UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS
MESTRADO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

SARA ALBUQUERQUE DOS SANTOS

EVIDENCIA DE INTERACAO ENTRE A CAMOMILA
(Matricaria recutita) E O 5-FLUOROURACIL FRENTE A
ATIVIDADE ANTINEOPLASICA EM CAMUNDONGOS COM
SARCOMA 180

SAO CRISTOVAO
2018



SARA ALBUQUERQUE DOS SANTOS

EVIDENCIA DE INTERACAO ENTRE A CAMOMILA
(Matricaria recutita) E O 5-FLUOROURACIL FRENTE A
ATIVIDADE ANTINEOPLASICA EM CAMUNDONGOS

COM SARCOMA 180

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Sergipe como requisito & obtengdo do grau
de Mestre em Ciéncias Fisioldgicas.

Orientadora: Profd. Dr2. Adriana A. Carvalho

SAO CRISTOVAO - SE
2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S237e

Santos, Sara Albuquerque dos

Evidéncia de interacéo entre a Camomila (Matricaria recutita) e
o 5-Fluorouracil frente a atividade antineoplasica em camundongos
com sarcoma 180 / Sara Albuguerque dos Santos ;| orientadora
Adriana Andrade Carvalho. — S&o Cristovao, 2018.

120 -l

Dissertagdo  (mestrado em  Ciéncias  Fisiologicas) —
Universidade Federal de Sergipe, 2018.

1. Cancer. 2. Medicamentos — Interacdes. 3. Plantas
medicinais. 4. Agentes antineoplasicos. 5. Camomila. 1. Carvalho,
Adriana Andrade, orient. Il. Titulo.

CDU 616-006.6-085




Folha de aprovacéo

SARA ALBUQUERQUE DOS SANTOS

EVIDENCIA DE INTERACAO ENTRE A CAMOMILA
(Matricaria recutita) E O 5-FLUOROURACIL FRENTE A
ATIVIDADE ANTINEOPLASICA EM CAMUNDONGOS COM
SARCOMA 180
Dissertagio apresentada ao Programa de Pos-
Graduagio em Ciéncias Fisiol6gicas da Universidade

Federal de Sergipe como requisito a obtengdo do grau
de Mestre em Ciéncias Fisiolégicas.

Aprovada em: / /

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Andrade Carvalho

1° Examinador: Profa. Dra. Luciana Nalone Andrade

2° Examinador: Prof. Dr. Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Junior



Dedico esta dissertacdo a Deus, a Ele toda
honra e toda gléria. Aos meus pais, Cileide e
Reginaldo, por sempre acreditarem em mim, a
meu irmdo Diego, aos meus avés Lenildo e
Maria, e a minha tia Cilene, por todo apoio.

Vocés sdo muito importantes.



AGRADECIMENTO

Em primeiro lugar, como sempre na minha vida, agradego a Deus, onipresente,
onisciente e onipotente, que sempre me da a forca necessaria para ultrapassar tantas barreiras.

Aos meus pais, Cileide e Reginaldo, que sempre me ensinaram valores fundamentais
para a vida, por todo zelo e cuidado.

A minha tia Cilene, que sempre acreditou em mim e me apoiou em tantas coisas.

Aos meus avos Lenildo e Maria, por todo carinho e atencdo. A eles minha eterna
admiracdo. Ao meu irmdo Diego Ricardo que sempre me socorreu em problemas.

A minha orientadora Profa. Dra. Adriana Andrade Carvalho por ter aceitado me
orientar e ter me proporcionado participar do Laboratério de Oncologia Clinica e
Experimental (LAPOCE), sempre serena e paciente, que apesar de tantos afazeres por ser
diretora da Universidade Federal de Sergipe — Lagarto, sempre esteve acessivel para tirar
duvidas dos seus orientandos, sempre humilde. Obrigada!

A Ricardo Amaral pelo grande auxilio em tudo, por tirar tantas ddvidas, por me
ensinar tantas técnicas, por ser essa pessoa tdo calma e disposta a ajudar, por ser parceiro nos
meus experimentos, por ser muitas vezes psicologo, por transmitir tanta seguranca, braco
direito da profa. Adriana no LAPOCE. Muito obrigada!

A Robério, minha dupla do LAPOCE, amigo, sempre tranquilo e disposto a ajudar,
sempre me perguntando “o que ¢ que vocé quer Sara??? Nossa convivéncia sempre foi motivo
de muitas risadas. Obrigada.

A Ariel, sempre prestativo, sempre dizendo que tudo tinha “viés”, por sua contribui¢do
nOS meus experimentos.

A Cecilia, que enquanto aluna de iniciacdo cientifica e membro do LAPOCE, me
ensinou varias técnicas. Uma pessoa sempre acessivel. Obrigada.

A Silvana Floresta e a Luciana Nalone por todo apoio que recebi em determinadas
etapas do meu trabalho, por serem sempre tdo prestativas e por todo auxilio recebido no
Instituto de tecnologia e Pesquisa ITP, da Universidade Tiradentes - Unit. Obrigada.

Ao Prof. Dr. Ricardo Albuquerque, pesquisador do Laboratério de Morfologia e
Patologia Experimental (LMPE/ITP), por ter me permitido realizar uma parte dos meus
experimentos em seu laboratorio, por todo auxilio, colaboracédo e disponibilidade. Obrigada!

A Profa. Dra. Patricia Severino, do Instituto de Tecnologia e Pesquisa — ITP,
Universidade Tiradentes, por ceder o Laboratorio de Nanotecnologia para realizagdo de
alguns procedimentos.

A Nely, técnica do LMPE/ITP, por todas as técnicas ensinadas, por tanta paciéncia
sempre, por tantas risadas dentro do laboratério.

Aos alunos de iniciacdo cientifica da Unit: Andréia, Camila, Amanda, Luis e Rafael,
que sempre me ajudavam de alguma forma quando eu precisava.

A Carla, sempre prestativa em tudo no Laboratorio de Tecnologia e alimentos — LTA -
UFS.

A equipe do Laboratério de Bioquimica de Produtos Naturais (LQPNB), coordenado
pelo Prof. Dr. Charles Estevam, que sempre me acolheu muito bem.

A prof. Dra Josi, por ceder o seu laboratério de Neurociéncias — LAPENE para a
realizacdo dos experimentos.

Ao prof. Enilton, por ser sempre tdo calmo e educado, um exemplo de profissional.
Obrigada por ter me aceitado no estagio de docéncia, por ceder o espaco do Laboratorio do
processo inflamatério — LAFAPI.



Vi

A prof. Dra Claudia Pessoa e o doutorando Guilherme Graziany, da Universidade
Federal do Cearad (UFC), do Laboratério de Oncologia Experimental (LOE), departamento de
medicina, pela colaboracdo em algumas analises.

Ao prof. Dr. Narendra e sua equipe por permitir realizar umas analises em seu
laboratério (Laboratdrio de Flavor e Analises Cromatograficas — LAF/UFS).

A todos 0s amigos externos a universidade e aos amigos que fiz no Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas - PROCFIS, por tantas risadas, tantas conversas, tantas
construgbes de conhecimentos e discussdes criticas, confraternizagBes e unido. Robério,
Sabrina, Niviane, Ariel, Thiago, Roas, Jéssica, Silvio, Mirian, Cacia, Kelly, Marcos, Clarissa,
Edson (s), Théssia e todos os outros com quem direta ou indiretamente convivi pelos
laboratérios, corredores e aulas.

Ao Programa PROCFIS e ao seu quadro de professores, grandes profissionais e
exemplos da academia.

A Renivan, o melhor secretario de todos 0s tempos, por tanta paciéncia, honestidade,
consideragao e “avisos”.

A Universidade Federal de Sergipe pela oportunidade de participar do seu corpo
discente como pos-graduanda.

A CAPES/FAPITEC pelo apoio financeiro a pesquisa.



vii

“Fiel é Deus...” (I1 Co 1:9)



viii

Evidéncia de interacdo entre a Camomila (Matricaria recutita) e o 5-Fluorouracil frente a
atividade antineoplasica em camundongos com sarcoma 180. Sara Albuquerque dos Santos,
Universidade Federal de Sergipe, Séo Cristovao, 2018.

RESUMO

O cancer é a causa de adoecimento que mais se expande no planeta. E entendido como um
conjunto de mais de 100 doencas celulares, causado por mutacdes e alteracbes nos
mecanismos de regulacdo epigenética. O conhecimento popular fornece base para o uso de
diversas plantas com potencial antitumoral e muitos pacientes associam Seu USO aoS
tratamentos padrbes para o cancer, desconhecendo, entretanto, a existéncia de possiveis
interacfes medicamentosas ou potencializagdes de efeitos adversos. Particularmente infusos
da Matricaria recutita tem sido popularmente utilizados em associacdo com quimioterapicos.
Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da associacdo entre a Matricaria recutita e o
farmaco antineoplasico 5-fluorouracil no tratamento em camundongos transplantados com o
sarcoma 180. Para isso, 0 extrato aquoso da Matricaria recutita (EAMR) foi preparado a
partir das inflorescéncias, cujo registro cromatografico detectou a presenca de flavonoides
como luteonina, quecertina, rutina e compostos fendlicos como 4&cido caféico. A
citotoxicidade in vitro do EAMR foi avaliada frente a 5 linhagens de células tumorais
humanas: préstata (PC-3), célon (HCT-116), adenocarcinoma de mama (MCF-7), leucemia
promielocitica aguda (HL-60) e glioblastoma (SNB-19), e ndo maligna fibroblasto (L929)
através do ensaio do MTT. O EAMR néo apresentou atividade citotoxica em nenhuma das
linhagens de células testadas, com Clsg >50 pg/mL. Para o experimento in vivo foram
utilizados camundongos swiss divididos em grupos experimentais: tratados com solucao
veiculo (CTRL -), 5-FU 25 mg/kg/dia (CTRL +), EAMR 100, EAMR 200, EAMR 100 + 5-
FU e EAMR 200 + 5-FU (mg/kg/dia), n = 07 por grupo. O EAMR foi administrado v.o. e 0 5-
FU i.p durante 7 dias de tratamento. Foram analisados a Inibi¢cdo Tumoral (IT) e parametros
toxicoldgicos, bioguimicos, hematoldgicos e histopatologicos. O tratamento dos grupos
associados EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU reduziu (p < 0,05) o crescimento do
tumor, com percentuais de inibicdo de 66,1% e 87,7%, respectivamente, por provavel
sinergismo entre seus compostos. Em relacdo aos parametros toxicolédgicos, houve redugéo da
massa corporea a partir do 3° dia de tratamento nos grupos associados (-1,2 + 0,3e-1,3+ 0,3
g, respectivamente) (p < 0,05), demonstrando a potencializacdo do 5-FU quanto a perda de
massa corporea, além da presenca de diarreia, principalmente para a maior dose. Houve
alteracdo da massa do coragéo nos grupos associados 100 e 200 (0,50 £+ 0,01 e 0,51 + 0,02g,
respectivamente) (p < 0,05); atrofia esplénica nos grupos 5-FU, EAMR100 + 5-FU e
EAMR200 + 5-FU (0,23 £ 0,02, 0,31 + 0,03 e 0,21 £ 0,02 g, respectivamente) (p < 0,05), sem
potencializacdo do efeito; e reducdo da massa hepatica no grupo EAMR200 + 5-FU, porém
sem elevacdo das enzimas hepaticas. Ndo houve potencializagdo da mielossupressao
(leucopenia e plaquetopenia) nos grupos associados. As analises histopatologicas dos tumores
mostraram redugdo de mitoses e presenca de areas apoptoéticas nos grupos associados, como
também reducdo da extensdo da poupa branca no bago. Os resultados desse estudo sugerem
que a associacdo entre a Matricaria recutita e o 5-FU potencializa a atividade antitumoral de
forma sinérgica, intensificando alguns efeitos adversos.

Palavras-chaves: Cancer; Antitumoral; Toxicidade; Interacdes Medicamentosas; Plantas
Medicinais; Matricaria recutita.



Evidence of interaction between Chamomile (Matricaria recutita) and 5-Fluorouracil against
antineoplastic activity in mice with sarcoma 180. Sara Albuquergue dos Santos, Universidade
Federal de Sergipe, Sao Cristovao, 2018.

ABSTRACT

Cancer is the most widespread cause of illness on the planet. It is understood as a set of more
than 100 cellular diseases, caused by mutations and changes in mechanisms of epigenetic
regulation. Popular knowledge provides a basis for the use of several plants with antitumor
potential and many patients associate their use with the standard treatments for cancer,
however, ignoring the existence of possible drug interactions or potentiation of adverse
effects. Particularly infused Matricaria recutita has been popularly used in association with
chemotherapy. This study aimed to evaluate the effect of the association between Matricaria
recutita and the antineoplastic drug 5-fluorouracil in the treatment of mice transplanted with
sarcoma 180. For this purpose, the aqueous extract of Matricaria recutita (EAMR) was
prepared from the inflorescences, whose chromatographic record detected the presence of
flavonoids such as luteonin, quecertin, rutin, and phenolic compounds such as caffeic acid. In
vitro cytotoxicity of EAMR was evaluated against 5 human tumor cell lines: prostate (PC-3),
colon (HCT-116), breast adenocarcinoma (MCF-7), acute promyelocytic leukemia (HL-60)
and glioblastoma (SNB-19), and non-malignant fibroblast (L929) through the MTT assay.
EAMR showed no cytotoxic activity in any of the cell lines tested, with IC 50> 50 pg / mL.
For the in vivo experiment, swiss mice divided into experimental groups were treated with
vehicle solution (CTRL-), 5-FU 25 mg / kg / day (CTRL +), EAMR 100, EAMR 200, EAMR
100 + 5-FU and EAMR 200 + 5-FU (mg / kg / day), n = 07 per group. The EAMR was
administered v.o. and 5-FU i.p for 7 days of treatment. Tumor Inhibition (IT) and
toxicological, biochemical, hematological and histopathological parameters were analyzed.
Treatment of the associated groups EAMR 100 + 5-FU and EAMR 200 + 5-FU reduced
tumor growth, with inhibition percentages of 66.1% and 87.7%, respectively, by probable (p
<0.05) synergism between its compounds. In relation to the toxicological parameters, there
was a reduction in body mass from the 3rd day of treatment in the associated groups (-1.2 +
0.3 and -1.3 + 0.3 g, respectively) (p <0.05) , demonstrating the potentiation of 5-FU in the
loss of body mass, in addition to the presence of diarrhea, mainly for the higher dose. There
was alteration of the heart mass in the associated groups 100 and 200 (0.50 = 0.01 and 0.51 +
0.02g, respectively) (p <0.05); (0.23 £ 0.02, 0.31 + 0.03, and 0.21 + 0.02 g, respectively) (p
<0.05) 0.05) without potentiating the effect; and reduction of hepatic mass in the EAMR200 +
5-FU group, but without elevation of hepatic enzymes. There was no potentiation of
myelosuppression  (leucopenia and thrombocytopenia) in the associated groups.
Histopathological analyzes of the tumors showed reduction of mitoses and presence of
apoptotic areas in the associated groups, as well as reduction of the extent of the white pouch
in the spleen. The results of this study suggest that the association between Matricaria
recutita and 5-FU potentiates the antitumor activity in a synergistic way, intensifying some
adverse effects.

Key-words: Cancer; Antitumoral; Toxicity; Drug Interactions; Medicinal Plants; Matricaria
Recutita.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma patologia crénica multifatorial, clinica e socialmente impactante, cujo
tratamento, além de oneroso, implica em efeitos colaterais com considerdveis prejuizos a
qualidade de vida dos pacientes. Espera-se que o impacto da doenga, nos proximos anos,
corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos esperados para 0 ano de 2025
(INCA, 2015), sendo que, o quantitativo de mortes provavelmente subira de 8,2 para 13
milhdes por ano (OMS, 2014). Popularmente muitos tratamentos caseiros séo descritos em
diferentes regides do pais € no mundo. Em Sergipe, ha varios relatos do uso de cha de
camomila em associacdo com tratamentos quimioterapicos padrdes, associacdo esta que pode
culminar em interacdes variadas.

As principais formas de tratamento contra o cancer sao a quimioterapia, radioterapia e
a cirurgia, as quais podem ser indicadas em conjunto, dependendo da suscetibilidade dos
tumores a essas modalidades terapéuticas (INCA, 2011). O antineoplasico 5-Fluorouracil (5-
FU) é bastante usado em protocolos de quimioterapia com outros tipos de antineoplasicos,
aumentando o indice de sobrevivéncia e melhorando a resposta ao tratamento em neoplasias
malignas de mama, cabeca e pescoco e colorretal (JOHNSTON; KAYE, 2001). No entanto,
apesar dos tratamentos padrdes curativos para o cancer, grande parte dos pacientes estdo
empregando a medicina alternativa complementar (Complementary and Alternative Medicine
- CAM) que envolve uso de praticas ndo convencionais (HIETALA et al., 2011; NCCAM,
2009S; PARREBOOM et. al., 2004), a exemplo das plantas medicinais.

O uso das plantas medicinais é um tratamento alternativo usado desde a antiguidade
para controlar distintas doengas em humanos, englobando o cancer (CORDELL; BEECHER,;
PEZZUT, 1991; POPOCA et al., 1998). Segundo Newman et al. (2003), medicamentos
resultantes de plantas podem ser terapéuticos para 87% das doencas humanas classificadas.
Espécie como a Matricaria recutita (Camomila), em especial, é citada na literatura como
possuidora de propriedades antioxidantes (FAJEMIROYE et al., 2016; WEISS, 1988),
anticancerigenas (WAY et al., 2004) e antiproliferativas de tumores (CHEZ; JONAS, 1997).

Apesar da existéncia da crenca da populacdo acerca de que os produtos naturais séo
em sua maioria confidveis e vantajosos (WANG et al., 2013), a interacdo com farmacos pode
ocasionar elevacdo ou diminuicdo de eventos terapéuticos e adversos ou causar uma terceira
resposta ndo esperada (GAUI, 2010). Inumeros compostos da medicina alternativa
complementar sdo capazes de interagir com farmacos e, no casos dos antineoplasicos,

considerando a estreita janela terapéutica dessas drogas, isto é, a dose terapéutica estd



préxima a dose letal, isso pode trazer ao paciente oncoldgico consequéncias dramaticas, além
de culminar em toxicidades em alguns casos (TASCILAR et. al., 2006; YU et al., 2015).

