hospital Henry
Ford, Detroit — MI, USA.

Research Administration

CFP-Basement 046

2799 West Grand Boulevard

Detroit, MI 48202-2689

(313) 916-2024 Office

(313) 916-2018 Fax June 15' 2012

To:  Ali S. Arbab, M.D., Ph.D.
Radiology

Fm: Frederick Valeriote, Ph.D., Chair
Robert Knight, Ph.D., Vice Chair
Institutional Animal Care and Use Committee

Re: “Detection of Activation of Angiogenic Factor in Mouse Model of
Breast Cancer” (JACUC No. 1203)

Period of IACUC Approval: June 13, 2012 through June 12, 2015

Number of Animals Approved: 640 Athymic NCr mice

Dear Dr. Arbab:

Thank you for responding to IACUC concems. All concerns have been adequately addressed and
full approval has been granted.

The expiration date for this study is June 12, 2015. In order to remain compliant with federal
regulations, a new, complete IACUC Protocol must be submitted for full board review if you intend
to proceed with this line of work beyond the above indicated expiration date. A Final Report must
be submitted at the completion of the 3-year approval period or upon early termination of the
project.

Any adverse effects on animals must be reported to the IACUC as soon as possible.

A copy of the signed and stamped-protocol indicating approval of the Institutional Animal Care and
Use Committee is enclosed for your files. Please feel free to contact Wendy Parrish at 916.2316 if
you have any questions regarding this matter.

Enc.

cc: Bioresources




