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RESUMO

7

Carapa guianensis Aublet, da familia Meliaceae, € uma arvore medicinal
amplamente conhecida e utilizada pelas comunidades da regido da Mata
Amazobnica. Entretanto, existem poucos estudos relacionando Carapa
guianensis e o tratamento do cancer, fazendo-se necessarias novas
pesquisas para ajudar a compreender o potencial antineoplasico dessa
planta. Dessa forma, esse trabalho objetiva avaliar a atividade antitumoral da
Carapa guianensis in vivo em camundongos Swiss inoculados com células
neoplasicas do Tumor de Ehrlich Sdlido, através de avaliacbes das
alteracOes patoldgicas e da expressdo de COX-2 na massa tumoral. Para o
ensaio terapéutico, os animais foram divididos em sete grupos: um grupo
controle, 3 grupos tratados com solucbes de Oleo de andiroba em
diferentes concentracdes, e 3 grupos tratados com preparados de PBS e/ou
emulsificante (Tween-20). Os animais foram eutanasiados, para retirada da
lesdo priméria e de orgaos, os quais foram processados para histopatologia
e imunohistoquimica. A andlise histoldgica revelou a presenca de altera¢oes
patolégicas em rim, baco e figado em animais de todos os grupos estudados.
Quanto a avaliacao do coxim plantar, todos os grupos tratados apresentaram
algum grau de necrose, angiogénese, invasividade e de infiltrado
inflamatorio. Portanto, nessas condicfes experimentais, a solu¢cbes em
diferentes concentracdes de 6leo de Carapa guianensis ndo demonstraram

atividade antineoplasica.

Palavras-chave: Andiroba, Ehrlich, Antitumoral



ABSTRACT

Carapa guianensis Aublet, of the family Meliaceae, is a medicinal tree widely
known and used by the communities of the region of the Amazon Forest.
However, there are few studies related to Carapa guianensis and cancer
treatment, requiring further research to help understand the antineoplastic
potential of this plant. Thus, this work aims to evaluate the anti-tumor activity of
Carapa guianensis in vivo in Swiss mice inoculated with neoplasic cells of Solid
Ehrlich Tumor, through evaluations of pathological changes and COX-2
expression in the tumor mass. For the therapeutic trial, the animals were divided
Into seven groups: a control group, 3 groups treated with solutions of andiroba oil
in different concentrations, and 3 groups treated with PBS and / or emulsifier
(Tween-20) preparations. The animals were euthanized for removal of the
primary lesion and organs, which were processed for histopathology and
iImmunohistochemistry. Histological analysis revealed the presence of
pathological alterations in the kidney, spleen and liver in animals of all the studied
groups. Regarding the evaluation of the plantar cushion, all the treated groups
showed some degree of necrosis, angiogenesis, invasiveness and inflammatory
infiltrate. Therefore, under these experimental conditions, the solutions at
different concentrations of Carapa guianensis oil did not demonstrate

antineoplastic activity.

Key words: Andiroba, Ehrlich, Antitumor
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1. INTRODUCAO

Carapa guianensis é uma arvore de folhas perenes, pertencente a familia
Meliaceae, encontrada na regido amazonica e nos solos umidos do Amapa, Paré
e Bahia. Essa planta pode chegar até 60 metros de altura, tendo como principais
produtos explorados a madeira e o 6leo extraido das sementes (PINTO et al.,
2013; SAMPAIO, 2000).

O dleo de andiroba tem atraido a atencéo das industrias farmacéuticas e
cosméticas, devido suas propriedades cicatrizantes, anti-inflamatorias,
acaricidas e vermicidas. Além disso, a andiroba é utilizada na fabricagdo de
sabonetes, shampoos e velas medicinais, e 0s residuos destes processamentos
podem ser aproveitados na fabricacdo de repelentes, principalmente contra os
mosquitos Anopheles, transmissor da malaria, e Aedes aegypti, transmissor da
dengue (AMARAL, 2013; FARIAS, 2009; FARIAS, 2010). Estudos sobre a
analise fitoquimica da Carapa guianensis revelam compostos como limondides,
carapanolides e guianolides A e B a partir do 6leo de semente (SAKAMOTO et.
al., 2015; MIYAKE et. al., 2015).

A descoberta de substancias naturais com agado especifica para certos
tipos de tumores, € efetivamente til para quimioprevencdo e para a
guimioterapia de neoplasias malignas ou cancer (RAHNAMA et al., 2014). O
cancer é uma das maiores causas de mortalidade no mundo, podendo ser
tratado com quimioterapicos e radioterapicos, que apresentam efeitos colaterais
indesejaveis e suas respostas terapéuticas podem ser insatisfatorias (ZUANAZZI
e MAYORGA, 2010).

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental transplantavel de
origem epitelial maligna, espécie-especifica e corresponde ao adenocarcinoma
mamario de camundongos fémea. Vérias linhagens de camundongos
desenvolvem a forma ascitica, quando inoculado intraperitonealmente, e na
forma solida, quando inoculado no subcutaneo (EHRLICH, 1906). Tem sido
utilizado no estudo da acdo de componentes quimicos, fisicos e biolégicos sobre
0 crescimento, patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de células
tumorais (SEGURA et al., 2000; MADY, 2002; PALERMO-NETO et al., 2003;
SILVA, 2003).
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A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, em comparacao
as demais, recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e das
caracteristicas iniciais das células tumorais a serem inoculadas e sobre o
desenvolvimento rapido da neoplasia, que restringe o tempo de estudo
(STEWART et al., 1959). Desta forma, ha um incentivo na busca de drogas que
apresentam uma eficiéncia antitumoral, com baixa toxicidade, e com menos
efeitos colaterais (ZUANAZZ| & MAYORGA, 2010).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer

As neoplasias malignas podem ser desencadeadas por diferentes fatores
de risco e atualmente muitos deles jA tém seu papel bem estabelecido no
desempenho em sua etiologia. E uma doen¢a multifatorial, que estéa relacionada
a causas ambientais, culturais, socioecondmicos, estilos de vida ou costumes.
Os hébitos alimentares, o tabagismo, fatores genéticos e o préprio processo de
senescéncia também estdo associados a patogénese dessa doenca (PETO,
2001; JEMAL et al., 2010; BRAY et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2030 a
estimativa global para novos casos de cancer serd de 21.4 milhdes e 13.2
milndes de casos de morte, como resultado do aumento da densidade
populacional, bem como de sua expectativa de vida. Os dados epidemiolégicos
mostram que houve aumento significativo de novos casos de neoplasia,
tornando-a a segunda principal causa de morte na maioria dos paises (HOYERT
& XU, 2012).