Estudos citam que existe interacdo medicamentosa relevante entre algumas plantas e
os farmacos antineoplasicos irinotecano, imatinibe e docetaxel (MEIJERMAN et al., 2006).
Nicoletti et al. (2010) cita que a planta Ananas (Ananas comosus [L.] Merr.) pode intensificar
a acdo de drogas como o 5-fluorouracil e a vincristina, e o Eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill.) aplicado sobre a pele com o 5-fluorouracil aumenta absor¢édo da droga. Outro estudo
in vitro evidenciou que a administracdo simultanea entre ervas e o quimioterapico 5-
fluorouracil induz a uma reducdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose de forma
sinérgica (YU et al., 2015). Isso demonstra a influéncia existente das plantas em relagdo a
farmacos de relevancia clinica na oncologia.

Pesquisas envolvendo, especificamente, interacdes decorrentes da associacdo entre a
camomila (Matricaria recutita) e antineoplasicos como o 5-FU sdo limitadas. Estudos
envolvendo compostos bioativos isolados dessa planta, como a luteonina e quercetina, em
associacdo com antineoplasicos como a cisplatina, mostraram desencadeamento do aumento
da eficacia do farmaco e inibicao da proliferacdo celular em células tumorais (INDAP et al.;
2006; WU et al.; 2008). Com base nisso, uma vez que as associa¢cdes podem aumentar a
eficacia dos antineoplasicos, consequentemente podera também incidir sobre os efeitos
colaterais deste, que no caso do 5-FU sdo frequentes e envolve o surgimento de leucopenia,
diarréia, anorexia, estomatite, mielossupressdo, perda de peso e cardiotoxicidade (EL-
SAYYAD et al., 2009; SORRENTINO et al., 2012).

Diante do exposto, torna-se importante mais estudos sobre os efeitos das associagdes
entre ervas e farmacos, uma vez que ambos possuem agentes farmacologicamente ativos e
podem ser responsaveis por interacbes medicamentosas (JEMAL et al., 2011; KAMBLE et
al., 2015). Dessa forma, partindo da confirmacdo de que a maioria dos pacientes oncoldgicos
do estado de Sergipe tratados nas clinicas particulares Centro de Oncologia Dr. José Geraldo
Dantas Bezerra: Nucleo de Oncologia de Sergipe (NOS), Clinica Vitta e Onco Hematos,
utiliza chas de plantas medicinais, em especial o de camomila (Matricaria recutita), associado
a quimioterapicos (CAETANO, 2016), o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da
associacdo da Matricaria recutita usada como cha, com o farmaco antineoplasico 5-
fluorouracila, e fornecer maior subsidio para confirmacdo da hipotese da existéncia de

provaveis efeitos sinérgicos entre seus compostos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER

O registro da presenca do cancer em seres humanos e em animais vem sendo
documentado ao longo de milhares de anos. A definicdo mais antiga dessa doenca, apesar da
palavra cancer nédo ter sido utilizada, data de aproximadamente 3000 a.C. A existéncia de
tumores 0sseos fossilizados em mumias no Egito antigo, indicam evidéncias priméarias da
doenca, além do registro dessas informacgdes em manuscritos arcaicos. O osteossarcoma,
crescimento sugestivo do cancer de 0sso, ja foi constatado em mumias, além de ja ter sido
encontrado mdmias com cranio destruido, caracteristica do cancer de cabeca e pescoco (ACS,
2017).

O céancer é uma neoplasia maligna cuja palavra neoplasia significa “novo
crescimento”. A terminologia “tumor” foi, a principio, dado ao edema ocasionado pela
inflamacdo, porém o uso ndo neoplasico do termo tumor, em sua esséncia, desapareceu,
ficando esse termo atualmente igualado ao termo neoplasma (INCA, 2011; KUMAR et al.,
2010).

A palavra cancer é originada do latim que deriva do termo grego carcinus, que
significa caranguejo, devido a capacidade infiltrativa da massa tumoral que emite
ramificacOes para os tecidos adjacentes semelhantes as patas do carangueijo. A oncologia
(oncos significa tumor) é o estudo dos tumores ou neoplasmas (KUMAR et al., 2010). Desde
que as células neoplasicas ndo se tornem invasivas, o tumor é considerado benigno
(ALBERTS et al, 2010).

O cancer tambem pode ser entendido como um conjunto de mais de 100 doencas
celulares, causado pela ruptura dos mecanismos de regulacdo epigenética que favorece
desvios nos mecanismos de controle dos processos de proliferacdo e diferenciacéo celular
(KUMAR et al., 2010; YOU; JONES, 2012).

Ambas as neoplasias, benignas ou malignas, tém como caracteristica a proliferacdo
desregulada, porém as ultimas se destacam pela desdiferenciacdo, capacidade de invadir
tecidos e principalmente capacidade de metastatizar. As duas possuem células neoplasicas
clonais que formam o parénquima e o estroma reativo formado por tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e quantidade oscilante de macrofagos e linfocitos. O primeiro determina as

consequéncias patoldgicas, o crescimento e sua evolucdo, sendo completamente dependente



do estroma. O segundo precisa de um fluxo sanguineo adequado para que as células tumorais
vivam e se dividam (KUMAR et al., 2010).

A caracteristica do cancer reflete padrdes modificados de expressdo genética das
células, como consequéncia de mutacdes genéticas, sejam elas herdadas ou adquiridas. O
termo maligno, quando se refere a uma neoplasia, expressa que a lesdo pode invadir e
devastar as estruturas proximas e se dispersar para sitios distantes, levando a morte (KUMAR
etal., 2010; RANG et al., 2012).

Os genes que estimulam a progresséo do ciclo celular positivamente sdo entendidos
como proto-oncogenes. Esses genes, em caso de ocorréncia de mutagdes, se transformardo em
oncogenes. Ja as proteinas relacionadas ao controle negativo do ciclo sdo entendidas como
genes supressores tumorais, onde mutacdes nestes genes culminardo em auséncia dos
mecanismos reguladores do ciclo celular normal (WARD, 2000).

Os proto-oncogenes podem transformar-se em oncogenes por fendmenos
carcinogénicos como infec¢do por virus, radiacGes ou agentes quimicos (RANG et al., 2012).
Mutacdes nos genes de supressdo tumoral podem acarretar o surgimento de muitos outros
canceres, sendo que, a disfuncdo desses genes culmina também na carcinogénese (YOU;
JONES, 2012). Ja foram reconhecidos em torno de 30 genes de supressao tumoral e 100
oncogenes dominantes (RANG et al., 2012).

Estima-se que no decorrer de toda a vida de uma pessoa ocorram em torno de 10°
divisdes celulares e mesmo na auséncia de agentes mutagénicos, ocorrem 10°° mutagdes
espontaneas para cada gene por divisdo celular. Isso sugere que uma unica mutacao pode nédo
ser suficiente para transformar uma célula normal em tumoral (ALBERTS et al, 2010). As
mutacOes trazem consigo fatores de riscos para o desenvolvimento do cancer, em especial, na
populacdo idosa, uma vez que foi exposta por mais tempo a esses fatores (INCA, 2017).

A célula cancerigena é também denominada assim quando obtém beneficios
metabolicos e capacidades bioldgicas em relagdo as células normais, como imortalizagdo da
célula causada pela ativagdo da enzima telomerase; desaparecimento das caracteristicas
adesivas da membrana plasmatica, importante para o reconhecimento célula-célula e inibicéo
por contato do movimento e crescimento celular; perda de funcdo e da capacidade de
especializacdo, a capacidade de formar novos vasos sanguineos (angiogénese) e evasdo da
morte celular programada (apoptose) (HANAHAN; WEINBERG, 2000; LIOTTA ; KOHN,
2001).



Ao herdar uma Unica cépia defeituosa dos genes de supressdo tumoral BRCAI e
BRCAZ2, por exemplo, as mulheres apresentam um grande risco para o desenvolvimento do
cancer de mama, ja a exposicao a virus ou a substancias cancerigenas como, por exemplo,
produtos que contém tabaco ou amianto, pode propiciar o surgimento de outros tipos de
canceres. Porém, a carcinogénese é um evento complexo e possui varias fases, incluindo mais
de uma alteracdo genética, além de outros fatores epigenéticos como o0s hormonais,
cocarcinogénicos e efeitos de promocdo tumoral, que, sozinhos, ndo levam a neoplasia
maligna, entretanto aumentam as chances que as mutac¢des culminem nessa patologia (RANG
etal., 2012).

O risco de cancer na populacdo depende das condi¢des sociais, ambientais, politicas e
econbmicas onde esta inserida, além das caracteristicas biologicas. As relacdes de causa-
efeito externas envolvem a alimentacao, exposicdo a radiacdes ionizantes e radiacdo solar,
tabagismo, poluicdo, substancias quimicas, fatores comportamentais, entre outros, que
constituem fatores de risco ambientais e totalizam de 80% a 90% dos casos de cancer. As
internas envolvem hormdnios, condi¢des imunoldgicas, além das mutacbes genéticas, fatores
hereditarios, familiares e étnicos (INCA, 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Estatistica sobre as principais causas de cancer.
Fonte: Instituto Nacional de Céncer José Alencar Gomes da Silva, 2017.

O processo de geracdo do cancer é microevolutivo. Apesar da producdo de metastases,
sua origem precede um simples tumor primario existente em um orgéo especifico (ALBERTS
et al., 2010). A carcinogénese, processo de formacao do céancer, ocorre de forma lenta, sendo
capaz de levar anos para que seja detectado algum tumor, cujas etapas para formacéo séo:
iniciagdo, promocao e progressdo (SPANDIDOS, 2007).



Na primeira etapa da carcinogénese ocorre a mutagdo em alguns dos genes. Na etapa
de promocdo as células iniciadas sdo introduzidas no ciclo celular sob estimulo do agente
cancerigeno promotor. Caso cesse 0 contato com o agente cancerigeno, paraliza-se 0 processo
nessa etapa. Por fim, tem-se a etapa da progressdo, onde a célula promovida consegue
suplantar os mecanismos de combate aos clones malignos, identificada pela multiplicagdo
descontrolada das células, que gera uma massa celular/tissular disfuncional, onde a doenca ja
estd instalada (ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2017; YOU; JONES, 2012) (Figura 2).

Estagio de iniciacdo: Estdgio de promogdo: Estagio de progressao:
Os genes sofrem acdo Os agentes oncopromotores Caracterizado pela multiplicagdo
dos agentes cancerigenos atuam na célula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Figura 2. Processo de carcinogénese.
Fonte: INCA, 2011.

As células néo alteradas controlam a geracéo e a liberagdo de sinais que propiciam o
crescimento, a progressdo do ciclo e a divisdo celular, o que assegura uma homeostase da
quantidade de células e a manutencdo da funcéo e da organizacédo tecidual. Em contrapartida,
as células mutadas desregulamentam tais sinais, tornando-se guias de seus proprios destinos,
sinais esses transmitidos, em sua maioria, por fatores de crescimento que se acoplam a
receptores de superficie celular contendo dominios intracelulares da tirosina quinase. Estes
altimos emitem sinais intracelulares, através das células, por vias de sinalizagcdo que gereciam
a progressao através ciclo celular e crescimento celular, além de intervir em outras
propriedades bioldgicas como sobrevivéncia e metabolismo energético celular (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Ainda, relacionado ao favorecimento da progressdo tumoral, atualmente tem-se como
pauta para discussdo o0 microambiente inflamatério tumoral (MIT), formado por células
tumorais, células do estroma e um infiltrado de leucdcitos (linfocitos, macréfagos, células
dentriticas (DCs), eosinofilos, mastdcitos e células supressoras de derivados mieloides) que
estimulam o desenvolvimento do tumor mantendo sua atividade imunossupressora, através da

liberacdo de citocinas e enzimas especificas que atuam no contato célula-célula (HANAHAN;



WEINBERG, 2011; YU et al. 2006). Isso porque, a progressao da neoplasia maligna, além de
depender da alteracdo do ciclo celular, proliferacdo celular e da capacidade de invadir tecidos,
precisa da habilidade em driblar mecanismos imunes e os tumores malignos apresentam
varios mecanismos que o tornam resistentes, possibilitando evadir-se das respostas
imunoldgicas do organismo (KERKAR; RESTIFO, 2012).

2.2. CELULA: CICLO E MORTE

- Ciclo Celular

A funcdo primordial do ciclo celular é duplicar de forma exata a quantidade de DNA
nos Cromossomos, e a partir dai, segregar minuciosamente as cépias em duas copias filhas
iguais geneticamente. Esse processo caracteriza as duas principais fases do ciclo celular: a
fase de crescimento, interfase, e a fase de divisdo, chamada de mitose (ALBERTS et al.,
2010).

A interfase € dividida em 3 momentos, G;, S e G,. Na fase G1, ocorre a preparacao
para a divisdo da célula e a producdo de componentes celulares fundamentais para a célula
filha, além disso, ocorre a preparacdo do DNA para a sintese, que ocorrera na fase S. Nas
fases G1 e S existem mecanismos regulatérios da divisdo. Ocorrera na fase G2, a sintese de
constituintes para a mitose e logo apds ocorrera a divisdo celular. Ao fim do ciclo as células
voltam a entrar em GO, nesta etapa, a célula permanece num estado de quiescéncia, em

repouso, cumprindo sua atividade normal (ALMEIDA et al, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Etapas da Intérfase celular- Ciclo celular.
Fonte: ALMEIDA et al., 2005.



Entre um estagio e outro, hd pontos de verificagdo (restricdo ou critico), como se
fossem dificuldades a serem rompidas, localizados entre G; e S (G1/S), onde a célula se
compromete a entrada no ciclo celular e a duplicacdo dos cromossomos; entre G, e M (G,/M),
onde o sistema de controle desencadeia eventos mitéticos iniciais que levam ao alinhamento
dos cromossomos no fuso metafasico, além de ter a missdo de assegurar a propriedade
preservativa celular; e o terceiro € a transicdo entre metafase e anafase, cujo sistema o
regulatério induz a separacdo das cromatides irmas, culminando na finalizacdo da mitose e da
citocinese. Caso o sistema de controle perceba ameaca fora ou dentro da célula, a progressao
nesses pontos de checagem é interrompida (ALBERTS et al., 2010; CARVALHO; RECCO-
PIMENTEL, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo celular: pontos de checagem.
Fonte: VERMEULEN et al., 2005.

Caso as células progridam para a fase adiante sem passar pela checagem e estejam
alteradas, a alteracdo no DNA e/ou organelas e estruturas disfuncionais podem ativar a parada
do ciclo e sofrerem apoptose (FOSTER, 2008). Nas células cancerosas, os pontos de
verificacdo sdo ignorados o que induz a instabilidade genética e aumento da proliferacdo das
células alteradas (FISCHER et al., 2004).

Para que o crescimento celular inicie, é necessaria uma estimulacdo e liberacdo de
fatores de crescimento, esses se interligam as membranas celulares através de receptores
culminando na ativacdo de uma cascata de proteinas transdutoras de sinais. Quando o fator de
crescimento acopla a um receptor especifico, ocorre a ativacdo deste através da proteina

transmembrana que aciona proteinas transdutoras de sinais do citoplasma, por exemplo. As



proteinas transdutoras de sinais transferem os sinais até o ndcleo de onde da-se a ativacdo das
proteinas regulatérias nucleares, efetivando o inicio do processo de progressdo do ciclo
celular (KEITH et al., 2005).

O ciclo celular ¢ regulado por vérios fatores, em que, tanto sua producdo como sua
destruicdo ocorre em momentos estabelecidos. Os principais sdo: as ciclinas (subunidades
reguladoras) A, B, D e E, que se ligam a CDKs (cataliticas) especificas, enzimas quinases
dependentes de ciclinas (CDK4 e 6 se liga a ciclina D, CDK2 as ciclinas A e E, e CDK1 as
ciclinas A e B) em fases especificas do ciclo celular; fosfatases: cdc-25 A, B e C, proteinas
inibidoras de CDKs: p21, p27, p57, p16, pl8, e fatores de transcri¢do: c-myc, E2F, Rb e p53
(MALUMBRES; BARBACID, 2001).

O gene supressor de tumor p53 tem a funcdo de proteger o genoma contra mutagoes.
Ele atua através da identificacdo de danos ao DNA, paralisando e restaurando a célula em G;.
O DNA danificado culmina em morte por apoptose, prisdo ou rearranjo do DNA celular. A
p53 eleva a transcricdo de inibidor de CDKs e da proteina p21 que se acopla a CDK,
impossibilitando a interacdo ciclina-CDK, impedindo a fosforilacdo de Rb e a progresséo do
ciclo (FOSTER, 2008).

As cinases dependentes de ciclinas (Cdks, cyclin-dependent Kkinases), sdo 0s
constituintes centrais do sistema de controle do ciclo celular. As atuagdes dessas cinases ora
se elevam ora diminuem & propor¢do que a célula avanca no ciclo, levando a alteracdes
ciclicas na fosforilacdo de proteinas dentro da célula que regulam eventos cruciais do ciclo
celular. Os reguladores mais importantes das Cdks sdo proteinas as ciclinas (ALBERTS et al.,
2010).

Os complexos que formam a CDK/ciclina/inibidor de CDK séo inativos, sendo que a
sua ativacdo precisa da eliminacdo do inibidor de CDK ligado a ele por degradacao (por
exemplo: p21, p27), isso acontece nas transi¢cdes de fases. A CKI, composta pelas proteinas
especificas p21, 27 e 57, podem inibir as CDK1, 2 e 6; e composta pelas proteinas p16, 15, 18
e 19 podem inibir a CDK4 (MALUMBRES; BARBACID, 2001).

Quando ocorre a ativacdo de CDK-4/ ciclina D, CDK-4/ciclina-6, CDK-2/ ciclina A,
CDK-2/ciclina E eleva-se a acdo da quinase dessas enzimas, promovendo a fosforilacdo
gradativa da proteina retinoblastoma (RB). Esse evento promove a desagregacdo do complexo
E2F/RB, o que favorece que E2F comece a transcri¢do de genes da fase S. Apos, a ativagédo
do complexo CDK-1/ciclina B induz a fosforilagdo de algumas proteinas nucleares, a

condensacdo dos cromossomas, a formacdo do fuso e o inicio da mitose. Depois da
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degradacdo da ciclina B, a atividade enzimética do complexo € interrompida e finaliza-se o
ciclo celular (MALUMBRES; BARBACID, 2001).

A proteina Rb coordena a expressdo de genes que afetam as ciclinas presentes nos
pontos de verificagio na fase G para S. Inicialmente na fase G ela apresenta-se
hipofosforilada, inibindo a progressdo do ciclo celular e impedindo a acdo do fator de
transcricdo E2F. Perto do ponto de restrigdo, os complexos ciclina D-CDK4 e 6 e o complexo
ciclina E-CDK2 hiperfosforila a proteina Rb, desprendendo E2F e induzindo a entrada na fase
S). Caso aconteca uma mutacao no gene da proteina Rb, ocorre alteracdo no ciclo, ainda que a
célula esteja despreparada para adentrar a fase S. Como 0 gene da proteina Rb é entendido
como um supressor de tumor que pode bloquear o ciclo, ele é muito importante para a
deteccdo dos erros que surgem no ciclo celular e as mutagfes de Rb sdo geralmente
encontradas em tumores (ALMEIDA et al., 2005; MADDIKA et al., 2007).

A auséncia de atividade da p53 e Rb reflete 0o surgimento de possiveis mutacoes,
delecdo do gene ou associagdo com proteina diferente, alteragdes essas que podem fazer com
gue os supressores de tumor impecam a inibi¢do da progressao do ciclo celular, favorecendo
uma proliferacdo celular anormal. Na maioria dos canceres, 0s supressores tumorais Rb e p53
aparecem alterados, apesar da presenca de outros supressores de tumor em diferentes locais da
célula os quais podem desencadear o cancer, a exemplo da superficie celular (fator de
transformacdo do crescimento beta [TGF-B]), na regido interna da membrana plasmaética
(NF1), no citoesqueleto (NF2), no citosol (APC/B-catenina, PTEN, SMAD2 e SMAD4) e no
nacleo (WT1, p16/INK4a, BRCAL e BRCA2) (KUMAR et al., 2010).

- Morte Celular

O controle da quantidade de células no organismo se da pelo equilibrio entre a
proliferacdo e morte celular e as peculiaridades de cada tipo de morte celular estdo associadas
as cascatas de eventos bioquimicos e fisioldgicos que desencadeiam alteragdes na sintese de
macromoléculas, na homeostase celular, no ajuste do volume celular e na perda da viabilidade
celular (BRASILEIRO FILHO, 2006). Tipos de morte celular como a apoptose, autofagia,
necrose, catastrofe mitdtica e senescéncia, tém sido estudados para entender diversas

patologias, principalmente a formacao de tumores (KRYSKO et al.,2010) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica das alteracbes morfoldgicas caracteristicas dos

diferentes tipos de morte celular.
Fonte: Modificado de Bruin e Medema (2008) e Gewirtz et al. (2008).

O mecanismo mais comum de morte celular € a apoptose, que mantém a homeostase
das células e as protege da presenca de agentes tdxicos. Do grego apo = de e ptose = cair, a
apoptose é conhecida como morte celular programada. O desequilibrio entre as moléculas
pro-apoptoticas (Bax, Bid, Bak e BH3) e anti-apoptdticas (Bcl-2 e Bcl-XL) caracteriza esse
tipo de morte celular, pois promove modificagdes morfologicas e bioquimicas a exemplo da
retracdo celular, condensacdo da cromatina, fracionamento nuclear e geracdo de corpos
apototicos sem sofrer autolise, os quais serdo fagocitados sem a ativacdo de cascatas
inflamatoérias (sem desencadear quimiotatismo) e sem danificar as células adjacentes
(BRASILEIRO-FILHO, 2006; HUERTA et al., 2007; SU; MEI; SINHA, 2013).

As vias de inducdo de apoptose podem ser pela via extrinseca ou pela via intrinseca. A
primeira € instituida por ativacdo de receptores de morte, e a segunda é iniciada pela elevacao
da permeabilidade da membrana mitocondrial externa (MMP) e liberacéo de citocromo c. As
duas vias podem ser ativadas pela p53, sendo que a via extrinseca eleva a expressdo de
receptores de morte, ativando a caspase 8 e a caspase 3, ja a via intrinseca amplia a expressdo
de proteinas pré-apoptoticas culminando no aumento da MMP, liberacdo de citocromo ¢
(armazenado nas mitocondrias) e ativacdo de caspases 8 e 9. As caspases sdo de uma familia
de cisteina proteases e sdo ativadoras de morte em diversas formas de morte celular, porém as
que sdo atreladas a apoptose séo as caspases 3, 6, 7, 8, 9 e 10 (FULDA; DEBATIN, 2006;
SU; MEI; SINHA, 2013;).
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O que promove a saida do citocromo ¢ sdo o0s eventos elétricos e quimicos como a
diminuicdo do potencial de transicdo de permeabilidade i6nica, abertura de megaporos e a
violacdo pontual de uma regido da membrana externa. Esses eventos sdo controlados pela
interacdo das proteinas inibidoras de apoptose da familia Bcl-2 e por proteinas indutoras de
apoptose da familia Bax, que podem atuar mutuamente com componentes estruturais externos
das mitocondrias, a exemplo dos poros de transi¢cdo de permeabilidade (porinas) para Vvérias
moléculas como a H,O e Ca®*. Esses dominios favorecem a homodimerizagdo de compostos
semelhantes e a geracdo de poros que medeiam a passagem do citocromo ¢ da mitocondria
para o citosol. Em contrapartida, a geracdo de heterodimeros do tipo Bcl-2/Bax inibe a
formacéo dessa estrutura e, por conseguinte, a morte celular (ADAMS; CORY, 2007).

Outro tipo de morte celular é a necrose, distinguida por apresentar reducao energética,
danos @ membrana lipidica e auséncia da funcdo homeostatica dos canais e bombas de ions,
vacuolizacdo do citoplasma, desagregacdo da membrana e elevagdo do volume celular. Esse
tipo de morte é ocasionada também pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
ativacdo de proteases ndo apoptéticas (BRASILEIRO-FILHO, 2006; KRYSCO et al., 2008;
RICCI; ZONG, 2006).

Tumores frequentemente apresentam necrose, seja ela associada a uma intervengédo
terapéutica ou inerente ao crescimento do tumor. Neste Ultimo ocorre um rompimento dos
mecanismos homeostaticos, ocasionando um desequilibrio entre proliferacdo e morte celular,
tendo como resultado a elevacdo do tamanho tumoral. A porcdo de células no interior do
tumor que estdo em atividade proliferativa denomina-se “fra¢dao de crescimento”. Geralmente
uma relevante parcela de células tumorais ndo esta em replicacdo, alem disso, a fracdo de
crescimento ndo corresponde por si s ao crescimento tumoral, mas depende também de
morte por necrose e apoptose, e perda por metastase ou disseminacdo local, representando um
equilibrio entre esses e a proliferacdo célular (TANNOCK, 2005).

Um terceiro tipo de morte celular é a autofagia, que é uma resposta ativa a auséncia de
nutrientes e diferenciacdo, que culmina na degradacao seletiva de proteinas de longa duracéo,
agregados de proteinas, organelas citoplasmaticas lesionadas e patdgenos intracelulares,
degradadas, em sua maioria por proteases lipossomais. Esse processo é adaptativo a resposta
do estresse metabolico (RICCI; ZONG, 2006; SU; MEI; SINHA, 2013).

A catéstrofe mitotica estd mais para um sinal irreversivel para morte celular do que um
mecanismo de morte propriamente dito, pois estd associada com os pontos de verificacdo do

ciclo celular. O dano que leva a esse tipo de morte pode ser ocasionado por farmacos
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antineoplasicos como, por exemplo, os agentes da hiperpolimerizacdo dos microtibulos
(placlitaxel) e agentes despolimerizantes de microtdbulos (vimblastina e vincristina). Esse
tipo de mecanismo apresenta defeitos mitéticos como condensacdo do ndcleo inacabada, ndo
alinhamento dos cromossomos e DNA danificado. Na senescéncia ha elevacdo da
granulosidade do citoplasma e as células apresentam-se esticadas e achatadas (BRUIN;
MEDEMA, 2008; GEWIRTZ et al. 2008; RICCI; ZONG, 2006).

2.3. TRATAMENTO CONTRA O CANCER

Os principais tipos de tratamento contra o cancer sdo cirurgia, radioterapia e terapia
sistémica (quimioterapia, terapia hormonal, terapia alvo e imunoterapia), 0s quais podem ser
usados isoladamente ou combinados (JEMAL et al., 2014). Além destes, outra modalidade de
tratamento é o transplante de medula 6ssea (INCA, 2017). O maior indice de cura da doenca é
atribuido a cirurgia (49%), seguido da radioterapia (40%) e quimioterapia (11%). Uma terapia
ideal e um diagndstico precoce cooperam para o declinio do niUmero de morte por cancer em
paises mais desenvolvidos (JEMAL et al., 2014). Recentemente a fototerapia e a imunoterapia
tém sido escolhidas como adjuvante no tratamento do céncer, sendo que todos esses
tratamentos visam erradicar a doenca (KATZUNG, 2010).

Em paises de baixa e média renda, o alcance para um diagnostico, tratamento de
qualidade e custo acessivel é limitado, colaborando para uma incidéncia de mortalidade em
torno de 20% mais elevada que a dos paises industrializados. O custo do tratamento do cancer
aumentou principalmente devido ao avango de técnicas de imagem, aparelhos de radioterapia
e agentes anticancer caros, abrangendo terapias alvo molecular. Ainda que cerca de 60% dos
pacientes com a doenca utilize a radioterapia em algum momento do tratamento, esta
tecnologia ndo estd disponivel para 82% da populacdo de paises em desenvolvimento
(JEMAL et al., 2014).

O tratamento através da cirurgia € 0 mais antigo para tratar o cancer e cerca de 60%
dos pacientes serdo submetidos a cirurgia isoladamente ou associado com outras terapias. O
Instituto Nacional do Cancer — INC (2017) distingue sete tipos de cirurgias:

e Cirurgia preventiva - Impede o cancer de acontecer, removendo massas pré-
cancerosas antes de se tornarem malignas.
e Cirurgia diagnostica - Conhecida como biopsia, retira-se fragmentos ou todo o tumor

para determinar se o crescimento é canceroso.
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e Cirurgia curativa - Remocao do tumor maligno localizado sem metastases.

e Cirurgia suportiva - Usada como suporte em outros tratamentos de cancer (a
exemplo de alguns dispositivos de quimioterapia a serem inseridos debaixo da pele).

e Cirurgia restauradora — Reconstréi, ao maximo, a aparéncia e funcdo normal ap6s o
tratamento de cancer.

e Cirurgia paliativa - Estabelecida apenas para aliviar a dor.

A radioterapia é um tratamento que destroi as células cancerosas através de feixes de
radiacdes ionizantes. A dose a ser aplicada é pré-calculada, aplicada em determinado tempo,
em um volume de tecido que envolve a massa tumoral, buscando erradicar as células tumorais
(INCA, 2017). A radiacéo lesiona o0 DNA das células tumorais, promovendo a morte celular,
no entanto, também pode causar dano em células saudaveis, limitando o tratamento (LOMAX
etal., 2013).

O termo quimioterapia é utilizado, originalmente, para descrever o uso de drogas que
sdo toxicas para microrganismos agressores, mais que no organismo humano possuem efeitos
minimos. Engloba também medicamentos que tém como alvo tumores, sendo assim,
atualmente, atrelado especialmente a esse ramo da farmacologia (RANG et al., 2012). A
quimioterapia pode ser classificada como Curativa, que busca o controle total do tumor;
Adjuvante, utilizada apds a cirurgia curativa, objetivando eliminar a a¢do de células residuais
locais ou circulantes, suprimindo a ocorréncia de metastases; Neoadjuvante ou prévia, para se
obter a diminuicdo parcial do tumor, permitindo uma complementacdo com a cirurgia e/ou
radioterapia; e Paliativa, quando ndo tem finalidade curativa, mas somente melhoraria da
qualidade de sobrevida (BONASSA; GATO, 2012).

Os farmacos citotoxicos ndo sdo letais as células tumorais de forma seletiva.
Estruturas como a medula dssea, pelos e mucosa do tubo digestivo, que se renovam
continuamente, sdo muito atingidas pelos quimioterapicos. Uma vez que as células normais
possuem um tempo de recuperacdo prevista, diferentemente das células doentes, a
quimioterapia é aplicada repetidamente com base na recuperagdo das células normais, sendo
assim aplicada comumente em ciclos periodicos (INCA, 2017).

A finalidade central da quimioterapia € eliminar as células neoplasicas sem agredir as
células normais. Entretanto isso ainda ndo é possivel, sendo que os beneficios dessas drogas
sdo confrontados com a toxicidade, buscando-se um indice terapéutico favoravel

(KATZUNG, 2010). Os efeitos terapéuticos dos antineoplasicos dependem do tempo de
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exposicdo e da concentracdo plasmética do farmaco, sendo a toxicidade varidvel nos
diferentes tecidos, a depender do agente usado. O efeito tdxico sobre os tecidos ndo
cancerosos ocorre, principalmente, naqueles de regeneracao rapida, culminando em nauseas,
vomitos, alopecia, maior susceptibilidade a infecgdes, artralgias, agitacdo, exantemas, flebites,
mielossupressdo, mucosites, imunossupressao, entre outros (INCA, 2017).

Os protocolos clinicos indicados para o tratamento oncologico tém o objetivo de
padronizar as terapias para que se obtenha o maximo efeito com o menor prejuizo para o
paciente (FERNANDEZ et al., 2006). Os esquemas terapéuticos podem ser administrados por
dia, semana, quinzena ou de 3/3 semanas a 6/6 semanas. A administragdo é em ciclos, ou seja,
em intervalos regulares (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). As quimioterapias de
combinagdo com as fluoropirimidinas sdo comuns, como por exemplo, o 5-FU, Irinotecano ou
Oxaliplatina, sendo considerada terapia padrdo para o cancer colorretal (KYU-HYOUNG
et.al., 2010). Outros protocolos também envolvem o 5-FU como o IFL (Saltz) (Irinotecano,
Leucovorin, 5-FU), FOLFOX4 (Oxaliplatina, 5-FU), FEC100 (Ciclofosfamida, Epirrubicina,
5FU) (JANUS et al. 2010).

2.4. 5-FLUOROURACIL

O fluoropirimidina 5-fluorouracil (5-FU), comumente 5-fluorouracil, é uma
antimetabolico analogo do uracila (GREM, 1997). As Fluoropirimidinas foram criadas na
década de 1950, quando foi observado, através de um experimento, que ratos com hepatomas
utilizavam mais rapidamente uma das quatro bases nitrogenadas presentes no RNA, a
pirimidina uracila, do que os tecidos normais. Esse processo acabou evidenciando que o
metabolismo da uracila era um importante alvo para a quimioterapia antimetabolita
(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Os pro-farmacos do 5-FU sdo largamente prescritos como agentes antineoplasicos para
terapias contra os canceres de mama, gastrointestinais e tumores de cabeca e pesco¢o (GREM,
1997). As drogas antimetabdlitas agem inibindo processos biossintéticos cruciais ou sdo
incorporadas a macromoléculas impedindo sua atividade normal, a exemplo do DNA e RNA.
O 5-FU atua fazendo ambos os processos. Sendo assim, o mecanismo de citotoxicidade desse
analogo do uracila esta relacionado a incorporacdo de fluoronucle6tidos no RNA e DNA, e a
inibigdo da enzima timidilato sintase (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Os efeitos colaterais relacionados ao 5-FU sdo varios, como a leucopenia, estomatite,
diarréia, nauseas e toxicidade cardiaca, esta ultima é a segunda causa mais frequente de
cardiotoxicidade induzida por antineoplasico (GRESSETT; STANFORD; HARDWICKE,
2006; SORRENTINO et al., 2012). Alguns metabdlitos do 5-FU estdo relacinados a
toxicidade, & exemplo da alfa-fluoro-betaalanina, associada a neuro e cardiotoxicidade
(MUNEOKA et al.,, 2005). A enzima timidina fosforilase (TP) estd associada na
transformacdo do agente citotoxico capecitabina em 5-FU e do 5-FU em seus metabolitos
ativos. Além disso, essa enzima também foi entendida como um fator angiogénico, onde ha o
surgimento de endotélio proveniente de plaquetas fator de crescimento celular
(BRONCKAERS et al., 2009; ISHIKAWA et al., 1989).

A disponibilidade do 5-fluorouracil para a assimilacdo intracelular esta relacionada
especialmenteao catabolismo da droga no tecido. O 5-FU, logo depois da sua administragéo,
é encaminhado para distintos destinos metabdlicos onde cerca de 80% da dose administrada é
inativada através de biotransformacao no figado, cerca de 15 a 20% séo expelidos através da
diurese e somente uma diminuta porcdo permanece disponivel para encarregar-se da acdo
antitumoral (CASALE et al., 2004).

O 5-FU é muito usado combinado com outros tipos de antineoplasicos, aumentando o
indice de sobrevivéncia e melhorando a resposta ao tratamento em neoplasias malignas de
mama, cabeca e pescogo e colorretal. Apesar disso, as taxas de resposta para o tratamento
quimioterapico com o 5-FU como primeira linha para o cancer colorretal sdo baixas, somente
10 a 15% (JOHNSTON; KAYE, 2001).

A associacdo do 5-FU com os antineoplasicos mais recentes a exemplo do irinotecan e
oxaliplatin aumentam as taxas de resposta para esse tipo de cancer em cerca de 40 a 50%
(DOUILLARD et al., 2000). Apesar dos avancos, outras alternativas terapéuticas devem ser
encorajadas, a exemplo de compostos naturais obtidos de plantas, uma vez que os tumores
tornam-se resistentes ao 5-FU. Esse fato torna importante o estudo do mecanismo dessa
droga para superar sua resisténcia, como também estudar estratégias que melhorem ou
influenciem na sua atividade. Nesse contexto, as pesquisas pré-clinicas podem impactar o
uso clinico dessa droga (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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2.5. PLANTAS MEDICINAIS E O CANCER

A influéncia das plantas sobre a saude humana tem sido relatada ha milhares de anos
e seu uso esta relacionado tanto com a medicina tradicional como a néo tradicional por cerca
de 5000 anos (FAJEMIROYE et al., 2016; PHILIP, 2004). Essa popularidade das ervas serem
escolhidas como medicamentos € fundamentada na habilidade delas agirem lentamente,
gerando efeitos toxicos minimos, além de proporcionarem o alivio de uma vasta quantidade
de doencas e de seus sinais e/ou sintomas (ASTIN et al., 2000; ATANASQV et al., 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) elucida que a planta medicinal é todo e
qualquer vegetal que detém, em um ou mais 6rgaos, componentes que podem ser empregados
para finalidade terap@utica ou ser precursores de drogas semi-sintéticas (VEIGA JUNIOR et
al., 2005).