Oliveira et al (2015) mostraram em inquérito para Estimativa de pessoas
com diagnostico de cancer no Brasil (com dados de 2013) que o cancer de
préstata foi o mais referido entre os homens; entre as mulheres, o cancer de
mama foi 0 mais prevalente.

O cancer de mama representa um relevante problema de salude publica
devido a sua alta incidéncia e mortalidade no mundo (FELDEN & FIGUEIREDO,
2011). E a neoplasia mais frequente entre as mulheres, tendo sido estimado 1.67
milhdes de casos novos em 2012, o que representa 25% de todos os casos de
neoplasias entre mulheres no mundo (IARC, 2012).
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No Brasil, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama
€ mais frequente entre as mulheres. Em 2016, foram estimados 57.960 casos
novos de céncer de mama, com incidéncia de 56,20 casos a cada 100.000
mulheres (BRASIL, 2015). Nos Estados Unidos, segundo a American Cancer
Society, a incidéncia média de cancer de mama no periodo de 2007 a 2011 foi
de 122,8/100.000 mulheres.

2.2 Modelo experimental animal

Incontaveis esforcos foram empregados nos ultimos tempos para a
compreensao do processo de origem do cancer. Apesar de muitos estudos
poderem ser conduzidos in vitro, como em linhagens celulares, os modelos
animais oferecem uma enorme gama de possibilidades na pesquisa cientifica
(MATHE, 1995) e em aulas préaticas (CARLINI, 1973).

Véarios modelos animais foram estudados nas ultimas décadas com o
intuito de compreender as questées relacionadas ao cancer. E indiscutivel que
0 grupo especifico usado nas pesquisas apresente caracteristicas positivas para
0s pesquisadores, onde alguns animais foram estabelecidos como pertencentes
a categoria das espécies convencionais de laboratério como os camundongos,
ratos, hamsters, cobaias e coelhos. O modelo animal a ser escolhido deve ser
aguele que melhor responda ao experimento e possibilite sua reproducéo, de
maneira que qualquer pesquisador possa ter acesso aos mesmos resultados.

A maior utilizagcdo dos camundongos como modelo experimental ocorre
de modo mais intenso, principalmente nas areas de imunologia, oncologia,
genética, embriologia e nutricdo. Essa ampla utilizacdo dos camundongos se
deve principalmente a sua prolificidade, facil manejo, biologia e genoma
conhecidos e manutencdo pouco onerosa, além do fato de compartilharem
similaridades genéticas e fisiolégicas com os humanos, permitindo que multiplas
caracteristicas da doenca sejam estudadas nestes modelos. Dessa forma, sao
utilizados milhées de camundongos a cada ano para pesquisas sobre cancer

O desenvolvimento de terapias efetivas contra o cancer é um objetivo
importante e presente nas pesquisas médicas. O estudo de modelos revela as
interacdes entre as células tumorais e 0o seu ambiente, onde a progressao
tumoral e a metastase sdo promovidas e influenciadas. Por tanto, o
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conhecimento acumulado, a partir do estudo de modelos animais, permitiu
superar obstaculos e avancar em uma ampla gama de estudos. Esses modelos
caracterizam métodos poderosos para permitir o desenvolvimento de drogas

especificas para o tratamento de pacientes com cancer.

2.3 Tumor de Ehrlich

Para o combate ao cancer se torna cada vez mais importante o estudo de
novas substancias, sendo a forma mais adequada a utilizacdo de tumores
experimentais como o tumor de Ehrlich, o qual desponta como uma boa
alternativa a testagem de substancias com esse objetivo (OLIVEIRA et al. 1998).

O tumor de Ehrlich (TE) € uma neoplasia experimental transplantavel de
origem epitelial, que corresponde ao adenocarcinoma mamario de camundongos
fémeas. Foi transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906 (SILVA;
SANTOS; CASSALLI, 2006), dai a sua denominacao. Possui caracteristicas que
o torna importante ferramenta para a oncologia experimental, pois apresenta
extensas &reas de necrose, alto indice mit6tico, invasivo, e facil manuseio
empirico (DAGLI, 1989).

Pode-se afirmar que o tumor de Ehrlich, por ser um dos primeiros tumores
transplantaveis conhecidos, é o0 mais extensamente utilizado para
experimentacdo (GUERRA,1983). Pode sofrer as influéncias dos hormdonios
envolvidos na génese do céncer de mama, como estrogeno, prolactina,
andrégenos e até mesmo dos hormonios tireoideanos.

O tumor de Ehrlich se desenvolve com duas variaveis de comportamento,
de conformidade com o local do implante. Quando a inoculagéo de suas células
é feita na cavidade peritoneal, este cresce em suspensdo, traduzindo-se na
forma ascitica do referido tumor. Contudo, quando a inoculacéo de células é feita
no tecido celular subcutdaneo ou no coxim do animal, este se desenvolve sob a
forma sélida (TSE). Por essa razdo € que se justifica a denominacao,
habitualmente usada de forma sélida (TSE) ou ascitica (TAE) do tumor
(GUERRA,1983). A primeira, por sua vez, constitui uma eficiente ferramenta na
investigacao de drogas antineoplasicas (AWARA, et al., 2004; ELMORSI et al.,
2013; KABEL et al., 2015).
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Segundo Dagli (1989) a avaliacao histologica do tumor de Ehrlich na forma
sélida pode ser descrita como: células com alto grau de atipias (anaplasia),
caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada,
mitoses atipicas ou aberrantes e relacdo nudcleo-citoplasma maior que a das
células normais. As células tumorais sdo arredondadas, com limites celulares
distintos, citoplasma escasso, nucleo central redondo ou ovéide, denso e
pleomorfismo celular evidente. O arranjo destas células simula palicadas,
entretanto na maioria das vezes, estas se distribuem desordenadamente em um
estroma formado de fibras colagenas e delicados capilares (GUERRA,1983).

Este tumor é considerado pouco imunogénico por ndo expressar MHC de
classe Il durante o seu crescimento, 0 que leva a baixa resposta de linfécito T a
mitdbgenos e a uma progressiva perda na atividade de célula NK do baco. Além
disso, o tumor na forma sodlida induz a uma acentuada esplenomegalia,
hematopoiese esplénica e desenvolvimento de células supressoras
(BERGAMISANTOS et al., 2004; SEGURA et al., 1997; MORALES et al., 1999).

As vantagens da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, esta
relacionada com o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas
iniciais das células tumorais, bem como com o tempo de estudo, o qual fica
minimizado devido ao desenvolvimento rapido da neoplasia (OZASLAN et al.,
2011). A forma sdélida, depois de aproximadamente sete dias de implante
apresenta-se como uma massa palpavel, de consisténcia firme, coloragéo
esbranquicada, aspecto homogéneo e brilhante, pouco aderente aos planos
profundo e relativamente movel. Apresenta, também, extensas areas de
necrose, oriundas da morte de células neoplasicas, a qual é bastante intensa ja

na primeira semana poés-inoculacgéo.

2.4 Plantas Medicinais

Séo considerados medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos com
emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca
séo validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, documentacfes
tecnocientificas ou evidéncias clinicas (BRASIL, 2010). Apesar da grande

diversidade vegetal no mundo seu emprego como recursos terapéuticos ainda é

18



subutilizado; das 300 mil plantas conhecidas atualmente, somente 2000 s&o
utilizadas pela medicina (PALHARIN et al., 2008).

No Brasil, conhecido internacionalmente como detentor da maior reserva
florestal diversificada do planeta, tem se destacado o Estado do Maranh&o, néo
somente por possuir densa flora diversificada, mas ainda pela tradicdo em
pesquisa de plantas medicinais, possuindo herbario proprio com producao
artesanal de diversos produtos (MALAFAIA et al., 2006).

Dessa forma, a matéria vegetal tém sido e continuara por muito anos
sendo uma importante fonte de novos agentes terapéuticos, ressaltando o
crescente enfoque no potencial antinflamatorio (GHOSH et al.,, 2010),
antiproliferativo (MESQUITA et al., 2009; YU et al., 2011) e anticancerigeno das
plantas (GOUN et al., 2002; NEWMAN et al., 2002). Neste contexto, 0 reino
vegetal é uma alternativa medicinal com uma fonte potencial de compostos
bioativos que podem desempenhar atividades antitumorais (ARANJANI et al.,
2013), além de representar uma terapia de baixo custo, natural e de facil acesso
(MORAES, et al. 2011).

Nas Uultimas décadas os produtos naturais tém sido o pilar da
guimioterapia para o tratamento do cancer (BARBERENA et al., 2004). Mais de
70% das drogas antineoplasicas aprovadas pelo Food and Drug Administration
(agéncia de vigilancia de drogas e alimentos nos EUA) tém sua origem de
plantas, tradicionalmente usadas como remédios antigos para varias moléstias.
A identificacdo de compostos biologicamente ativos de plantas medicinais
tornou-se uma area da pesquisa farmacéutica em constante expanséo. Essa
motivacdo surgiu porque o0s tratamentos atuais de doencas malignas e
inflamatorias eventualmente sdo pouco eficazes. Ainda que a quimioterapia
permaneca como estratégia convencional para o tratamento de cancer, muitas
vezes 0s tratamentos sdo comprometidos devido a quimioresisténcia de
determinados tipos de canceres (WONG et al., 2012).

Outros fatores indesejaveis da terapia antineoplasica sao os efeitos
adversos, quase sempre relacionados a uma estreita janela terapéutica, a
multipla resisténcia farmacolégica e as similaridades morfolégicas e fisiolégicas
entre células normais e alteradas, o que torna muito dificil evitar a toxicidade
advinda do tratamento, principalmente, para pacientes no estagio avancado da
doenca, quando estes efeitos podem superar os beneficios e 0 aumento da
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sobrevida ndo é acompanhado pela melhora da qualidade de vida (KAMB, 2005;
SOUZA et al., 2007).

Apesar disso, os principais mecanismos utilizados pela medicina atual no
tratamento de neoplasias malignas sé&o a radioterapia e a quimioterapia,
associadas ou ndo as cirurgias. Sendo que o melhor tratamento para cada
paciente dependera da caracteristica do tumor, sua localizacdo, tamanho,
presenca ou ndo de metastase (ONCO HEMATOS, 2013).

Logo, a demanda por métodos alternativos para o tratamento do cancer
continua muito alta e estudos em diferentes linhagens celulares, em modelos
animais e ensaios epidemiolégicos humanos, sugerem um papel de protecéo de
um grande numero de moléculas vegetais contra diferentes tipos de canceres
(FERREIRA et al., 2011; LIU et al., 2013; ULLAH et al., 2014).

Aproximadamente 60% dos farmacos antineoplasicos descobertos no
século XX sdo de origem de metabdlicos naturais. A maioria desses
guimioterapicos usados no tratamento do céancer foi selecionada por
apresentarem a capacidade de controlar a proliferagéo celular e novos estudos
identificaram farmacos com atividade especifica contra mecanismos metabdlicos
da célula tumoral e inibicdo da neovascularizacao tumoral, levando a célula a
apoptose (COSTA-LOTUFO et al., 2010). O desenvolvimento de novos recursos
medicamentosos para o tratamento desta doenca utilizando plantas medicinais
tem sido uma alternativa para os especialistas da area, a fim de promover a
eficacia e o controle de tumores primarios assim como as metastases
(KUMMAR, 2004).

Segundo Fukumasu et al. (2008), algumas plantas tém demonstrado
efeitos quimiopreventivos e antineoplasicos, porém um sério problema ocorre
quando pacientes realizam uso destas simultaneamente com medicamentos
prescritos por especialistas, o que pode promover interacbes medicamentosas
perigosas.