As ervas sdo destacadas como um repositorio de varios tipos de compostos bioativos
contendo indmeras propriedades terapéuticas. Os estudos cientificos sobre as atividades
bioldgicas das plantas comecaram héa cerca de dois séculos. A partir dai, varias atividades
desencadeadas por constituintes a base de plantas foram elucidadas (ATANASOV et al.,
2015; ORTIZ et al., 2017). As numerosas implicacdes terapéuticas associadas as plantas
incluem atividade anti-inflamatdria, antiviral, antitumoral, antimalaricas, analgésicas, entre
outras (ATANASOV et al., 2015; JEMAL et al., 2011). A superpopulacdo, a oferta
inadequada de drogas, o custo alto para os tratamentos, além da ocorréncia de diversos efeitos
colaterais de inUmeros medicamentos e a resisténcia, tem contribuido, crescentemente, para a
procura de ervas como fontes de medicamentos (BADRIA; ZIDAN, 2004).

A medicina alternativa, incluindo as ervas, sdo inquestionaveis fontes de novos
principios ativos investigaveis para controlar diversas patologias, sendo que a variedade
estrutural dos compostos quimicos presentes nas ervas as transformam em ferramentas
importantes na procura de agentes ativos com fen6tipos sensiveis e resistentes (NEWMAN;
CRAGG, 2007).

As plantas sdo compostas por um elevado numero de diferentes compostos
elementares do solo em resposta a gradientes de concentracdo. Estudos indicam que, devido a
natureza ndo-biodegradaveis de alguns elementos, estes se acumulam no compartimento
bioldgico e sdo transferidos atraves da cadeia alimentar, agindo nas fun¢des normais do corpo
(HUANG et al., 1996; ZIVKOVIC et al., 2012).
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As plantas sintetizam compostos quimicos como metabdlitos primarios e secundarios
que tem aplicacdes significativas na terapia moderna, além de possuir uma agédo benéfica para
a salde a longo prazo, tratando doencas. Sao 0s metabolitos secundarios, especialmente, que
atuam terapeuticamente no organismo humano. Mais de 30% de uma espécie de uma planta
inteira sdo utilizados para objetivos terapéuticos devido a quantidade e ao tipo de metabdlito
secundario que possui. Embora, atualmente, exista elevada influéncia e dependéncia da
populacdo em relacdo a medicina moderna e aos avancos dos agentes sintéticos, grande parte
da populacdo mundial recorre e utiliza medicamentos a base de plantas (AGBOR; NAIDOO,
2015; JOY etal., 2001).

O Brasil é o pais que possui a maior biodiversidade de ervas do mundo, possuindo
mais de 20% da quantidade total de espécies do planeta, contém uma flora com mais de 55
mil espécies descritas, o que reflete em 22% do total mundial. Essa imensa biodiversidade
esta associada a uma grande aceitacdo de uso de plantas medicinais além de vasta sabedoria
popular. Cerca de 48% dos farmacos usados no tratamento de doencas advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, principalmente plantas (CARVALHO et al., 2007).

Estima-se que cerca de 60% dos farmacos anticancer aprovados na America do Norte,
entre 1983 a 1994, eram de origem natural (NEWMAN; CRAGG, 2007). Entretanto, a
utilizacdo de substancias a base de ervas para o tratamento do cancer pode ser rastreada até a
década de 1950, sendo os primeiros compostos anticancer, derivados de plantas, identificados
como alcaloides da vinca, vimblastina, vincristina e podofilotoxinas citotoxicas
(BELAYACHI et al., 2013), englobando compostos originados de protétipos naturais como o
paclitaxel, docetaxel, vindesina, irinotecan e camptotecina (MONCAO et al., 2015)

Os medicamentos a base de plantas possuem compostos quimicos com propriedades
antioxidantes que colaboram para o seu efeito anticancer. As principais classes de compostos
bioativos que possuem atividade antioxidante sdo as flavonas, isoflavonas, flavondides,
antocianinas, cumarinas, lignanas, catequinas, e isocatequinas (NEMA et al., 2013).

O elevado uso de medicamentos a base de ervas para terapias e prevencgdo anticancer
esta relacionado a seguranca, baixo custo e biodisponibilidade oral. Entretanto, componentes
a base de ervas podem levar a efeitos colaterais, sendo que esses efeitos secundarios podem
ser superados por administracdo dose-dependente em inimeros casos (ALONSO-CASTRO et
al., 2011).

Os agentes quimioterapicos derivados de ervas contribuiram muito para o progresso da

oncologia na sua pratica clinica, uma vez que a necessidade da cura da doenca aumentou a
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busca e o rastreio por agentes bioativos naturais antineoplasicos (RAINA et al., 2014). De
acordo com Belayachi e colaboradores (2013), apenas 16 farmacos anticancerigenos
provenientes de plantas foram sujeitos a ensaios clinicos até 0 momento.

Segundo Raina et al. (2014), a descoberta de novos farmacos anticancer a base de
plantas tem sido alvo de interesse de muitos grupos de pesquisa, especialmente de
metabolitos secundarios, visando mais pesquisas e experimentagdo com esses compostos
objetivando desenvolver opcdes terapéuticas naturais para essa patologia (RAINA et al.,
2014). A Matricaria recutita, em especial, € citada como uma planta possuidora de diversos
compostos bioativos, sendo alguns deles capazes de inibir tumores (CHEZ; JONAS, 1997).

2.6. CAMOMILA (Matricaria recutita) E SUAS PROPRIEDADES

A camomila é umas das plantas mais antigas e mais empregadas para objetivos
terapéuticos, além de ser uma das mais bem documentadas e indicadas para varios tipos de
doencas (ASTIN et al, 2000; FAJEMIROYE et al., 2016). Sua abrangéncia multiétnica,
cosmetica e de altos indices nutricionais foram fundamentadas a centenas de anos através de
estudos tradicionais e cientificos (SINGH et al., 2011).

As espécies Matricaria chamomilla L., M. recutita L. e M. suaveolens L., sdo descritas
em varios livros e sdo conhecidas como a mesma espécie: Chamomilla recutita (L.)
Rauschert. Na maior parte dos formularios e livros de referéncia, a espécie Matricaria
chamomilla L. é citada como o0 nome da espécie verdadeiro. Entretanto, segundo as Regras
Internacionais de Nomenclatura Boténica, Chamomilla recutita (L.) Rauschert € o nome
legitimo escolhido para a espécie (FAJEMIROYE et al., 2016; VEIGA JUNIOR; MELLO,
2008; WHO, 1999;). Neste trabalho, a camomila serd citada como Matricaria recutita,
nomenclatura usada comercialmente e escolhida para o estudo.

A familia Asteraceae, a qual pertence a camomila, é identificada como a maior familia
dentre as Angiospermas, incluindo cerca de 23 mil espécies, pertencentes a 1.535 géneros
(JUDD et al., 2009). Aproximadamente 40 espécies dessa familia tém participacdo direta na
nutricdo humana e indireta na aquisicdo de produtos, a exemplo da Matricaria recutita L.
Vaérias espécies tém utilidade tecnoldgica, ornamental, producdo de metabdlitos secundarios
para fins farmacéuticos e industriais (VITTO; PETENATTI, 2009).

O género Matricaria é constantemente utilizado como fonte de fitofarmacos, além de

ser muito usado como compostos de chas, tinturas e extratos. Como seu 6leo essencial possui
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elevado numero de componentes, as flores dessa planta sdo muito valorizadas, embora
deteriorem facilmente (DRAGLAND et al., 2003; ZAITER et al., 2007).

A espécie Matricaria recutita L. € uma planta herbacea, aromaética, anual,
apresentando-se com 10 a 30 cm de altura, caule ereto e subdividido, possuindo cones ocos e
brilhantes nas flores, embalados com floretes tubulares anelados com, aproximadamente, 12 a
20 flores brancas com 1,5 cm de didmetro. E originaria da Europa, porém foi aclimatada em
regides da Asia e paises latinos. Foi inserida no Brasil pelos imigrantes europeus ha mais de
100 anos. E conhecida também como camomila alemd, camomila Hungaro e camomila
selvagem (GUPTA et al., 2010; HANSEN; CHRISTENSEN, 2009; MCKAY; BLUMBERG,
2006).

Possui acdo emenagoga e atividade antibacteriana (ASOLINI et al. 2006; LORENZI,
MATOS, 2002; NOVAKOVA et al. 2010; ROMERO et al., 2005). Os chas e os extratos
dessa erva medicinal sdo preparados a partir das flores secas da Matricaria recutita L.
(ASTIN et al, 2000), sendo muito utilizados para cura de problemas do tubo digestivo como
diarreia, flatuléncia, espasmos, colite, gastrite e hemorrdidas, além de ser empregada para
problemas de ansiedade e insdnia (ANDERSON; LIS-BALCHIN; KIRK-SMITH, 2000;
CROTTEAU, 2006; FAJEMIROYE et al., 2016; FRAGOSO et al., 2008), além de reduzir o
risco de infarto (CHEZ; JONAS, 1997).

Por esses e outros motivos essa planta é vista como antiespasmadico, ansiolitico,
sedativo, anti-inflamatdrio e anti-séptico. E usada também para o tratamento de irritagdes
superficiais, assaduras e catapora (GARDINER, 2007; NOVAKOVA et al. 2010), anti-
emético (SRIVASTAVA; SHANKARE  GUPTA, 2010), antioxidante (WEISS, 1988),
ferimentos, hematomas, queimaduras, Ulceras, eczema, aftas, dores reumaticas, hemorroidas,
mastite, banhos de assento (ROMBI, 1993) conjuntivite e inflamacdo nasal (MARTENS,
1995). A existéncia de reacOes alérgicas para camomila sdo incomuns e nenhum dos seus
constituintes foi citado como potencialmente toxico (FAJEMIROYE et al., 2016).

E também descrita na literatura como possuidora de potencial inibitério contra a
proliferacdo de tumores (CHEZ; JONAS, 1997). Entretanto, estudos com ratos relatam efeito
toxico para niveis elevados (5 g/kg) (MOHAMMED et al., 2016).

As infusbes e Oleos essenciais feitos das flores desidratadas ou frescas dessa planta
tém propriedades aromatizantes e coloridas, o0 que leva a serem escolhidas para fabricacdo de
inimeros produtos industrializados, a exemplo de sabdes, detergentes, perfumes, logdes,
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unguentos, produtos de cabelos, bebidas alcodlicas e chés de ervas (GUPTA et al., 2010;
MCKAY; BLUMBERG, 2006).

Os principais compostos ativos encontrados nos extratos brutos da camomila sdo os
fenilpropandides (acido clorogénico, acido cafeico), flavonas (apigenina, apigenina-7-O-
glucoésido, luteolina, luteolina-7-O-glucosido), flavonoides (apigenina, luteolina, rutina,
patuletin e quercetina), &cidos fixos fortes, bases quaternarias, quinonas, xantonas e
triterpenos livres, cumarinas (herniarina e umbeliferona), terpenoides e mucilagem, enquanto
0s compostos majoritarios encontrados nos 6leos sdo: chamazuleno, alfa-bisabolol, oxido de
bisaboleno e oxidos de a-bisabolol A e B, que sdo compostos medicamente importantes.

As flores possuem diversos constituites fenolicos, em especial os flavonoides
apigenina, quercetina, patuletin, luteolina e seus glicosideos, existindo também coumarinas
(BASER et al., 2006; CARNAT et al., 2004; GUPTA et al., 2010; MCKAY; BLUMBERG,
2006; NOVAKOVA et al. 2010; SILVA, 2010). Alguns compostos bioativos encontrados na

Matricaria recutita estdo expoxtos na Tabela. 1.

Tabela 1. Compostos bioativos encontrados na Matricaria recutita.

Composto Subclasse Preparacéo Referéncia

Apigenina Flavona Cha Atoui et al. (2005);

kato et al. (2008)

Luteonina Flavona Cha Atoui et al. (2005)

kato et al. (2008)

Miricetina Flavonol Cha Atoui et al. (2005)
Quercetina Flavonol Chéa Atoui et al. (2005)

kato et al. (2008)

Patuletina Flavonol Cha Atoui et al. (2005)

Umbeliferona Cumarina - kato et al. (2008)

Herniarina Cumarina - kato et al. (2008)

Escopoletina Cumarina - kato et al. (2008)

Bisabolol - Oléo kato et al. (2008)
Chamazuleno - Oléo Mitoshi et al. (2012)
Acido Palmitico Fenilpropandide Oleo Mitoshi et al. (2012)
Naringenina flavanona - Gupta et al. (2010)
Patuletina - - Gupta et al. (2010)
Apigenina-7-O-glucdsido Flavona - Gupta et al. (2010)
Luteolina-7-O-glucdésido Flavona - Gupta et al. (2010)
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Os constituintes fenolicos encontrados nas ervas desempenham funcgdes importantes
como antioxidantes, anti-inflamatérios e inibidores da carcinogénese. Os antioxidantes
fenolicos bioativos apresentam espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio, podendo
impedir danos oxidativos do DNA, proteinas e lipidios. Assim a carcinogénese pode ser
inibida devido a diminuigdo do estresse oxidativo da célula, por acdo das ervas. Apesar disso,
a acdo antioxidante esta relacionada também a concentracdo da substancia e de uma fonte de
radicais livres (JURANIC; ZIZAK, 2005).

O potencial antitumoral dos antioxidantes fendlicos esta relacionado a regulacdo da
divisdo celular e do processo antiapoptético, influéncia nos fatores de crescimento e
transcricdo, modulagdo de proteinas cinases e compostos de adesdo celular, mediadores do
processo infeccioso, influncia na angiogénese, invasdo celular e metastase de células
malignas (MEHTA et al., 2010).

Essa erva contém de 0,24 a 1,9% de 6leo volatil, cuja diversidade deste é separada
através de destilacdo a vapor. O 6leo fresco varia do azul brilhante para o verde intenso,
amarelando depois do armazenado. Ja foram identificados 120 metabolitos secundarios nessa
planta, sendo 28 terpenoides e 36 flavonoides (MCKAY; BLUMBERG, 2000). Além de
varios fitoquimicos ja citados, quimicamente a camomila ainda contem terpenos como
terpineol, linolol, limoneno, pulegone, entre outros (ELOUADDARI et al., 2013).

Os flavonoides possuem propriedades anti-inflamatorias e antiflogisticas (CARNAT et
al., 2004). A acdo anti-inflamatéria se da através do bloqueio do lipopolissacarideo (LPS),
induzido por prostaglandinas E2 e pela diminuicdo da ciclooxigenase (COX-2) e atividade
enzimatica, sendo que a forma constitutiva COX-1 ndo é afetada (SRIVASTAVA; PANDEY;
GUPTA, 2009). O o- bisabolol é o composto mais abundante do Oleo dessa planta
constituindo 50% deste, o que corresponde a 2% da erva toda, sendo responsavel,
principalmente, por seu papel ansiolitico (PIRZAD et al., 2006). E um componente volatil,
sendo absorvido rapidamente por via oral (MOHAMMED et al., 2016).

Estudos com esse composto evidenciaram alta teratogenicidade, supressdo da
atividade da célula e aumento da quantidade de ROS em elevadas concentracdes (1000mg de
extrato de camomila contém 20 mg bisabolol) podendo levar a morte celular. Entretando, é
importante citar que as vias de sinalizacdo induzidas por etimulos apoptogénicos podem
acarretar a sobrevivéncia ou a destruicdo da célula alvo. A acdo pro-apoptotica do a-
Bisabolol sugere um efeito protetivo, apesar de poucos estudos sobre sua farmacocinética e
dosagem efetiva (MOHAMMED et al., 2016; TODER et al., 2002).
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Pesquisas que compreendem o estudo de atividades anticancerigenas e a camomila,
sdo estudos também envolvendo o componente bioativo apigenina. Atividades com efeito
inibitérios foram evidenciadas em pesquisas englobando o cancer de mama, de prostata,
ovério e pele, onde foi detectada uma diminuigdo na viabilidade das células cancerosas, tendo
uma acdo inibitéria minima em células saudaveis, concluindo-se que a exposi¢do a camomila
favoreceu a ocorréncia da apoptose em células doentes (SHUKLA et al.,, 2005;
SRIVASTAVA; GUPTA, 2007). Outras pesquisas envolvendo a mistura da Matricaria
recutita com outros seis extratos botanicos padronizados, chamado Suplemento Botéanico
Tradicional-101 (TBS-101), também revelaram alto potencial para atividade anticancer, tanto
in vitro como in vitro (EVANS et al., 2009).

No entanto, apesar das propriedades terapéuticas das plantas, em especial as da
Matricaria, seu uso com outros farmacos pode resultar em interagdes que podem tanto elevar
quanto diminuir a concentracdo plasmatica destes resultando na ineficacia do tratamento ou
no aumento dos efeitos adversos, além de ocorrer alteragdes na biodisponibilidade da droga

de acordo com Oliveira e Costa (2004).

2.7. INTERACOES ENTRE PLANTAS MEDICINAIS E ANTINEOPLASICOS

A tradigdo popular em relagdo o uso de ervas medicinais data de séculos e reforca a
utilizacdo indiscriminada, no que tange a automedicacdo, falta de orientacdo de um
profissional qualificado e facilidade na obtencéo da planta, o que propicia a procura de uma
medicagdo com um custo mais barato pela maioria da populacdo (NICOLETTI et al., 2007).

Muitas pessoas acreditam que drogas a base de plantas oferecem mais seguranca e sdo
eficazes em dirimir diversos efeitos colaterais relacionados aos farmacos usuais (WANG et
al., 2013). Apesar disso, a eficicia da utilizacdo de ervas medicinais associadas a diversas
drogas, assim como a possibilidade da ocorréncia de efeitos adversos devido a interacdes,
deve ser investigada criteriosamente, principalmente porque uma quantidade crescente de
pacientes tem procurado em produtos naturais, em especial em plantas, tratamentos
complementares para tratar o cancer (CHIEN et al., 2010; CUI et al., 2004).