As principais espécies de plantas utilizadas para o desenvolvimento de
anticancerigenos de acordo com a literatura sdo: Taxus brevifolia Nutt.
(Taxaceae), Taxus baccata L. (Taxaceae), Catharanthus roseus L. G. Don.
(Apocynaceae), Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), Podophyllum
peltatum L. (Berberidaceae), Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae) e Capraria

biflora L, que originaram os medicamentos paclitaxel e docetaxel, vincristina e
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vimblastina, irinotecan e topotecan, etoposideo e teniposideo, piplartina e
biflorina, respectivamente. Sendo os principais alvos destes farmacos, os
microtubulos, o ciclo celular e as tubulinas celulares, promovendo a interrupcéo
do ciclo celular, desencadeando a apoptose. Contudo, a utilizagdo de extratos
naturais para a producdo de farmacos € assegurada pela legislacdo e
apresentam resultados satisfatorios no tratamento do cancer (FREIRE E ALVES,
2014).

A utilizacdo de fitoterdpicos e plantas medicinais € assegurada pela
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), por meio do
Decreto n° 5.813 do ano de 2006, a fim de garantir a populacdo seguranca € 0

uso consciente de plantas, medicinal e fitoterapico (ANVISA, 2013).

2.5 Familia Meliaceae

Plantas da familia Meliaceae tém sido submetidas a estudos fitoquimicos
por apresentarem metabdlitos secundarios com estruturas diversificadas e com
atividades biolégicas significativas, principalmente os pertencentes a classe dos
limonoides (TAN e LIO, 2011). Essa familia € constituida por 50 géneros e cerca
de 600 espécies, possui distribuicdo em praticamente todas as regides tropicais
(SOUZA; LORENZI, 2012). Pode também ser encontrada nos subtropicos em
ambos os hemisférios, ocorrendo em habitat de florestas chuvosas e inundadas,
bem como em ambientes secos (MUELLNER et al., 2006). No Brasil ocorrem

seis géneros e aproximadamente 80 espécies (SOUZA; LORENZI, 2012).

2.6 Carapa guianensis

Carapa guianensis é uma arvore amplamente conhecida e utilizada como
planta medicinal na regido da Mata Amazobnica. No Brasil, ela é conhecida
popularmente como andiroba, carapa e carapinha (CORREA, 1984). A maioria
dos autores acredita que esta arvore € uma espécie predominante de areas
Umidas, no entanto também € encontrada em regifes de clima seco
(PENNINGTON, 1981; McHARGUE E HARTSHORN, 1983; FOURNIER, 2003).

Sua distribuicdo ocorre no oeste da india, Antilhas, América Central, Sul de
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Honduras, muitas partes da Regido Amazonica e Africa Tropical (SMITH, 1965;
PENNINGTON, 1981; McHARGUE E HARTSHORN, 1983).

Quando na fase adulta, C. guianensis € uma arvore de madeira rigida, de
média a larga proporgdo. Pode atingir 2 metros de diametro e até 50 metros de
altura (PENNINGTON, 1981; McHARGUE E HARTSHORN, 1983). Seus frutos
constituem-se de capsulas esféricas de fibra seca deiscente com quatro valvas,
cada uma contendo de uma a quatro sementes (SMITH, 1965; McHARGUE E
HARTSHORN, 1983; SAMPAIO, 2000).

Das sementes de ambas as espécies desse género, Carapa guianensis e
C. procera, é extraido o conhecido 6leo de andiroba, frequentemente sem se
certificar de qual espécie de Carapa o 6leo foi extraido. Dessa forma, a Carapa
guianensis (Meliaceae) é valorizada tanto pela alta qualidade do 6leo extraido
de suas sementes (SHANLEY E MEDINA, 2005) quanto por ser uma
consideravel fonte de madeira (DAYANADAN et al., 1999).

O ¢6leo puro das sementes de andiroba (C. guianensis) tem sido usado
com propésitos médicos (RODRIGUES, 1989), e em produtos como sabonetes,
xampus e repelente de insetos (BOUFLEUER, 2001; SHANLEY E MEDINA,
2005). Esse extrato € amplamente utilizado na medicina popular, principalmente
no controle inflamatorio e da dor (AMBROZIN et al., 2006; TAPPIN, et al., 2008).

Em estudos cientificos, o 6leo de andiroba apresentou atividade inseticida
frente ao Aedes aegypti (MENDONCA et al., 2005), propriedades repelentes
(MIOT et al., 2004; FREIRE et al., 2006), baixo potencial teratogénico (COSTA-
SILVA et al., 2007), atividade contra acaros (FARIAS et al.,, 2009), atividade
antimalarica frente ao Plasmodium falciparum (MIRANDA JUNIOR, 2010),
atividade vermicida (FARIAS et al., 2010), efeitos na reducdo de edemas
(PENIDO et al., 2005), atividade antialérgica, analgésica e anti-inflamatoria
(HENRIQUES et al., 2006).

2.7 Composicao do 6leo de C. guianensis

O dleo de andiroba pode ser obtido da maneira tradicional, cozinhando as
sementes inteiras, separando as améndoas das cascas e extraindo seu 0leo ou,
através da prensagem mecanica das améndoas e cascas trituradas juntas
(FERRAZ et al., 2002; DA SILVA, 2005). O 6leo de andiroba € composto
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principalmente de material saponificavel, onde se destacam derivados dos
acidos graxos palmitico, oleico, estearico e linoleico. Em adicdo, o Oleo de
andiroba contem também cerca de 5% de material insaponificavel, no qual se
destacam os limonoides 17(-hidroxiazadiradiona, xiloccesina k, gedunina, 6-a-
acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 1,2-di-hidro-3-b-hidroxi-7-
desacetoxi-7-oxogedunina e angolensato de metila (PENIDO et al., 2005;
AMBROZIN et al., 2006).

2.8 Cicloxigenase como marcador tumoral

Os marcadores tumorais sdo substancias presentes no tumor, no sangue
ou em outros liquidos biolégicos, produzidos primariamente pelas células
neoplasicas ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a presenca das
mesmas (ANDRIOLO, 2005).