As plantas estdo entre as formais mais usuais de Medicina Alternativa Complementar
(MAC), usados por pacientes oncoldgicos. Apesar disso, os produtos de origem natural, ndo
sdo téo inofensivos, uma vez que podem sintetizar substancias que podem ser agudamente

toxicas. Somado a isso, as concentracbes dos constituintes naturais com atividade



24

medicamentosa, de interesse clinico, podem oscilar bastante, dependendo de alteragfes no
clima, estresse no ambiente ou flutuacGes fisioldgicas causadas pelo seu desenvolvimento.
Todos esses aspectos sdo relevantes no que diz respeito ao risco do consumo de concentracdes
menores ou maiores interligadas a sua acdo terapéutica (SCHWARTSMANN, 2006;
TEIXEIRA; FUCHS, 2006).

De acordo com Yu et al. (2015), uma vez que as janelas terapéuticas dos
antineoplasicos existentes sdo bem curtas, interagdes sinérgicas (ou aditivas) podem propiciar
um favorecimento dos resultados terapéuticos ou, até mesmo, reduzir a dosagens padrdes dos
antineoplasicos convencionais. Em interacbes farmacocinéticas, por exemplo, plantas
associadas pode alterar a absorcéo, a distribuicdo, o processo metabdlico e a excre¢do de
farmacos habituais. Ja nas interacdes farmacodinamicas, as plantas associadas tém agdo em
alvos especificos como receptores, fatores transcripcionais ou citocinas, enzimas, entre outros.
Isso pode culminar em processos sinérgicos, antagénicos ou antiterapéutico (KAMBLE et al.,
2015).

Segundo Li et al (2008), alguns compostos medicinais derivados de plantas favorecem
os desfechos clinicos do tratamento antineoplasico, apesar dos mecanismos ainda ndo serem
totalmente claros. Livak e Schmittgen (2001) relataram a grande influéncia de componentes
provenientes de ervas para sensibilizar células tumorais, alvos de farmacos antineoplésicos, e
também compostos naturais que influenciam na restauracdo de células resistentes aos
quimioterapicos.

A elevada utilizacdo de produtos naturais, como as plantas, pelos pacientes com cancer
vem do pressuposto de que a grande parte dos pacientes com a doenca falece ainda que
recebam o tratamento convencional. Isso reflete, para a populacdo oncoldgica, que faz uso de
ervas, que as terapias tradicionais ndo sdo necessariamente a melhores opgoes de terapia. A
vista disso, ¢ convincente testar “alternativas de tratamentos” ou usa-los em associacdo com
as terapias convencionais, a fim de extrair todos os proveitos possiveis (CEYLAN et al.,
2002).

Nesse sentido, McCune et al. (2004), em seus estudos, estipulou que, da populacéo de
pacientes em tratamento de cancer, que usam farmacos antineoplasicos e Medicamentos
Complementares e Alternativos (MAC), em torno de 27% correram riscos de desencadear
interacOes medicamentosas relevantes.

Os efeitos da Medicamentos Complementares e Alternativos ainda ndo estdo bem

esclarecidos, sabe-se que tem acdo sobre enzimas metabolizadoras e transportadoras de
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drogas. Estudos sugerem cuidado quanto a combinacdo de farmacos quimioterapicos e
compostos naturais como vitamina E, quercetina, ginseng, alho, -caroteno, entre outros, ja
que possuem uma certa capacidade para incitar enzimas metabolizadoras e pode favorecer a
uma terapia ineficaz, além de toxicidade. Alem disso, o que dificulta ainda mais o uso desses
compostos naturais é a presenca de varios constituintes ativos, além de composicdo nédo
definida (SYNOLD; DUSSAULT; FORMAN, 2001).

Meijerman e colaboradores (2006) citam que algumas plantas associadas ao
antineoplasicos irinotecano, imatinibe e docetaxel, por exemplo, podem estimular a inducgéo
de enzimas e alterar o transporte e 0 metabolismo das drogas, além de reduzir seus niveis
plasmaticos. A planta Ananas (Ananas comosus [L.] Merr.) pode intensificar a acdo de drogas
como o 5-fluorouracil e vincristina; e o Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) e Hortel&-
pimenta (Mentha piperita L.), quando aplicados sobre a pele com locdo contendo 5-
fluoruracila, aumenta a absorcédo desta droga (NICOLETTI, et al., 2010). Outras pesquisas in
vitro mostraram que a administracdo simultdnea entre ervas e 0 quimioterdpico 5-
Flouroracila induz a uma reducdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose de forma
sinérgica (YU et al., 2015).

Em estudos envolvendo o tumor experimental Sarcoma 180, como o realizado por
Amaral e colaboradores (2016), a investigacdo do efeito da combinacdo do antineopléasico 5-
FU e a Mentha x villosa, mostrou que a associa¢do do farmaco (10 mg / kg / dia) com o 6leo
essencial (50 e 100 mg / kg / dia) foi benéfico, diminuindo a leucopenia nos animais. O
Sarcoma 180 (S180) é bastante usado em estudos pré-clinicos in vivo, motivo pelo qual foi

escolhido para esse estudo.

2.8. SARCOMA 180

A palavra sarcoma esta relacionada a neoplasias malignas do tecido mesenquimal. O
prefixo “sar” vem do grego e significa carnoso, uma vez que apresentam reduzido estroma de
tecido conjuntivo (CONTRAN et al., 2000). O tumor S180 foi um dos primeiros tumores
experimentais a ter suas células malignas transplantadas através da inoculacao subcutanea em
animais (ASSEF et al. 2002). Também € a linhagem de célula tumoral mais usada no que diz
respeito a estudos com experimento in vivo (LEE et al. 2003).

Sua descoberta data de 1914 pelo entdo Dr. W. H. Woglom do Laboratdrio Crocker
nos Estados Unidos. Devido a isso, outro nome dado ao tumor é tumor de Crocker. Esse

tumor foi descoberto, a principio, na regido axiliar do rato, sendo caracterizado como tumor
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de procedéncia epitelial e/ou carcinoma de mama, hipdtese posteriormente descartada
(STEWART et al., 1959).

Ap0s sucessivos implantes na regido subcutanea, histologicamente falando, observou-
se que o padrdo do tumor tornou-se misto, com caracteristicas epiteliais e mesenquimatosas,
provenientes de tecido epitelial e tecido conjuntivo respectivamente (QI; XU, 2006). Como
tais caracteristicas morfolégicas e comportamentais sdo tipicas de um sarcoma, o tumor
ganhou 0 nome de S180 em 1919, nomenclatura usual desde entdo (SUGIURA, 1994).

As células tumorais desse tipo de sarcoma sdo de grande valia para diversas pesquisas
envolvendo analises quimicas, fisicas e bioldgicas, que culminam em estudos relacionados a
proliferacdo, patogenicidade e tratamentos para o cancer (STEWART et al., 1959). Suas
células sdo também facilmente transplantadas por meio de translocacdo subcutanea,
intramuscular e intraperitoneal, tendo como caracteristica importante a proliferacdo rapida em
90 a 100% dos animais submetidos a esse processo (ZUCKERBERG, 1973).

A vantagem de estudos com esse tipo de sarcoma € que se tem o conhecimento
antecipado da quantidade de células tumorais inoculadas no inicio da doenca, podendo-se
avaliar melhor o desenvolvimento do tumor em comparacdo com 0s grupos tratados e ndo
tratado, além estabelecer o tempo ideal de tratamento, uma vez que a doenga diminui a
sobrevida do animal (STEWART et al., 1959).

As células ao serem inoculadas por via intramuscular e subcutanea originam um tumor
solido e quando inoculadas no peritdnio forma um tumor ascitico (ASSEF et al. 2002). O
S180 pode adentrar a musculatura esquelética, o tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos,
sendo caracterizado por apresentar, no tumor, células pleomérficas (formas variadas)
organizadas em ninhos ou corddes, cuja superficie da massa é circundada por estroma
conjuntivo vascularizado, com necrose central recorrente. Embora seu desenvolvimento local
seja agressivo, ndo desencadeia metastases (FACCHINI, 2011; KURASHIGE;
MITSUHASHI, 1982).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da associacdo entre o extrato aquoso das flores da Matricaria recutita
(EAMR) e o farmaco antineoplasico 5-fluorouracila no tratamento de camundongos

transplantados com Sarcoma 180.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a presenca de compostos bioativos presentes no extrato aquoso das flores da
Matricaria recutita

> Determinar a atividade citotdxica in vitro do EAMR em células tumorais e ndo
tumorais;

» Avaliar o efeito do EAMR sobre o crescimento tumoral em animais transplantados
com tumor Sarcoma 180;

> Auvaliar o efeito da associagdo do EAMR com o farmaco antineopléasico 5-
fluorouracila sobre o crescimento tumoral em animais transplantados com tumor
Sarcoma 180;

> Avaliar o efeito do EAMR associado ao antineopladsico sobre os pardmetros
toxicoldgicos, bioquimicos, hematolégicos e hitopatolégicos em animais

transplantados com tumor Sarcoma 180;



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. EQUIPAMENTOS

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V V

Agitador vortex, AD8850

Balanga analitica de alta precisdo (SHIMADZU AUW220D)
Balanca para pesar 0s animais

Centrifuga

Espectrometro de RMN da marca MERCURY-VARIAN
Micrétomo

Microscopio optico

Camara de Neubauer

Estufa

Placa quente

Liquidificador

Geladeira

Liofilizador

UFLC

Aparelho ELISA

Tissue Processor (LUPETEC®).

Capela

Monitor de atividades

4.1.2. FARMACOS E REAGENTES

YV V. V V VYV V

Azul de tripan

Acetonitrila

Acido formico

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), Sigma
Doxorrubicina

Dimetilsulfoxido (DMSO),

28
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Eosina

Etanol
Gentamicina
Hematoxilina
Isofurano
Penicilina

Ringer com lactato
RPMI 1640

Soro Fetal Bovino
Tripsina
5-Fluorouracil
Quecertina

Rutina

Luteonina

Acido caféico
Acido clorogénico
DPPH

Acido galico
Extrato de camomila
Formol a 10%
Xilol

Parafina

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V

4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.2.1. OBTENCAO DA CAMOMILA (Matricaria Recutita)
A amostra da camomila usada no presente estudo resultou do extrato aquoso das

inflorescéncias (flores) dessa planta, processo resultante da fragmentacdo dessas partes

vegetais, identificada como Matricaria recutita.
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Os 2 quilos da amostra organica comercial da camomila (Matricaria recutita) foram
obtidos na forma desidratada em outubro de 2016, com o nimero de Lote C01211, junto a

empresa Namasté Organicos (razdo social Daterra Agroindustria Eireli).

4.2.2. PREPARACAO DA AMOSTRA

Logo ap6s a obtencdo, os 2 kg da Matricaria recutita foram armazenados em
temperatura ambiente em potes de vidro com tampa vedante, impedindo-se por completo luz e
umidade conforme descrito por Jahanban-Esfahlan et al. (2015). A subtracdo da acdo da luz,
umidade, poeira e calor sdo fundamentais para a conservacdo por periodo variavel (Costa,
2002). As partes das plantas a serem utilizadas foram posteriormente pulverizadas por 1
minuto usando um liquidificador para padronizar e homogeneizar o tamanho das particulas
(KIRAITHE et al., 2015), sendo acondicionados em ambiente hermeticamente fechado até a

preparacdo do extrato aquoso da Matricaria recutita (EAMR) e posterior liofilizag&o.
4.2.3. PREPARACAO EAMR

ApoOs a trituracdo mecanica, os pedacos rasurados resultante das flores da Matricaria
recutita foram submetidos a extracdo a quente por infusdo, numa proporcdo de 3 g de
inflorescéncia seca triturada para 150 mL de agua destilada (total de 12 g de inflorescéncias
para 600 mL de agua) a aproximadamente 100°C, conforme o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopéia Brasileira (2011), deixando-se o becker coberto e em repouso (LORENZI;
MATOQOS, 2002), com o objetivo de simular os chas usados como terapia pelos pacientes
oncolégicos.

A solucgéo obtida foi mantida em repouso e resfriada em temperatura ambiente (25°C)
por 15 minutos. Logo depois, foi filtrada em papel filtro evitando-se residuos de particulas e
armazenada em um freezer a -20°C em tubos falcons identificados e com tampa vedante por

no minimo trés dias para total congelamento e posterior utilizacdo (Figura 6).
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Figura 6. Planta triturada (A). Fervura da agua a 100°C (B). Infusdo (C). Substancia filtrada

em papel filtro (D). Tubos falcons com tampa vedante e identificados (E).

Fonte: Sara Albuquerque dos Santos.

4.2.4. LIOFILIZACAO DO EAMR

O EAMR foi distribuido em tubos falcons, em seguida congelados por no minimo 72
horas e colocados posteriormente no aparelho de Liofilizador Modelo L101da Liotop ®
disponivel no Laboratdrio de Nanotecnologia, no Instituto de Tecnologia e Pesquisa — ITP,

Universidade Tiradentes.
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O liofilizador L101 utilizado realiza, preferencialmente, a desidratagéo por liofilizacado
de amostras aquosas. E um aparelho composto por uma unidade condensadora, construida em
aco inox, capacidade para até 3 L de gelo em 24 h e capacidade total de 5 L, com temperatura
de até -55°C com refrigeracdo por compressor hermético com protecdo térmica, dupla
ventilagdo, com indicagdo digital de vacuo na escala de 15.000 a 1 pHg. Possui 08
adaptadores para encaixe de frascos e uma bomba de vacuo de duplo estagio com palhetas

rotativas banhadas a 6leo, velocidade de 10,2 m*h (170 Ipm ou 6 cfm).
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Figura 7. Liofilizador com as amostras (A). Painel do liofilizador com indicacéo digital (B).
Extratos liofilizados (C e D).
Fonte: Sara Albuquerque dos Santos.

As amostras congeladas foram submetidas & secagem por liofilizagdo, com

temperatura do condensador de -52°C, voltagem de corrente alternada 360 Vca, a uma



33

pressdao de vacuo de aproximadamente 115 pHg (Figura 7). A massa final do extrato
liofilizado foi de 3,451 g e seu rendimento foi de 28,76%. Calculou-se o rendimento total do
extrato da Matricaria recutita pela formula: Re = (Pext /Pfolhas) x 100 (Re = Rendimento
total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas = Peso das folhas frescas ou
secas (g) (RODRIGUES et al., 2011).

4.2.5. ANALISE DOS CONSTITUINTES DO EAMR

A identificacdo dos compostos encontrados no EAMR foi realizada no Laboratorio de
Flavor e Analises Cromatograficas — LAF, da Universidade Federal de Sergipe. Foi utilizado
um Cromatografo Liquido UFLC Ultra Rapido Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan),
compostos por duas bombas LC-20D, desgaseificador (DGU-20 A3), auto injetor (SIL-20A
HT), detector de arranjos de diodos (SPD-M20A) e controladora de dados (CBM-20A)
(Figura 8).

Todos os solventes organicos utilizados foram de grau HPLC. A agua utilizada para a
fase movel foi purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil; Direct-
Q® 3UV). Os solventes acetonitrilo e acido formico utilizados eram de grau HPLC de 98%
de pureza obtido da Sigma Aldrich e Fluka Analytica (St Louis, MO, EUA). Os padrdes
analiticos foram selecionados conforme suas descri¢Ges de ocorréncia na referida planta, de
acordo com a literatura (MCKAY; BLUMBERG, 2006; SCHNEIDER et al., 2015):
Apigenina (CisH100s5), &cido cafeico (CgHgO,4), é&cido ferdlico (CioH1004), luteolina
(C1sH100¢), quercetina (Cy1H2001,), acido clorogénico (CigHig0g) € rutina (Cy7H30016),
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

Para esse teste, o extrato foi reconstituido em agua com etanol (2 mg para 2ml de
agua com etanol a 70%), para posterior injecdo no aparelho. Apoés isso, as amostras foram
filtradas através de filtros de celulose de 0,2 um (Millipore, Bedford, MA, EUA) ¢ injetados
no sistema UFLC. Dez microlitros do EAMR foram injetados ao cromatografico liquido
acoplado a detector de arranjo de fotodiodos a 270 nm e coluna de fase reversa
Sulpelco/Ascentis® Express F5 (15 cm x 2,1 mm), com tamanho de particula de 2,7 um. A
fase mével usada foi agua (Solvente A) e acetonitrila acidificado com 0,1% de acido férmico
(Solvente B), cuja vazao constante foi de 0,1500 mL (min). O gradiente iniciou com 15% do
solvente B, aumentando para 55% de B em 30 min, 75% de B em 35 min e 15% de B em 15

minutos.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjVkpL5pq3XAhWNPpAKHVimD7MQFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.shimadzu.com.br%2Fanalitica%2Fprodutos%2Fhplc%2Fuflc01.shtml&usg=AOvVaw3Eki76YVVnt_U4_NKnwZ5o
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Os padrdes usados foram injetados no aparelho nas mesmas condi¢cdes do EAMR. Ao
final da corrida no UFLC, os graficos com as curvas com o0s espectros de absorbancia, indice
(tempo) de retencdo e dados Ultra Violeta visivel (UV/Sis), foram comparados, usando-se 0s
recursos do detector arranjo de fotodiodos. A coluna foi conservada a temperatura continua de
40°C e os cromatogramas foram processados utilizando o Software Lab Solutions
SHIMADZU.

Figura 8. Cromatdgrafo Liquido UFLC Ultra Répido Prominence.
Fonte: http://www.shimadzu.com.br

4.2.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS AQUOSOS

Para estudar a atividade antioxidante do EAMR utilizou-se o teste de atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Esse teste foi realizado em
parceria, no Laboratério de Bioquimica de Produtos Naturais (LQPNB) e Laboratorio de
Biologia Experimental (LIBEX 3) na UFS. Esta técnica é baseada na transferéncia de elétrons
que, por influéncia de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o DPPH muda de cor
para o amarelo translicido.

A molécula de DPPH ¢é identificada como uma molécula de radical livre estavel, ja
que apresenta deslocacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Em virtude dessa
deslocacdo, a molécula de DPPH apresenta-se com uma coloragéo violeta, identificada por
uma banda de absor¢do em etanol em cerca de 520 nm. O teste de Atividade sequestradora do
radical livre se baseia na capacidade antioxidante de dada substancia em sequestrar o radical
DPPH, reduzindo-o a hidrazina (difenil-picril-hidrazina). Assim, quando uma dada substancia

que atua como doador de atomos de hidrogénio € inserida a uma solucdo de DPPH, a
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hidrazina é obtida com alteragdo simultanea na coloragcdo de violeta para amarelo palido
(ALVES et al., 2010).

A mudanca na coloracdo soma-se a uma consequente supressdo da absorcéo,
conseguindo, a mesma, ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO, et
al., 2011). O método de atividade antioxidante que foi utilizado nesse estudo baseou-se nas
instrugcfes de DUARTE-ALMEIDA et al. (2006), com algumas alteracbes. Uma solucéo
metandlica de DPPH a 50 mg/ml foi preparada. Para chegar a absorbancia, foram inseridos
em cada poco da microplaca 250 pL da solucdo de DPPH, depois se inseriu 40 pL de agua
para o controle negativo, 40 uL de &cido galico (controle positivo), e 40 uL de diferentes
concentragBes do extrato. As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 30 minutos de
reacdo no aparelho ELISA de microplaca com incubacdo a 27°C e na frequéncia de luz a 517
nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e em seguida, os dados foram avaliados
pela andlise de varidncia de uma via (ANOVA), acompanhada do pds-teste de Tukey (p <
0,05), no programa GraphPad Prism 7.0.

A concentracdo eficiente, ou seja, a quantidade de antioxidante necessaria para
diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50% (CEsg) (SOUZA et al., 2007), foi
determinada utilizando uma curva, obtida plotando-se no eixo da abscissa as concentrac¢des da
amostra do extrato (pg/mL) e controle positivo ¢ no eixo da ordenada, 0s valores de
absorbancia em todas as concentracdes testadas, no tempo de 30 min.

O éacido gélico (acido 3,4,5-trihidroxibenzéico) usado como o controle positivo no
teste de DPPH é um flavonoide e polifenol encontrado em chés, uvas, entre outros produtos
naturais. Estudos citam que este &cido possui forte atividade antioxidante, antimutagénica e
antitumoral (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013).

4.2.7. TESTE DA CITOTOXICIDADE in vitro

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados em parceria com a Universidade
Federal do Ceara (UFC), no Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) do departamento
de medicina. Foi realizada a analise do potencial citotoxico do EAMR, em 5 linhagens de
células tumorais humanas: PC-3 (prostata - humano), HCT-116 (c6lon - humano), MCF-7
(adenocarcinoma de mama — humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda — humano) e

SNB-19 (glioblastoma — humano); e em célula ndo tumoral, L929 (Fibroblasto de mama
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murino), por meio do método do MTT, sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolium, apds 72 horas de incubacdo (BEZERRA et al., 2008a).

A amostra da planta foi dissolvida em dimetil-sulféxido (DMSO) para 10 mg/mL. As
linhagens células foram fornecidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640 (exceto L929 que foi cultivada com DMEM), suplementados
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos, conservadas em estufa a 37°C e
atmosfera contendo 5% de CO,.

O programa de screening do National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos
utiliza comumente o método MTT (sob calorimetria) para analisar a atividade citotdxica, a
viabilidade celular e o estado metabdlico da célula, assim como também analisar a atividade
redutiva mitocondrial das células (SKEHAN et al., 1990; BERRIDGE et al., 1996), sendo
esse método considerado acessivel, sensivel e ndo demorado, descrito a principio por
Mosmann (1983) e modificado por Alley, entendido como um ensaio quantitativo in vitro
para avaliar a proliferacdo e sobrevivéncia da célula.

Esse teste converte o sal amarelo 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium em azul de formazan pdrpura (MOSMANN, 1983), a partir de enzimas
mitocondriais presentes apenas nas células metabolicamente ativas e viaveis, como a
succinato desidrogenase, enzima do Ciclo de Krebs. Apesar desse método ser usado para
expor a citotoxidade, ndo define o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

Para a analise do comportamento citotoxico, as linhagens tumorais testadas foram
distribuidas em multiplacas de 96 cavidades, numa concentracio de 0,1 x 10° células/mL para
as linhagens SNB-19, MCF-7 , L929 e PC-3, 0.3 x 10° cél/mL para HL-60 e uma
concentracdo de 0,7x10° cél/mL para a linhagem HCT-116, depois foram colocadas em
estufa, sob incubacdo por cerca de 24 horas (AMARAL et al., 2015; BEZERRA et al., 2008b)
com 5% de CO, a 37°C. As substancias testes antecipadamente foram dissolvidas em dimetil-
sulfoxido (DMSO) para 10mg/mL. Foram recompostas seriadamente em meio RPMI para
obtencgéo das concentracdes finais (1,56 - 50 pg/mL) e adicionadas em placa de 96 pocos (100
uL / pogo). Depois de um periodo de incubagdo de 72h, sob mesmas condigdes supracitadas
conforme Ddria et al. (2016), as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm / 15
minutos.

Aspirou-se o sobrenadante e foi colocado 150 uL de solugdo de MTT 10% em RPMI,
sendo a placa colocada na estufa a 5% de CO, por 3h em mesmas condi¢des da estufa ja

citada. Logo depois, as placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm / 10 minutos a 4°C,
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tendo o sobrenadante aspirado e o precipitado ressuspenso em 150 uL. de DMSO e agitado por
10 minutos, até completa dissolucdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no
espectrofotdbmetro da placa a um comprimento de onda de 550 nm, semelhante ao usado por
Amaral et al. (2015), com o objetivo de realizar a quantificacdo do sal (formazan) diminuido
nas células sobreviventes (MOSSMAN et al., 1983). Os resultados foram realizados em
triplicata e avaliados segundo suas médias e respectivos erros-padrbes. O célculo das Cls
(concentracdo inibitéria media capaz de provocar 50% do efeito maximo e inibir 50% da
viabilidade celular) e seus respectivos desvios foram realizados a partir da regressao néo-

linear no programa Graph Prism Software 6.01.

4.2.8. ATIVIDADE ANTITUMORAL

4.2.8.1. MANUTENCAO DO TUMOR SARCOMA 180

A fim de avaliar o efeito da associacdo existente entre 0 EAMR e 0 antineoplasico 5-
FU frente ao tratamento antitumoral in vivo, foi utilizado o tumor experimental Sarcoma 180
(S180), obtido da Universidade Federal do Ceara, pelo Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE), cuja manutencdo na forma ascitica em camundongos foi realizada a
cada 10 dias no Laboratério de Neurociéncias — LAPENE, na Universidade Federal de
Sergipe (UFS).

O animal que albergava as células tumorais foi anestesiado ao inalar o isoflurano a
1,5%, e logo depois realizou-se a eutandsia deste por meio de deslocamento cervical. Em
seguida, realizou-se a assepsia alcoolica do abdomem e extraiu-se 0,5 mL de liquido ascitico
da cavidade abdominal por meio de uma punc¢do ascitica, a quantidade puncionada foi
misturada com 5,0 mL de Ringer Lactato formando uma suspensao de células e logo depois
foi realizada a contagem do numero de células vidveis Uteis ao experimento.

A viabilidade celular foi identificada por meio do método excluséo de azul de Tripan,
o qual permite calcular distintamente as células tumorais vivas das mortas através desse
composto, que € usado para a identificacdo de células viaveis. O azul de tripan faz com que as
células mortas figuem com a coloracdo azulada, j& as vivas ficam brancas/translucidas.
Contam-se as células tumorais vidveis com o auxilio de uma camara de Newbauer, atraves de

um microscopio optico. Nos animais saudaveis, que receberam as células tumorais, foram
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inoculados 2 x 10° células/0,5 mL na regido intraperitoneal (BEZERRA et al., 2006;
BEZERRA et al., 2008a; BEZERRA et al., 2008b; CHEN et al., 2010; ZHENG et al., 2010).

4.2.8.2. ANIMAIS

Foram usados camundongos machos Swiss, com massa corpdrea de 30 + 5 g, alojados
em condic¢des normais de temperatura e umidade, respectivamente 22 + 2°C e 30 + 70%, em
ciclos artificiais de claro-escuro de 12 h, conforme Ferreira et al. (2016). Os animais foram
alimentados livremente com rag&o e agua (GUIMARAES et al., 2015).

Os camundongos utilizados foram adultos jovens e sadios, ndo usados em outros
experimentos, obtidos do biotério setorial da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e
mantidos no Laboratério de Neurociéncias (LAPENE). Os locais mantidos durante 0s
experimentos foram caixas de polipropileno com forro de maravalha, cobertas de grades
metéalicas adequadas para acomodar um conjunto de, no maximo, 10 camundongos do mesmo
sexo, respeitando-se 0 numero minimo de animais necessario para alcancar os objetivos
cientificos. Os camundongos foram diferenciados por grupos, identificados no exterior das
caixas e mantidos em condi¢fes adequadas por nove dias de experimento.

Os experimentos foram executados conforme orientagfes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (Resolucdo Normativa N° - 12, 20/09/2013) e o projeto
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa com Animais - CEPA com
numero 60/2016 (Anexo A). Os animais foram tratados conforme os principios éticos do
CEPA, Brasil. Foi reduzida a quantidades de animais para o experimento ao minimo
cientificamente sugerido.

Os animais foram separados em 06 grupos (n = 7 animais por grupo) somando-se 42
animais. A divisdo de grupos foi: Grupo Controle Negativo (CTRL-) com tumor, tratados
com veiculo agua destilada; Grupo Controle Positivo (CTRL+), tradados com farmaco padréo
5-fluorouracila e, quatro Grupos de Extratos Testes, sendo dois grupos com extrato em
diferentes dosagens e dois grupos com o extrato associado ao antineoplasico (Tabela 2).

Foi realizado o célculo apropriado para a quantidade do EAMR que foi administrado
em cada animal, levando em consideracdo a dose por quilograma relacionada a média de
massa corporea do animal e as quantidades de aplicacGes realizadas. Para o antineoplasico 5-
Fluorouracil foi utilizado o valor de 25 mg/kg/dia, intraperitoneal, segundo o protocolo
pratico do tumor S180 (AMARAL et al., 2016; FERREIRA et al., 2016). Os extratos aquosos
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das flores da planta foram usados nas concentragcOes preestabelecidas de acordo com a
literatura variando entre 100 e 200 mg/kg/ dia (CHANDRASHEKHAR et al., 2011;

UCHIDA, et al., 2017).

Tabela 2. Divisdo dos grupos experimentais para os diferentes tratamentos.

Grupos

Inoculacéo das células

tumorais

Administracao

Terapéutica

Controle negativo com tumor

Tumor S180 (2 x 10° células/0,5

mL/camundongos)

Veiculo agua destilada

Controle positivo

Tumor S180 (2 x 10° células/0,5

5FU 25 mg/kg/dia

mL/camundongos)
Planta Medicinal teste Tumor S180 (2 x 10° células/0,5 EAMR
Extrato Teste - 100 mL/camundongos) (100 mg/kg/dia)
Associacao Tumor S180 (2 x 10° células/0,5 EAMR
- 100 mL/camundongos) (100 mg/kg/dia) e 5FU (25
mg/kg/dia)
Planta Medicinal teste Tumor S180 (2 x 10° células/0,5 EAMR
Extrato Teste - 200 mL/camundongos) (200 mg/kg/dia)
Associacao - 200 Tumor S180 (2 x 10° células/0,5 EAMR
mL/camundongos) (200 mg/kg/dia) e 5FU (25
mg/kg/dia)

4.2.8.3. AVALIACAO DO EFEITO DA ASSOCIACAO ENTRE A Matricaria recutita E
O ANTINEOPLASICO 5-FU EM CAMUNDONGOS TRANSPLANTADOS COM S180

Com a intencédo de avaliar os efeitos da associacdo entre 0 EAMR e o antineoplésico
5-FU, inoculou-se as células tumorais do S180 nos animais em experimento, os quais foram
posteriormente analisados e comparados por grupo, quanto a reducdo do crescimento do
tumor e quanto aos aspectos toxicoldgicos, bioquimicos, hematologicos, histopatolégicos e

locomotores.
- Execucéo do procedimento experimental
O animal que albergava as células tumorais com dez dias de vida foi primeiramente

anestesiado e eutanasiado por deslocamento cervical. Foi feita a assepsia do abdome e

retirado o liquido ascitico com uma seringa de 5 mL. Foi realizada uma suspenséo de células
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com 20 mL de Ringer lactato e 5 mL de células. Dessa mistura retirou-se uma aliquota de 50
uL e foram colocados em 50 pL de Azul de tripan, para posterior contagem de células viaveis
(incolores) em camara de Neubauer. As células ndo viaveis ficam azuis, pois ndo conseguem

retirar o azul de tripan para o meio externo (Figura 9.A. e 9.B.).

A.
Anestesia aoinalaro Coleta do tumor
isoflurano 41,5 %, / - ascitico
deslocamento
cervical
Camundongo com
tumar ascitico
Inoculacdo de 2 x Métodci de 5ml de liquido
10células/0.5 mL EENNEM exclusdo do azul ascitico + 20mL
naregido axilar ge ani”f tamara de ringer com
esquerda & Mewbauer. lactato
B.

o_ .
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B NG 8 Vgt
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- . Fim do experimento
Inicio do experimento

AV A4

1° Dia 2° ao 8° Dia 9° Dia

7 dias de tratamento

Figura 9.A. Fluxograma do Protocolo Experimental da manutencdo do tumor S180. B.
Células viaveis do S180 (incolores) na cdmara de Neubauer. C. Fluxograma dos dias de

tratamento.
Fonte: Sara Albuquerque dos Santos.

Apbs esse procedimento, foram transplantadas 2 x 10° células/0,5 mL na regido
subcutanea axilar esquerda dos camundongos saudaveis, retiradas da cavidade intraperitoneal
dos camundongos com o tumor ascitico ap6s dez dias de vida, de acordo com os experimentos
de Bezerra et al., (2006), Bezerra et al., (2008a), Amaral et al., (2015) e Amaral et al., (2016).

As extratos aquosos testados foram administrados nos animais via gavagem apos 24
horas da inoculagdo do tumor (FERREIRA et al., 2016), com o auxilio de uma cénula de
gavagem para camundongos, uma vez ao dia, durante 7 dias consecutivos (AMARAL et al.,
2016) (Figura 9. C.).

Durante todo o experimento foi utilizado um protocolo de acompanhamento de sinais
e sintomas para animais em experimento, observando-se alteracbes comportamentais
indicativas de sofrimento (movimentacdo, agitacdo, Vvocalizacdo, agressividade,
feridas/ulceraces, sinais evidentes de toxicidade, alimentacdo, ingestdo hidrica e escores de
dor), utilizado como preditor do bem estar. O quadro de acompanhamento individual de sinais
e sintomas durante o periodo de execucdo do experimento encontra-se em Anexo B.

Logo depois de transcorrido um dia (24 horas) da Gltima administracdo de drogas, foi
realizada a anestesia inalatoria dos camundongos com isoflurano (1,5%), com vaporizador
associado a cilindro de oxigénio em ambiente com exaustéo (capela) (AMARAL et at., 2016)
e foi feita a coleta de sangue pelo plexo retrorbital (WAYNFORTH, 1980) através de
tubos/filamentos estéreis e heparinizados, a fim de posteriormente avaliar os parametros

bioquimicos e hematologicos.
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Como a dor é um fator estressor, pode levar a um estresse e angustia significativa no
animal, devendo esta ser aliviada por dessensibilizacdo, sendo aconselhado o uso de
anestésicos e analgésicos em animais em experimentos (JOSHI; OGUNNAIKE, 2005). Nesse
contexto, antes de qualquer procedimento invasivo que causasse dor, ou antes, do
deslocamento cervical, os animais foram submetidos a um anestésico inalatério como o
halotano ou isoflurano.

Posteriormente, foi realizada a eutanasia dos animais por deslocamento cervical, sendo
0s tumores e o0s 6rgdos retirados e pesados. Segundo a “Guide for the care and use of
laboratory animals” 2011, a escolha dos métodos e agentes peculiares para o procedimento
de eutanasia, esta sujeita a espécie de animal usada, bem como a idade e desfecho do
protocolo, sendo que 0s barbituricos e anestésicos inalantes sdo aconselhados para métodos
fisicos como decapitacdo e deslocamento cervical. E importante também que a morte do
animal seja confirmada ap6s a observacdo da cessacao dos sinais vitais dos camundongos que
estdo sendo sacrificados.

Orgdos como o figado, rim, estdmago, baco, cérebro, intestino, pulmao e coracéo
foram também analisados quanto ao tamanho, cores e ocorréncia de hemorragias. Tumores e
orgédos foram fixados em formol a 10% (FERREIRA et al., 2016). Com base na mensurac¢ao
das massas dos tumores, avaliou-se o percentual de Inibigc&o do crescimento Tumoral (IT) que
foi calculado através da férmula: IT (%) = [(A-B)/A] x 100 (AMARAL et al.,, 2016;
FERREIRA et al., 2016). A variavel A é a média dos pesos do tumor no grupo controle e B é
0 peso do tumor nos animais que passardo pela terapia medicamentosa com 0s extratos
aquosos. ApOs a eutanasia, os animais foram armazenados em freezer no biotério do
Departamento de Fisiologia da UFS, e depois foi coletado pelo servico de lixo seletivo da

mesma universidade.

4.2.9. PARAMETROS TOXICOLOGICOS

Foram avaliados os parametros toxicoldgicos de todos os grupos do experimento.

4.2.9.1 MASSA CORPOREA, CONSUMO DE RACAO E INGESTAO HIDRICA
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Os camundongos, durante todo o experimento, foram pesados diariamente, assim
como também foi mensurada a quantidade de racdo e a &gua consumida. Os resultados foram
avaliados a partir da média e do erro padrdao da média (E.P.M.) nos diferentes grupos. Para a
analise de diferencas estatisticamente significativa entre os grupos, foi utilizada a analise de
variancia de uma via (ANOVA) acompanhada do pos-teste de Student Newman-Keuls (p <

0,05), no programa GraphPad Prisma verséo 7.0.