Um marcador prognostico pode ser definido como qualquer substancia
capaz de fornecer informacgdes a respeito da evolugéo clinica da neoplasia no
momento do diagndéstico ou da cirurgia. Para isto, esse marcador deve estar
relacionado a determinadas caracteristicas biolégicas envolvidas na
transformacéo celular neoplasica, no crescimento tumoral ou no processo da
cascata metastatica. Esse mesmo marcador também podera ser considerado
como preditivo quando fornecer informacfes Uteis na selecdo de pacientes
susceptiveis a determinada terapéutica especifica (SCHMITT, 1999).

A imunoexpressao de marcadores do ciclo celular pode indicar anomalias
na regulacdo do ciclo celular, podendo entdo distinguir o comportamento
biol6gico do tumor, incluindo o fornecimento de informacdes Uteis sobre o grau
de malignidade, presenca ou ndo de metastase, taxa de progressao tumoral, a
resposta a terapia e sobrevida livre de doenca (PAPAIOANNOU et al., 2009).

As enzimas cicloxigenases s&80 essenciais para a sintese de
prostaglandinas a partir do acido araquidénico liberado pelas fosfolipases da
membrana celular. Essas enzimas s&o encontradas sob duas isoformas
diferentes, mas semelhantes que sao do tipo cicloxigenase 1 (COX-1),
constitutiva e presente na maioria das células e tecidos, e a cicloxigenase do tipo
2 (COX-2) -induzida nos processos inflamatérios e por interleucinas (GILMAN et
al., 2003; RANG et al., 2004; RAMOS et al., 2010; BOSCO et al., 2011).
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A cicloxigenase-2 (COX-2) € uma enzima pro-inflamatoria indutivel que
catalisa o processo de conversao do acido araquidénico em prostaglandinas e
tromboxanos. Sua expressao € induzida por células tumorais e é regulada por
processos transcricionais e translacionais que sdo mediados por citocinas,
fatores de crescimento e oncogenes (BASU et al., 2006). Portanto, a expressao
de COX-2 ocorre, normalmente, em resposta a estimulos inflamatérios como
lipopolissacarideos (LPS), Interleucina-6, Interleucina-1, Fator de Necrose
tumoral-a, fatores de crescimento e promotores tumorais (FOSSLIEN, 2000;
ZHA et al., 2004).

Estudos in vitro usando linhagens de células de cancer de mama e in vivo
com camundongos demonstraram que a superexpressdo de COX-2
desempenha importantes papéis na oncogénese pela estimulacdo da
proliferacédo de células tumorais, inibicdo da apoptose, estimulacdo angiogénica,
aumento da resisténcia aos quimioterapicos, da motilidade e invasdo celular
(BASU et al., 2006; SINGH-RANGER et al., 2008; LIU et al., 2009; SAHIN et al.,
2009; THILL et al., 2009; HOELLEN et al., 2011; JENDROSSEK et al., 2013).

Estudos com carcinoma mamario demonstraram que existe uma forte
relacdo entre a patogénese dessa doenca e a expressao de ciclooxigenases,
particularmente de COX-2 nos tecidos tumorais (SOSLOW et al., 2000). Por
outro lado, estudos experimentais demonstraram que a atividade de COX-1
também estd alterada em tumores mamarios (HWANG et al., 1998), o que
contradiz o que se acreditava sobre as funcdes fisioldgicas dessa enzima, que
sempre foi considerada a isoenzima constitutiva e que participava apenas de
reacfes homeostaticas.

A maioria dos estudos que objetiva fazer o diagndstico de neoplasias e
estimar a expressdao de COX-2, bem como de outros marcadores, emprega a
imunohistoquimica, pois essa técnica baseia-se na identificagdo de antigenos “in
situ”, que podem apresentar valor prognostico e terapéutico (BARRA, 2006;
HORTA et al., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

Casos de paciente oncolégicos tém aumentado em todo o mundo,
fazendo as neoplasias ocuparem a segunda principal causa de morte na maioria
dos paises. Em fungéo disso, varios esfor¢os e investimentos tem sido realizados
com o objetivo de desenvolver novos protocolos terapéuticos, seja para a cura,
como coadjuvante nos atuais tratamentos convencionais e/ou reducdo das
alteracdes paraneoplasicas.

Nesse contexto, a fitoterapia tem se destacado como uma importante
ferramenta, sendo considerada como uma fonte de cura, e muitas vezes a unica,
devido a escassez de outros recursos para cuidar da saude. Dentre varias outras
aplicacoes terapéuticas, nos ultimos anos os produtos naturais tém sido a base
na busca de compostos quimioterapicos para o tratamento do cancer.
Entretanto, o uso de plantas medicinais ainda € subutilizado quando se considera
a grande diversidade de vegetais conhecidos.

Por outro lado, Carapa guianensis (andiroba) tem sido largamente
utiizada pelas comunidades rurais, tanto no controle biolégico de
insetos/parasitos, quanto no tratamento de varias moléstias. Apesar do seu uso
empirico, algumas dessas propriedades jA sdo comprovadas cientificamente.
Contrariamente, ainda existem poucos estudos relacionando Carapa guianensis
e o tratamento do cancer, fazendo-se necessarias novas pesquisas para ajudar

a compreender o potencial antineoplasico dessas plantas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral da Carapa guianensis in vivo em

camundongos Swiss inoculados com Tumor de Ehrlich Sélido.

4.2 Objetivo especifico

Verificar a sobrevida dos camundongos Swiss inoculados com células

neoplasicas do Tumor de Ehrlich sélido tratados com Carapa guianensis;

Avaliar as alteracdes morfolégicas em baco, figado e rim de camundongos
Swiss inoculados com células neoplasicas do Tumor de Ehrlich Sélido tratados

com Carapa guianensis;

Verificar a expressédo de COX-2 na massa tumoral por imuno-histoquimica
nos camundongos Swiss inoculados experimentalmente com células
neoplasicas do tumor transplantavel de Ehrlich e tratados com 6leo de Carapa

guianensis.
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencao do 6leo da semente de C. guianensis (andiroba)

As sementes de andiroba foram coletadas a partir de 20 localidades do
Estado do Par4. O Oleo de andiroba foi processado e caracterizado pelo
Laboratério de Quimica da Universidade Federal do Para. As amostras foram
coletadas e os frutos conservados sob refrigeracao (12 °C) e transportados para
local apropriado, onde foram processados e foi feito o processo de puba para
extracdo do Oleo in natura via solvente organico. A extracao por solvente foi

realizada de acordo com o procedimento descrito por Sousa Filho (2007).

5.2 Elaboracgao das concentracdes do 6leo de andiroba

Para a realizac&o dos testes o primeiro procedimento adotado foi resolver
o desafio para a solubilizacdo do 6leo de andiroba, haja vista que o0 mesmo por
ser muito lipofilico é de dificil solubilizagcdo em meio aquoso. Foi usado Tween
20 como solucdo emulsificante na concentracéo de 1:100 do 6leo de andiroba.
Apbs o preparo da solucdo mae as concentracdes foram divididas de forma
seriada de 500, 250 e 125 pg/mL.

5.3 Animais

Para a realizagdo do experimento foram utilizados 35 camundongos da
linhagem Swiss webster fémeas, com idade aproximada de 60 dias, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, forradas com xilana estéril e tampadas com
grades inoxidaveis, em sala climatizada com temperatura constante de 26 + 2°
C, com ciclos de claro-escuro de 12 h. Racao e agua estéreis foram fornecidas
ad libitum. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo (protocolo
09/2015).
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5.3.1 Inducao do tumor e ensaio terapéutico

Para a inoculacdo dos animais, foi utilizada uma linhagem do tumor de
Ehrlich mantida no Laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal do
Maranhdo. Apés a retirada do liquido ascitico dos camundongos doadores, 0
namero e a viabilidade das células foram determinados pelo método de exclusdo
do corante azul de Trypan 0,2%, em camara hemocitométrica, com 98% de
viabilidade. Ap6s avaliagdo, os animais foram infectados via subcutanea, com
0,2 mL de uma suspensdo de células tumorais contendo 5x10® células/mL.

Para o ensaio terapéutico, os animais foram divididos em sete grupos,
cada um contendo cinco animais. A divisédo foi feita de acordo com o peso de
cada animal: os camundongos foram pesados e distribuidos de forma que a
média do peso dos animais fosse uniforme para todos os grupos. O tratamento

oral foi realizado a cada 24 h, com auxilio de agulha de gavagem.

e Grupo controle: Animais tratados oralmente com 200 pl de solugédo de

PBS, por 14 dias consecutivos;

e Grupo 01: Animais tratados oralmente com 200 pl de solugdo de PBS e

Tween -20, por 14 dias consecutivos;

e Grupo 02: Animais tratados oralmente com 200 ul do éleo de andiroba,
diluido em solucdo de Tween -200 na dose 125 pg/mL, por 14 dias

consecutivos;

e Grupo 03: Animais tratados oralmente com 200 ul do éleo de andiroba,
diluido em solucdo de Tween -20 na dose 250 pg/mL, por 14 dias

consecutivos;

e Grupo 04: Animais tratados oralmente com 200 ul do éleo de andiroba,
diluido em solu¢cdo de Tween-20 na dose 500 pg/mL, por 14 dias

consecutivos;

e Grupo 05: Animais tratados oralmente com quimioterapico

(ciclofosfamida), por 14 dias consecutivos;
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e Grupo 06: Animais sem tumor tratados oralmente com PBS, por 14 dias

consecutivos;

5.4 Necropsia e coleta de 6rgaos

Aos 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados com
guetamina e xilazina, para retirada de sangue, lesdo primaria, linfonodo
drenante, baco, figado e rim. Os orgdos foram lavados em solugdo salina
(0,87%), fixados em formalina tamponada 10% por um periodo de 24 horas e

incluidos posteriormente em parafina histolégica.

5.5 Marcacgao de proliferag@o celular por técnica de imuno-histoquimica e

coloracao de HE

Os fragmentos foram colocados em formalina tamponada a 10% e apo6s
24h de fixacdo foram processados por técnicas de inclusdo em parafina
histolégica. Todo este processamento foi realizado em um histotécnico
automatico (Leica - TP 1020). Os cortes foram obtidos em micr6tomo automatico
(Micron - HM 360), em espessura de 4um para imunohistoquimica e 5 um para
histologia. Estes foram corados por hematoxilina-eosina (H.E. — hematoxilina de
Harris e eosina alcodlica a 0,5%), montados em Entellan (Merck — 1.07961)
examinados e fotografados em microscopio de luz (Zeiss — Axioplan). Para a
técnica de imunohistoquimica para a investigagdo de COX-2, os cortes foram

processados segundo técnica descrita por Iglesias (2012).

5.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados empregando-se o software GraphPad Prism
5. Para dados com distribuicdo ndo paramétrica foi realizado o teste Kruskal-
Wallis. Em todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas

quando p <0,05. Para verificar a ocorréncia de diferencas significativas entre os
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grupos estudados foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) e o Teste de

Tukey foi utilizado para detectar diferencas existentes entre todos 0s grupos.
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6. RESULTADOS

6.1 Composicao do 6leo de andiroba (C. guianensis)

A analise do perfil lipidico do Oleo integral da semente de andiroba revelou
a presenca de diversos acidos graxos, esteroides e triterpenos. Os acidos
encontrados foram os acidos miristico, palmitico, palmitoléico, oléico, linoléico,
estedrico, araquidbnico, beénico e lignocérico. Dentre os esterdides, detectou-
se a presenca de esqualeno, estigmasterol e colesterol. Quanto aos compostos
triterpenos foram obtidos tem-se a epoxigedudina, 1,3-dipalmitina, derivados de
deoxilactona, deacetilgedudina e epoxideacetilgedudina.

6.2 Avaliacdo ponderal

N&o houve variacao significativa no peso dos camundongos tratados com
quimioterapico (ciclofosfamida), PBS, PBS+Tween-20, solu¢bes do 6leo nas
concentracdes de 125, 250 ,500mg e o grupo sem tumor. Entretanto, os grupos
tratados com solucao de 6leo de andiroba na dose de 500 mg, quimioterapico e
0 grupo sem tumor apresentaram reduzido valor ponderal se comparado aos

outros grupos.