4.2.9.2. ANALISE DAS MASSAS DOS ORGAOS

Ao fim do tratamento com o extrato e a droga, 24 horas apds, 0s 0rgaos e tumores
foram aferidos em balanga analitica, anotados e colocados em frascos com formol a 10% para
conservacao, para posterior avaliagdo histologica. As respectivas massas anotadas foram
convertidas para 100 g de peso de cada animal, como uma forma de padronizacdo. No preparo
das secdes histologicas, os 6rgdos foram cortados em fatias de 5 mm, corados com
hematoxilina e eosina para posterior andlise em microscopia de luz conforme Ferreira et al.
(2016).

Os resultados foram avaliados a partir da média e do erro padrdo da média (E.P.M.)
nos diferentes grupos, foi utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA) acompanhada

do pds-teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05), no programa GraphPad Prisma versao 7.0.

4.2.9.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para a andlise hepética foram utilizados testes para avaliar as atividades das enzimas
Alanina-aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST), além de bilirrubinas e
fosfatase alcalina. A ALT € uma enzima de alta atividade no figado, e na lesdo desse 6rgéo,
sua atividade sérica esta elevada (MINCIS, 2008; TENNANT, 1997).

Para a andlise dos rins, foram feitas avaliacdes da ureia e creatinina. A ureia € um
produto resultante da metabolizacdo dos aminoacidos, sintetizada a partir da aménia no ciclo
da ureia do figado (GROSS; WEHRLE; BUSSEMAKER, 1996). Ja a creatinina é um produto
resultante da degradacéo da creatinina muscular. Ambas sdo filtradas atraves dos glomérulos,
porém esta Ultima ndo é reabsorvida pelos tibulos dos rins. A capacidade de filtracdo desse
metabolito € um pardmetro singular para avaliagdo do desempenho do glomérulo
(BRENNER; LEVINE, 2004).
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O sangue coletado do plexo retrorbital com a ajuda de uma cénula heparinizada, um
dia apdés o término da terapéutica dos animais (1 mL), foi util para analisar os testes
supracitados. O sangue coletado foi centrifugado durante 10 minutos com 3.500 rotacédo por
minuto (rpm) sob 25°C objetivando separar o plasma. Para diagnosticos, foram usados kits
padrdes da Biotécnica IND (Varginha, MG, Brasil) conforme usado por Amaral et al. (2016),
utilizando um espectrofotémetro.

Para analise dos dados foi utilizada a andlise de variancia de uma via (ANOVA)
acompanhada do pos-teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05), no programa GraphPad

Prisma versdo 7.0.

4.2.9.4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para analise dos parametros hematoldgicos foram extraidas amostras sanguineas
através do plexo retrorbital do camundongo sob efeito anestésico inalatério, por capilares
revestidos internamente com EDTA (acido etilenodiaminotetraacético), que impede a
coagulacdo do sangue. Foi utilizada uma fracdo da aliquota do sangue e colocado em
microtibos com EDTA e outra fracdo colocada em microtibulo sem EDTA (com gel
separador). O primeiro foi usado para as analises hematoldgicas, hemoglobina (HB),
hemacias (HEM), hematdcritos (HT), volume corspuscular médio (VCM), hemoglobina
copuscular média (HCM), concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM),
plaquetas (PLT) e contagem total de leucdcitos, e 0 segundo para a anélise dos parametros
bioquimicos como dosagens da Alanina-aminotransferase (ALT/TGP), Aspartato
Aminotransferase (AST/TGO), Ureia, Creatinina, Bilirrubina direta (BD), Bilirrubina total
(BT) e Fosfatase Alcalina (FA). Foi também realizada esfregaco em lamina para contagem
relativa e absoluta de leucdcitos, para a andlise de valores de linfdcitos, neutrofilos,
eosinofilos, monaocitos e basofilos.

Para analise dos dados foi utilizada a andlise de variancia de uma via (ANOVA)
acompanhada do pos-teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05), no programa GraphPad

Prisma versao 7.0.

4.2.10. ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA E HISTOMORFOLOGICA

Foram retirados todos os orgdos e tumores e foram analisadas suas formas e

possiveis alteracbes incomuns. Foram feitos cortes histoldgicos para analise microscopica
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dessas estruturas, especificamente do figado, rim e baco, que sdo 6rgdos importantes para
metabolismo e excrecdo das drogas (BRENNER; LEVINE, 2004, MINCIS, 2008) e tumor,
alvo do tratamento antineoplasico. Foi utilizado o método de coloracdo por hematoxilina e
eosina (H/E) para as analises histopatolégicas, técnica esta que permite avaliar e distinguir
algumas estruturas celulares. Por meio desta analise € possivel estudar provaveis alteracdes
surgidas devido a efeitos associativos ou toxicos causados pelos compostos utilizados.

As visceras gque, ap0s a eutanasia dos animais, foram armazenadas em formol a 10%,
foram avaliadas através da analise macroscépica, em especial o figado, baco, rim e tumor. Os
6rgdos e tumores foram fatiados e depois foram colocados novamente no formol a 10% por
um dia, em cassetes identificados, depois passaram pelo processamento (desidratacdo) durante
10 horas no aparelho PTO9TS Tissue Processor (LUPETEC®) (Figura 10), onde foram
embebidos em solucdes de alcool (70%), alcool (80%), alcool (90%), alcool (95%), alcool

(100%), xilol 1, xilol 2, xilol 3, parafina 1 e parafina 2, para desidratacdo (Figura 10).

ModoManual
TempCanecal: 61 :C
TempCaneca2: 60 °C

Tempo:

Figura 10. Processamento dos cortes dos 6rgdos e dos tumores no aparelho PTO9TS Tissue

Processor (LUPETEC®).
Fonte: Sara Albuquerque dos Santos.

Apos isso, 0s cortes passaram pelo processo de inclusdo, processo de parafinizacéo.
Com os blocos de parafinas ja formados, foram fatiados em um micrétomo, suas fatias foram
colocadas em laminas, posteriormente aquecidas em uma estufa, e depois passaram pelo
processo de coloracdo H/E. Para o processo de coloracdo, as laminas foram embebidas em
varias solucdes como xilol 1, xilol 2, xilol 3, alcool absoluto 1 e 2, alcool (95%), alcool
(80%), alcool (70%), 4gua 1 e 2, hematoxilina, &gua 1 e 2, eosina, alcool (80%), &lcool (90%),
alcool absoluto 1 e 2, xilol 1, 2 e 3, cujos cortes sofreram processo de desparafinizacao.

Apos a coloracdo, as ldminas foram montadas e fixadas, para posterior analise em
microscopia optica. As areas histoldgicas especificas dos tecidos em estudo foram registradas

através de fotografias e armazenadas para a analise histopatoldgica subsequente. Foi realizada
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também a contagem do ndmero médio de mitoses/campo histologico (x400) nos diferentes
grupos experimentais. Para isso, o método utilizado foi a selecdo de 5 seccdes
histologicas/tumor; selecdo de 5 campos histologicos (400x)/seccdo; desprezadas areas de
necrose; selecionados campos por casualizacdo sistematica, onde para cada campo
selecionado seguiam-se dois desprezados (esquerda para direita e de cima para baixo). Eram
consideradas na contagem figuras mitéticas tipicas e atipicas em qualquer fase do ciclo celular

(préfase, metafase, anafase e telofase).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DO EAMR

A massa final do extrato liofilizado foi de 3,451 g e seu rendimento foi de 28,76%. A
Figura 12 apresenta o perfil cromatografico do EAMR em 270 nm. Quatro compostos
quimicos foram identificados com base na comparacdo do tempo de retencdo dos picos do
extrato com os padrdes selecionados (Tabela 3), por meio do Software Shimadzu LC

Solution.

mAU(x100)
270nm,4nm (1.00)

25+
2.0-
151

1.04

0.0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Tempo (min).
Figura 12. Perfil cromatografico do extrato das flores da Matricaria Recutita (Absorbancia x
Tempo de retencéo).

Tabela 3. Compostos quimicos identificados no extrato das flores da Matricaria recutita
analisados por UFLC - DAD.

Tempo de Tempo de
Pico Constituintes retencdo do retencdo dos
EAMR Padroes
1 Rutina 6,18 6,68
2 Quercetina 14,08 14,78
3 Luteonina 15,20 15,42
4 Acido Caféico 25,40 25,60

Os resultados foram expressos por meio do Cromatédgrafo Liquido UFLC Ultra Réapido
Prominence.
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5.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EAMR

O teste DPPH permitiu a identificacdo da capacidade antioxidante do EAMR (Figura
13). A mudanga de cor de purpura para amarelo transltcido indicou atividade antioxidante do
EAMR para as diferentes concentracdes, quanto maior a mudanga da cor purpura para o
amarelado translicido, mais antioxidante (Figura 14). O célculo da CEsy (concentracdo
efetiva de antioxidante requerida para sequestrar/gerar mudanca de cor de 50% do radical
livre DPPH) foi expresso em pg/mL. A curva foi feita a partir de diferentes concentra¢fes do
extrato cujo célculo obtido foi [y=(-0,52885 + 1,0591)/0,0008], cujo CEs, foi de 662,81
pug/mL.
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Figura 13. Teste de DPPH do EAMR. As leituras das absorbancias foram realizadas apds 30
minutos de reacdo no aparelho ELISA de microplaca com incubacédo a 27°C e na frequéncia
de luz a 517 nm. As anélises foram realizadas em triplicatas e repetidas trés vezes pela analise
de variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Tukey’s. 'p < 0,05 comparado ao grupo
controle negativo (agua destilada).
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Figura 14. A mudanca de cor de purpura para amarelo translicido indicou atividade

antioxidante do EAMR para as diferentes concentracdes.
Fonte: Sara Albuquerque dos Santos.
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5.3. ANALISE DA ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro

Tabela 4. Atividade citotéxica in vitro do EAMR.

Doxorrubicina

EAMR
Células Histotipo (Literatura)
(Hg/mL)
Clso (Hg/mL)
PC-3 ) i 5 >50
Carcinoma de préstata - humano
HCT-116 ) 0,01 >50
Carcinoma de célon humano
0,01 -0,02
MCF-7 ] 0,2 >50
Adenocarcinoma de mama humano
0,1-05
HL-60 ) . 0,02 >50
Leucemia promielocitica aguda humano
0,01 -0,03
SNB-19 0,24 >50
Glioblastoma humano
0,17 - 0,36
L929 >50

Fibroblasto de mama murino (ndo tumoral)

Os resultados foram obtidos através de experimento realizado em triplicata em 5 linhagens de células
cancerigenas humanas e uma linhagem de célula ndo tumoral no programa GraphPad Prisma 6.01.

A atividade citotoxica do EAMR foi analisada em 5 linhagens de células tumorais
humanas: PC-3 (préstata - humano), HCT-116 (c6lon - humano), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama — humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda — humano) e SNB-19 (glioblastoma
— humano); e uma linhagem de célula tumoral ndo maligna L929 (Fibroblastos de mama
murino), por meio do método de MTT, cujo tempo de exposicao foi de 72 e cujos resultados
estdo expressos na Tabela 4.

O EAMR néo apresentou atividade citotdxica em nenhuma das 5 linhagens de células
tumorais humanas avaliadas. A contrario da doxorrubicina que apresenta, de acordo com a
literatura, atividade citotoxica frente a PC-3 (Clso de 5 pg/mL), HCT-116 (Clso de 0,01 —
0,02), MCF-7 (Cls de 0,1 — 0,5), HL-60 (Clso de 0,01 — 0,03) e SNB-19 (Cls, de 0,17 — 0,36)
(BUZADAR et al, 1981; KANTROWITZ et al., 1984; MOUSINHO, 2010; OSMAN et al.,
2012; SILVA; OLORIS,2013; AMARAL et al., 2016). O EAMR néo pdde ter seu valor de

Clso calculado por estar acima da maior concentracdo testada em todas as linhagens (50

pg/mL).
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5.4. ESTUDO DOS EFEITOS DAS ASSOCIACOES in vivo

5.4.1. AVALIACAO DO EFEITO DA ASSOCIACAO DO EAMR COM O 5-FU EM
CAMUNDONGOS TRANSPLANTADOS COM S180

5.4.1.1. MASSA TUMORAL E INIBICAO TUMORAL

A massa tumoral e a inibicdo tumoral foram utilizadas como parametros para
avaliacdo do efeito da associagdo entre 0 EAMR e o 5-FU. Foi constatado que o tratamento
dos grupos com O EAMR (100 e 200 mg/kg/dia) associados com o 5-FU (25 mg/kg/dia)
reduziu significativamente (p < 0,05) o crescimento do tumor nesses grupos, quando
confrontado com o grupo CTRL (-) (4gua destilada), com percentuais de inibicdo de
crescimento tumoral de 66,1% e 87,7%, respectivamente. O farmaco 5-FU foi administrado
como controle positivo e inibiu o crescimento do tumor significativamente em 68,4% (p <

0,05) na dose de 25 mg/kg/dia, quando comparado ao CTRL (-) (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do EAMR (100 e 200 mg/kg/dia) associada ao 5-FU (25 mg/kg/dia), apos
administracdo por via oral e i.p. respectivamente, sobre o crescimento e inibi¢cdo tumoral em
animais transplantados com tumor S180. O grupo controle negativo foi tratado com o veiculo
(Agua destilada). O 5-FU (25 mg/kg/dia) foi aplicado como controle positivo. Os valores
correspondem a média + E.P.M. de 07 animais/grupo analisados pela analise de variancia de
uma via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. p < 0,05 comparado ao grupo
controle negativo. “p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo 5-FU 25 mg/kg/dia. °p <
0,05 comparado ao grupo 5-FU+ extrato 100 mg/kg/dia.



51

A associacdo do EAMR na dose de 100 mg/kg/dia com o 5-FU na dose de 25
mg/kg/dia, dentre os grupos avaliados foi 0 que mais se aproximou da taxa de inibicdo
tumoral do grupo controle positivo 5-FU 25 mg/kg/dia, cuja associacdo ndo demonstrou
diferenca estatistica significativa em comparacdo com esse grupo. No entanto, a associacao
EAMR na dose de 200 mg/kg/dia com 5-FU na dose de 25 mg/kg/dia apresentou mudanga
estatisticamente significativa quando confrontada ao controle positivo 5-FU 25 mg/kg/dia.

O grupo tratado com 0 EAMR na dose de 200 mg/kg/dia apresentou uma taxa de
inibicdo tumoral estatisticamente significativa em relagdo ao grupo CTRL (-) (27,6%). O
grupo do EAMR na dose de 100 mg/kg/dia associado ao 5-FU apresentou diferenca estatistica
qguando comparado ao grupo EAMR na dose de 200 mg/kg/dia associado ao 5-FU,
demonstrando que, entre as duas doses associadas, a maior dose intensificou a taxa de
inibicdo tumoral em 21,6% de diferenca.

As massas tumorais dos grupos CTRL (-), CTRL (+), EAMR (100 e 200 mg) e EAMR
(100 e 200) associados ao 5-FU foram respectivamente 1,924 + 0,11 g; 0,606 + 0,05 g; 2,044
+0,15¢; 1,392 £ 0,10 g; 0,651 + 0,073 g € 0,236 = 0,05 g. Observou-se diminui¢cdo da massa
tumoral nos trés grupos com o 5-FU sozinho e associado, em relagdo ao CTRL (-) (p < 0,05),
sendo que a massa tumoral do grupo EAMR 200 + 5-FU diferiu significativamente (p < 0,05)
da massa tumoral do grupo EAMR 100 + 5-FU.

5.4.2. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

5.4.2.1. MASSA CORPORAL E CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

Na Figura 17 estdo expressas as variacbes de massa corpOrea dos animais
transplantados com tumor S180 por grupo de tratamento, analisados do inicio ao fim do
experimento. Os resultados expressam uma variacdo estatisticamente nédo significativa (p >
0,05) na comparacdo entre o grupo CTRL (-) e os grupos tratados com o0 EAMR sozinhos e
associados (100 e 200 mg/kg/dia respectivamente), porém apresentou-se estatisticamente
significatico (p < 0,05) a partir do terceiro dia quando comparado o grupo CTRL (-) (0,8 =
0,4) com o grupo CTRL (+) (-1,1 + 0,5) e quando comparado o grupo CTRL (+) com o0s
grupos tratados com os extratos nas duas doses de 100 e 200 mg (1,0 £ 0,5 e 1,3 + 0,4,
respectivamente). No ultimo dia a varia¢do dos grupos tratados com os extratos de 100 e 200
mg foi de 3,1 £ 0,6 e 4,7 £ 1,0, respectivamente e do 5-FU de -5,9 £ 0,7(Figura 16 A.).
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Os resultados apresentam uma variagdo estatisticamente significativa (p < 0,05) a
partir do terceiro dia de tratamento em relacdo a massa corpérea do grupo CTRL (-) (0,8 £
0,4) quando comparado aos grupos tratados com 0 EAMR na dose de 100 mg/kg/dia e 200
mg/kg/dia em associa¢cdo com o 5-FU (-1,2 + 0,3 para ambos) e também em relacdo ao grupo
5-FU sozinho (-1,1 £ 0,5). No altimo dia de tratamento observou-se grande diferenca (p <
0,05) na variagcdo no peso corporal dos grupos tratados com o EAMR na dose de 100
mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia em associagdo com o 5-FU (4,1 = 1,0 e -7,0 = 0,5,
respectivamente) e grupo 5-FU sozinho (-5,9 + 0,7) observando-se que esses grupos perderam
peso progressivamente, além da ocorréncia de diarreia principalmente no grupo EAMR 200 +
5FU (Figura 16 B.).
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Figura 16. A. Efeito do EAMR (100 e 200 mg/kg/dia) via oral sobre a variacdo de massa
corporea em animais transplantados com tumor S180. B. Efeito do EAMR associado ao 5-FU
(25 mg/kg/dia), via oral e via i.p., respectivamente, sobre a variagcdo de massa corporea em
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animais transplantados com S180. O grupo veiculo (-) com tumor foi tratado com agua
destilada. O 5-FU (25 mg/kg/dia) foi aplicado como controle positivo. Os valores
correspondem a média + E.P.M. de 07 animais/grupo analisados pela analise de varidncia de
uma via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. “p < 0,05 comparado ao grupo
controle negativo com tumor. *p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo. *p < 0,05
comparado ao grupo 5-FU + EAMR 100.