Tabela 1: Avaliacdo ponderal dos animais dos grupos controle e tratados com
ciclofosfamida, solucdes de 6leo de C. guianensis nas concentracfes de 125,
250, 500 mg do dia 0 ao 14° dia de tratamento. Média dos pesos, seguida do
respectivo desvio padrao (DP).

GRUPOS MOMENTOS MEDIA
1 2 3 4 5 6 DP
CONTROL 30,24A 30,54A 30,50A 31,42Aa 30,70A 31,02A 30,74a
E a a a a a

+2,13 +2,05 12,66 12,95 +1,83 +1,65 +2,09

GRUPO 1 29,72A  28,08A 28,98A 29,24Aa  29,26A 30,06A 29,22b
a a a b a a

+0,84 +1,14 +1,18 +1,46 +1,53 1,29 +1,31

GRUPO2 29,62A 28,56A 28,46A 29,58Aa 29,50A 29,94A 29,28b
a a a b a a

12,33 +1,98 11,78 11,76 +1,53 12,25 +1,87

GRUPO3 29,48A 28,34A 29,28A 28,44Aa 29,38A 29,34A 29,04b
a a a b a a

+1,30 10,74 +0,89 +1,18 +1,08 +0,85 +1,05
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GRUPO 4  28,44A 26,92A 27,04A 27,78Ab 27,66A 27,86A 27,62c
a a a a a
+2,07 1,72 1,54 +0,95 +1,81 1,04 +1,52
GRUPO5 28,98A 28,36A 27,82A 27,08Ab 28,08A 28,10A 28,07b
a a a a a C
12,64 12,64 +1,99 +1,83 +1,47 +2,13 +2,05
GRUPO 6 29,20A 28,42A 27,83A 28,62Aa 28,36A 29,08A 28,58b
a a a b a a c
+1,38 +1,10 +1,22 11,21 +1,41 +1,36 +1,26
MEDIA 29,38A  28,46A  28,56A 28,88A 28,99A 29,34A 28,94
DP +1,82 +1,87 +1,88 +2,05 +1,70 +1,78 +1,86

6.3 Volume Tumoral

Os animais de todos os grupos que foram inoculados com células
tumorais apresentaram maior volume do coxim plantar, quando comparados aos
animais do controle (sem tumor). A analise revelou grande desvio padrdao dos
grupos tratados, diferentemente do grupo controle. Entretanto quando se
considera as médias, os grupos 2, 3,4 e 5 apresentaram menor valor para o

volume tumoral.

Tabela 2: Avaliacdo do volume tumoral dos camundongos tratados com
qguimioterapico (ciclofosfamida), PBS, PBS+Tween-20, solu¢cdes do 6leo nas
concentracdes de 125, 250 ,500mg e o grupo sem tumor. Média dos valores de
volume dos coxins plantares, seguida do respectivo desvio padréo (DP).

GRUPOS MOMENTOS MEDIA
1 2 3 4 5 6 DP
CONTROL 16,47A 18,42Aa 26,37Aa 35,48Ab 50,30A 50,08A 32,85b
E a b b C C C

13,29 +1,15 +4,86 16,60 +13,38 +14,11 16,04
GRUPO1 16,46A 18,43Aa 28,06Aa 40,23Aa 49,40A 53,66A 34,37b

a a a

+1,14 42,90 +14,33 124,74 435,75 +43,82 127,75
GRUPO2 16,96A 18,16Aa 21,36Aa 26,53Aa 31,70A 34,61A 25,893

a a a b

10,40 +2,41 +3,64 19,75 +15,84 +20,86 +12,49
GRUPO3 17,31A 25,92Aa 23,03Aa 22,01Aa 29,65A 32,39A 25,05b

a a a

+1,54 +14,66 +0,86 +6,42 17,29 18,80 18,91
GRUPO 4 15,03A 18,32Aa 23,63Aa 25,64Aa 41,66A 41,87A 27,70b

a b b

+1,51 +3,69 +4,12 +4,98 +14,50 9,90 +12,85
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GRUPOS5 16,47A 19,02Aa 21,05Aa 26,40Aa 36,71A 38,54A 26,36b
d d a C
12,16 +2,86 13,16 +11,05  +25,82 +35,69 +19,05

GRUPO 6 15,91A 18,93Aa 19,00A 18,43A 18,07a

d a da C
+2,36 _ _ +1,66  +1,80 1,47  +2,14
MEDIA  16,37a 19,7l1a  2391b  27,89b 36,92b 38,51b 27,49
DP +1,92 6,55 +6,63  +12,64  $20,55 24,36 +16,86

6.4 Avaliacado histopatologica de rim, figado e baco

A andlise histoldgica revelou que animais de todos os grupos estudados
apresentaram algum grau de infiltrado inflamat6rio no parénquima hepatico.
Animais dos trés grupos tratados com andiroba apresentaram células de Kupffer
ativadas. Apenas um animal do grupo tratado com a solucéo de PBS e Tween -
20 revelou degeneracao hidrépica dos hepatdcitos, enquanto verificou-se em
outro camundongo do grupo tratado com a solucdo de 6leo a 250 ug/mL a
presenca de um granuloma hepético discreto.

No baco foi observado que pelo menos um animal de cada grupo
apresentou infiltrado inflamatorio que variou de discreto a intenso no parénquima
esplénico e apoptose de polpa branca.

Nos rins foi verificado infiltrado inflamatério e congestdo em animais de
todos os grupos. Pelo menos um animal dos grupos 1, 3, 5 e 6 apresentou
hemorragia renal. Um camundongo do grupo 3 apresentou discreta fibrose renal,
porquanto outro do grupo 4 apresentou degeneracao de tubulos contorcidos

proximais.
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Figura 1. Alteracdes histopatoldégicas no rim e figado de camundongos
portadores do tumor sélido de Ehrlich. A) Grupo tratado com solucédo de PBS e
Tween-20: infiltrado inflamatdrio em glomérulo renal (seta). B) Grupo tratado com
250 ug/mL de 6leo de Carapa guianensis: presenca de granuloma hepético
(seta). C) Grupo tratado C|clofosfam|da area de necrose hepatlca (seta)

6.5 Avaliacdo histolégica do coxim plantar

6.5.1 Coloragéo de HE

Em todos os grupos tratados foi observado necrose, angiogénese,
invasividade e infiltrado inflamatério, variando de discreto a intenso. No grupo
tratado com quimioterapico as alteracbes eram mais discretas quando
comparadas aos grupos tratados. Conforme esperado, 0 grupo sem tumor néo
revelou alteracéo histologica.

Achado importante na avalicdo microscopica do coxim dos animais
inoculados com células tumorais foi a presenca marcante de infiltrado

eosinofilico.
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Figura 2. Andlise histopatoldgica do coxim plantar de camundongos portadores
do tumor sélido de Ehrlich. A) Grupo tratado com solucao de PBS e Tween-20:
formacao neoplasica perivascular com presenca de células apresentando figuras
de mitose (seta). B) Grupo tratado com 500 ug/mL de 6leo de Carapa guianensis:
extensas areas de necrose (seta). C) Grupo tratado com 500 pg/mL de 6leo de
Carapa guianensis: angiogénese e infiltrado inflamatério perivascular com
presenca de eosindfilos (seta) D) Grupo tratado com ciclofosfamida: sem

6.5.2 Imunohistoquimica por COX-2

As marcacbes pelo anticorpo de COX-2 pela técnica de
imunohistoquimica, foram graduada de discreta a intensa no grupo controle, bem
como no grupo 1. Tanto o grupo 2, quanto o 4 apresentaram imunomarcacao
moderada. Ja o grupo 3 marcou discretamente, enquanto 0s grupos 5 e 6 ndo
marcaram. Portanto ndo se verifica uma correlacao entre a expressao de Cox-2

e os diferentes grupos estudados.
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Figura 3. Marcagéo para COX-2 na pata de camundongos portadores do tumor
sélido de Ehrlich. A) Grupo tratado com solucédo de PBS e Tween-20: marcacao
intensa para COX-2 (seta). B) Grupo tratado com 125 ug/mL de Carapa
guianensis: marcacdo moderada para COX-2. C) Grupo tratado com 250 ug/mL
de Carapa guianensis: marcacéo discreta para COX-2. D) Grupo sem tumor
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7. DISCUSSAO

A semelhanca desta pesquisa, Ribeiro et al (2012) utilizando extrato de A.
chica para tratar o tumor de Ehrlich solido observaram que todos os grupos
experimentais apresentaram areas de necrose se difundindo pelo tecido tumoral,
bem como a presenca de discretas areas de hemorragia.

Da mesma forma, Vercosa Junior et al. (2007) ao avaliar
microscopicamente a influéncia do tratamento com filtrado aquoso de Agaricus
blazei Murrill em camundongos inoculados com tumor sélido de Ehrlich (TSE),
observaram estroma delicado, grandes &reas de necrose, maior concentracdo
de células neoplasicas em éareas perivasculares e pequena quantidade de
infiltrado inflamatorio. Também visualizaram células tumorais distribuidas
aleatoriamente, no tecido, com grande pleomorfismo, alto grau de anaplasia,
ndcleos evidentes, numerosos, arredondados e apresentando uma grande
relacdo nucleo/citoplasma.

Focos inflamatérios sao frequentes no figado de camundongos portadores
do tumor sélido de Ehrlich. Miranda-Vilela et al (2014) observaram que
camundongos portadores do tumor apresentaram infiltrado inflamatério
mononuclear nas regifes portal e intralobular, assim como células necroéticas
proximas as infiltracbes, concordando dessa forma com as alteracfes
encontradas neste trabalho.

A presenca de lesdes no figado, como por exemplo, necrose lobular e
hiperplasia da células de Kupfer, pode ser consequéncia local de um efeito
sistémico, produzido pela neoplasia, ou pode ser mediada por administracao de
drogas (LUNGUINHO, 2012).

Miranda-Vilela et al (2014) ao avaliarem microscopicamente os rins de
camundongos inoculados com células tumorais, verificaram infiltrado
inflamatério, pequenos focos de esclerose glomerular e tubular com picnose e
raras células de descamacao. Da mesma forma, SILVA (2009) demonstrou que
os camundongos do grupo controle e dos grupos tratados com doses de
derivados de quinonas apresentaram na histologia renal glomerulonefrite, em
maior ou menor grau.

Goes-Filho et al (2009) ao avaliarem lesBes hepéticas e esplénicas de

camundongos com tumor de Ehrlich, submetidos a tratamento com soro de
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tubardo e anti-inflamatoérios, constaram a presenca de hiperplasia e ativacéo e
células de Kuppfer em todos os animais, além de hepatite mononuclear
multifocal. No bago foram encontrados animais com hiperplasia de polpa branca
e apoptose nos centros germinativos.

Com excecdo do grupo sem tumor, em todos os outros foi observado
algum grau de necrose no coxim plantar dos camundongos, 0 que esta
diretamente relacionado com a evolucdo tumoral, agressividade e potencial
metastatico (GUILARDUCCI, 2016; MAYER, 2014).

Quanto a marcacao imunohistoquimica com anticorpo COX-2 verificou-se
gue os grupos tratados com Oleos de andiroba apresentaram marcacédo de
discreta a moderada, o que pode indicar uma regressdo do processo
inflamatério. De forma esperada, o grupo tratado com quimioterapico,
ciclosfosfamida, e o tratado com PBS, mas sem tumor, ndo apresentaram
imunomarcacao. Mohamed et al (2016) em estudo realizado em camundongos
com tumor de Ehrlich sélido, concluiram que estimulos inflamatérios, na fase
inicial ou final, podem induzir a regresséo do tumor, podendo ser combinados

com a quimioterapia convencional ou imunoterapia.
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8. CONCLUSAO

¢ Nas condicfes experimentais, a solucdes em diferentes concentracdes de

Oleo de Carapa guianensis ndo demonstraram atividade antineoplasica.

e Os grupos tratados com solu¢cdes de Oleo de andiroba apresentaram o
padréo histologico diferente dos animais néo tratados, o que pode indicar

um efeito toxico do oleo.
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