Entre os grupos associados EAMR 100 e EAMR 200 houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) a partir do sexto dia de tratamento ( -2,2 + 0,3 e 4,1 + 0,5
respectivamente) até o oitavo (-4,1 + 1,0 e -7,0 £ 0,5 respectivamente).

Na Tabela 5 esta expresso o consumo de racdo e agua dos animais submetidos a

diferentes tratamentos, avaliados durante o periodo de inicio ao fim do experimento.

Tabela 5. Efeito do EAMR isolado e associado ao 5FU sobre a varia¢do de consumo de racédo
e 4gua em animais transplantados com S180.

Consumo de racgéo Consumo de agua

CTRL (-)

Veiculo (agua destilada) 6,21+ 1,07 5,52 + 0,87
5-FU 4,36 £ 1,03 4,56 £ 0,67
EAMR 100 6,05+ 1,11 5,19 +0,79
EAMR 200 6,50 + 1,02 5,76 + 0,92
EAMR 100 + 5-FU 457+1,15 4,34+ 0,61
EAMR 200 + 5-FU 4,1+ 1,17 3,22 +0,49

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 07 animais/grupo estudados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de Student Newman Keuls. Ndo houve
alteracdes significativas (p > 0,05) no consumo de ragdo e agua.

5.4.1.2. ANALISE DA MASSA DOS ORGAOS

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos no que diz respeito as massas dos 0rgaos
(baco, figado, rins, estdbmago, cérebro, intestino, pulmédo e coracdo) por 100 g de massa
corpdrea, em animais que receberam diferentes tratamentos por via oral e i.p.

Os resultados demonstrados expressam que o EAMR nas doses de 100 e 200
mg/kg/dia associada com 5-FU (25 mg/kg/dia) produziu alterac@es significativas (p < 0,05) na
massa de alguns oOrgdos analisados (baco, figado e coracdo), quando comparado ao grupo

controle negativo com tumor e grupo controle positivo.
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O tratamento dos animais com o 5-FU 25mg/kg/dia, EAMR 100 + 5-FU mg/kg/dia e
EAMR 200 + 5-FU mg/kg/dia reduziu de forma significativa a massa do baco (0,23 + 0,02,
0,31 + 0,03 e 0,21 + 0,02 g, respectivamente) quando comparado ao grupo CTRL (-) (0,69 +
0,029).

Tabela 6. Efeito do EAMR associado ao 5-FU sobre a massa dos 6rgédos (baco, figado, rins,
estdmago, cérebro, intestino, pulmao e coracdo) em animais transplantados com S180.

Orgéos CTR (-) 5-FU EAMR 100 EAMR 200 EAMR 100 EAMR 200 +

/Droga Com tumor +5-FU 5-FU
Dose - 25 100 200 25+100 25+200
(mg/kg/dia)

Bago (/1003  0,69t0,02  0,23+0,02°  0,93t+0,06®  0,78+0,02° (31+0,03*  0,21+0,02"
massa

corporea)

Figado (g/100g  4,99+0,15  3,57+0,04"  6,24:0,28"  6,28+0,31"  500+016°  3,40+0,24"
massa

corporea)

Rins (g/100g  127+0,03  1,14#0,01  1,61%0,14"  1,64+0,13" 1504007 1,18+0,07
massa

corporea)

Estdmago 1,06+0,05 0,76x0,03 0,91+0,04 0,91+0,05 0,85+0,04 0,99+0,06
(9/200g massa

corporea)

Cérebro 1,11+0,05 1,31+0,07 1,15+0,02 1,12+0,02 1,29+0,05 1,27+0,06
(9/100g massa

corpdrea)

Intestino 10,13+0,49 11,71+0,57  10,14+0,81  11,02+0,41  10,5240,29 9,9940,69
(9/100g massa

corpdrea)

Pulmao 0,60+0,03 0,60+0,04 0,82+0,10 0,65+0,05 0,64+0,01 0,59+0,01
(9/100g massa

corpérea)

Coragéo 0,45£0,00 0,40+0,01 0,41+0,02 0,42+0,02 0,50£0,01°  0,51%0,02"
(9/100g massa

corporea)

Os dados correspondem a média £ E.P.M. de 07 animais/grupo estudados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. “p < 0,05
comparado ao grupo controle negativo com tumor (agua destilada).’p < 0,05 comparado ao
grupo controle positivo (5-FU 25mg/kg/dia).

A massa do figado do grupo associado EAMR 200 + 5-FU diminuiu (3,40 £ 0,24) em
relacdo a massa do grupo CTRL (-) (4,99 £ 0,15) (p < 0,05) e a massa dos grupos EAMR 100
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e 200 aumentou (6,24 = 0,28 e 6,28 = 0,31, respectivamente) (p < 0,05). Em relagcéo ao
coracao, o tratamento associado com 100 e 200 aumentou de forma significativa a massa do
coracao (0,50 + 0,01 e 0,51 + 0,029, respectivamente) (p < 0,05) quando comparado com 0
tratamento com o grupo CTRL (-) (0,45 £ 0,00) e CTRL (+) (0,40+0,01).

5.4.1.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Na Tabela 7 estdo expostos os resultados das avaliagdes dos parametros bioquimicos
TGP (ALT), TGO (AST), Ureia, Creatinina, Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina Total (BT) e
Fosfatase Alcalina (FA) obtidos por meio do sangue coletado dos animais transplantados com
S180, 24 horas posteriores ao ultimo dia de tratamento.Os resultados expressam modificacdes
(p < 0,05) no grupo EAMR 100 + 5-FU no pardmetro bioquimico ALT (28,0+1,4 U/L) em
relacdo ao grupo CTRL (-) (65,1£5,9 U/L) e grupo controle positivo (61,5+4,6 U/L). O grupo
controle positivo (168,8+28,9 U/L), EAMR 100 + 5-FU (166,9+21,9 U/L) e EAMR 200 + 5-
FU (155,4+17,6 U/L) diferiram em relacdo ao controle negativo com tumor (260,7+25,1 U/L)
(p < 0,05). A bilirrubina direta e indireta de todos 0s grupos ndo demonstrou alteraces.

Tabela 7. Efeito do EAMR associado ao 5-FU em relacdo aos pardmetros bioquimicos (ALT,
AST, Ureia, Creatinina, BD, BT e FA) em animais transplantados com tumor S180.

Droga Dose ALT/TGP  AST/TGO  Ureia Creatinin  BP BT FA
(mg/kg/dia)  (U/L) (U/L) (mg/dL) a(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L)

CTR ()

Com tumor

Veiculo - 65,31+5,9 260,7+25,1 36,7£2,2 2,0+0,1 0,11+0,01 0,24+0,02 40,6+3,2

(agua

destilada)

5-FU 25 61,5+4,6 168,8+28,9 35,0+4,6 2,1+0,1 0,11+0,01 0,28+0,02 30,2+1,3"

EAMR 100 100 75,0£2,7 217,3+18,5 39,0+3,4 1,940,1 0,11+0,01 0,27+0,03 19,2+2,4%

EAMR 200 200 48,5+4,6 224,4+19,4 33,4+3,2 1,9+0,07 0,12+0,01 0,31+0,07 22,6+4,3"

EAMR 100 100+25  28,0+1,4% 166,9+21,9* 486459  2,1+0,1 0,11+0,01 0,22+0,02 16,8+1,6"
+5-FU

EAMR 200 200+25 67,0473 1554+17,6* 36,4+40  2,240,1 0,12+0,02 0,31+0,05 25,8+1,7*
+5-FU

Valores de - 17,0-770 540-2980 42,0-610 0,10-0,90

Referéncia*

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 07 animais estudados pela analise de variancia de
uma via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. “p < 0,05 comparado ao grupo
controle negativo com tumor. °p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo (5-FU
25mg/kg/dia). *Valores obtidos do Banco de Dados do Biotério da Universidade Tiradentes.
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Com base nos resultados expostos, notou-se que 0S grupos tratados em associacéo
guando comparados com o grupo CTRL (-) apresentaram indicios de alteracdes (diminuicéao)
nos niveis de AST, ALT, e FA, com exce¢do do grupo EAMR 200 + 5-FU que ndo
apresentou variagao significativa em relagdo ao ALT, porém todos os resultados estdo dentro
dos valores de referéncia. Os parametros bioquimicos ureia, creatinina e bilirrubinas néo

apresentaram modificacOes significativas em nenhum dos grupos em estudo.

5.4.1.4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A Tabela 8 apresenta os resultados das avaliagdes dos pardmetros hematolégicos (HB,
HEM, HT, VCM, HCM, CHCM e PLT), a partir do sangue coletado dos animais
transplantados com S180, 24 horas posteriores ao Gltimo dia de tratamento.

Os grupos tratados com EAMR 100 e EAMR 100 + 5-FU mostraram modificacao (p <
0,05) no parametro hematol6gico Hemoglobina (8,7 £ 0,7 e 8,9 £ 0,5 g/dL respectivamente)
comparado ao grupo CTRL (-) (11,6 £ 0,1 g/dL) e grupo CTRL (+) (12,3£0,3 g/dL).

Os grupos associados EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU demonstraram
alteragbes (251,9 + 36,1 e 266,4 + 30,4 x 10° dL respectivamente) (p < 0,05) comparados ao
grupo CTRL (-) (486,1 + 16,5 x 10° dL) em relacdo & contagem de plaguetas. Os outros

paramentros hematol6gicos ndo demosntraram alteragdes significativas entre 0s grupos.

Tabela 8. Efeito do EAMR associado ao 5-FU em relacdo aos parametros hematoldgicos (HB,
HEM, HT, VCM, HCM, CHCM e PLT) em animais transplantados com tumor S180.

Droga Dose  HBg/dL HEM HT%  VCMfL HCMpg CHCM  PLT10°dL
(mglkg/dia) 10%/UL oldL

CTR () Com
tumor

Veiculo  (4gua - 11,6+0,1 6,5+0,2 31,3+0,9 49,6+0,8 17,3+0,7 36,4+1,4 486,1+16,5
destilada)

5-FU 25 12,3+0,3 6,7+0,3 32,4+15 48,3+0,6 16,6+0,8 38,4+2,0 221,0+23,6"
EAMR 100 100 8,7+0,7" 6,1+0,2 32,1+1,2 50,5+1,1 18,3+1,4 36,1+1,1 571,1+21,9"
EAMR 200 200 12,0+0,2 5,7£0,3 29,9£19 49,8+0,9 19,1+1,.2 37,3£1,8 446,7+30,1°

EAMR 100 + 5- 100+25 8,9+0,5™ 5,4+0,4 26,3+2,0 48,3+£0,5 18,4+1,0 37,519 251,9+36,1"
FU

EAMR 200 + 5- 200+25 12,2+0,5 6,5+0,1 32,4+0,8 47,7£0,4 19,1+1,2 38,1+2,0 266,4+30,4*
FU

Valores de - 10,2- 16,6 6,36—9,82 39-49

Referéncia*

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 07 animais estudados pela analise de variancia de
uma via (ANOVA) com pos-teste de Student Newman Keuls. “p < 0,05 comparado ao grupo
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controle negativo com tumor.’p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo (5-FU
25mg/kg/dia). *Valores obtidos do Banco de Dados do Biotério da Universidade Tiradentes.

As Tabelas 9 e 10 expdem os resultados analisados quanto aos parametros
hematoldgicos: leucdcitos totais, contagem diferencial relativa e absoluta de leucdcitos
(eosindfilo, linfdcito, neutrdfilo e mondcito), através do sangue coletado dos animais
transplantados com S180, 24 horas posteriores ao Gltimo dia de tratamento.

Os grupos tratados com o EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU apresentaram
modificagdes significativas (p < 0,05) no nimero total de leucécitos (0,9 x 10 + 0,1 e 0,7 x
10° + 0,06 células/uL, respectivamente) quando comparados ao grupo CTRL (-) (5,7 x 10°
+0,2 células/pL).

Em relacdo a contagem diferencial relativa de leucocitos houve modificacfes
significativas (p < 0,05) nos grupos tratados com EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU na
porcentagem de neutrdfilos (19,6 + 2,5% e 22,7 £+ 1,7%, respectivamente) e linfocitos (77,6 +
3,2 % e 75,5 + 2,8 %, respectivamente) em comparacgdo ao grupo CTRL (-) (36,1 + 3,5 % de
neutrofilos e 56,0 + 3,8 % de linfdcitos).

Em relacdo a contagem diferencial absoluta de leucécitos houve modificacdes (p <
0,05) nos grupos CTRL (+), EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU na porcentagem de
neutréfilos (0,082 + 0,0 x 103 pL e 0,150 + 0,02 x 10° uL, respectivamente), Eosinéfilos (0,0
+ 0,0 x 103 pL e 0,0 £ 0,0 x 108 pL, respectivamente), linfécitos (0,488 + 0,08 x 103 pL e
0,538 + 0,04 x 103 pL respectivamente) e Mondcitos (0,0 £ 0,0 x 103ul e 0,0 + 0,0 x 103 pL,
respectivamente) em comparacdo ao grupo CTRL (-) (2.487 + 158,3 x 10° p de neutréfilos e
56,0 + 3,8% de linfdcitos, 113,2 + 23,7 x 10% pL de eosinofilos, 2.790 + 0,2x 103 pL de
linfocitos e 174,2 + 32,1 x 103 uL de mondcitos).

Esse resultado evidencia a reducdo na quantidade de leucdcitos totais e uma
modificacdo em relacdo a taxa de neutréfilos e linfocitos na contagem diferencial relativa para
0s dois grupos com tratamentos associados, quando comparados com 0 grupo controle
negativo, além da modificacdo desses dois grupos em relacdo a taxa de neutréfilos,
eosinofilos, linfocitos e mondcitos na contagem diferencial absoluta, em relacdo ao grupo

controle negativo.
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Tabela 9. Efeito do EAMR associado ao 5-FU em relagdo aos pardmetros hematoldgicos
(contagem total de leucdcitos e contagem diferencial relativa de leucécitos) em animais

transplantados com S180.

Droga Dose Total de Cont Dif ial Relativa de Leucécitos (%)
. Leucécitos (103 ontagem Diterencia elativa de Leucoclitos (Yo
(mg/kg/dia)
cels/pL) —
Neutrdfilos L . .
Eosindfilos Linfocitos Monocitos
Segmentados
CTR (-) Com tumor
Veiculo (agua = 5,740,2 36,135 1,1+0,3 56,0+3,8 1,9+0,4
destilada)
5-FU 25 0,9+0,07" 24,6+2,0* 0,6+0,2 81,242, 7" 1,9+0,7
EAMR 100 100 5,1+0,4° 42 89+4,0° 1,5+0,4 54,5+3,7 1,9+0,5
EAMR 200 200 2,8+0,3" 49,4+2 1% 0,640,2 50,9+2,9 1,3+0,4
EAMR 100 + 5-FU 100+25 0,9+0,1* 19,6+2,5% 0,5+0,3 77,6+3,2* 1,940,9
EAMR 200 + 5-FU 200+25 0,7+0,06" 22,7+1,7* 0,3+0,2 75,5+2,8" 2,5+0,5
Valores de - 6-15 10 -40 0-4 55-95 1-4

Referéncia*

Os dados correspondem a média = E.P.M de animais estudados pela analise de variancia de
uma via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. "p < 0,05 comparado ao grupo
controle negativo com tumor. ® < 0,05 comparado ao grupo controle positivo (5-FU 25
mg/kg/dia). *Valores obtidos do Banco de Dados do Biotério da Universidade Tiradentes.

Tabela 10. Efeito do EAMR associado ao 5-FU em relacdo aos parametros hematoldgicos

(contagem absoluta de leucdcitos) em animais transplantados com S180.

Droga Dose

Contagem Absoluta de Leucocitos (103ul)
(mg/kg/dia)

Neutrofilos L . .
Eosinodfilos Linfécitos Mondcitos
Segmentados

CTR (-) Com tumor
Veiculo (Agua destilada) - 2.487+158,3 113,2+£23,7 2.790+0,2 174,2+32,1
5-FU 25 0,181+0,02* 0,0+0,0* 0,64+0,05" 1,68+1,6
EAMR 100 100 2.753+101,5% 118,8+46,0° 1.896+0,3% 109,2+21,5*
EAMR 200 200 1.443+121,9% 46,8+11,3 1.348+0,1" 75,5+26,5"
EAMR 100 + 5-FU 100+25 0,082+0,0" 0,0+0,0* 0,488+0,08" 0,0+0,0"
EAMR 200 + 5-FU 200+25 0,150+0,02* 0,0£0,0* 0,538+0,04" 0,0£0,0"

Os dados correspondem a média = E.P.M de animais estudados pela analise de variancia de uma
via (ANOVA) com pés-teste de Student Newman Keuls. “p<0,05 comparado ao grupo controle
negativo com tumor. ®p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo (5-FU 25mg/kg/dia).

O grupo CTRL (+) 5-FU apresentou modificagdes significativas (p < 0,05) no nimero
total de leucécitos (0,9 x 10® + 0,07 células/uL) e na contagem diferencial relativa de

leucocitos: taxa de neutrofilos (24,6 = 2,0%) e linfocitos (81,2 + 2,7%). Esse grupo
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demonstrou intensa reducdo na quantidade de leucdcitos totais (leucopenia grave) e
modificacdo na taxa de neutrofilos e linfocitos, depois de confrontado com o grupo controle
negativo. Além disso, o grupo controle positivo apresentou modificacGes significativas (p <
0,05) em relacdo a contagem absoluta para todos os quatro tipos de leucocitos, quando
comparado ao grupo controle negativo. Em relagdo a contagem diferencial relativa, os
eosinofilos e mondcitos ndo demonstraram nenhuma mudanca significativa entre os grupos
em tratamento.

Os grupos EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU néo apresentaram alteracfes
significativas (p < 0,05) em nenhum dos parametros hematoldgicos quando comparados ao
CTRL (+), ou seja, 0s grupos associados demonstraram uma diminuicdo no numero de

leucdcitos totais tdo severa quanto o CTRL (+).

5.4.1.5. ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA E HISTOMORFOLOGICA

- Analise descritiva dos tumores excisionados

Macroscopicamente os tumores excisionados formavam massas solidas irregulares e
volumosas nos grupos CTRL (-), EAMR 100 e EAMR 200, mas apresentaram reducao
expressiva de sua massa nos grupos CTRL (+) (5-FU), EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-
FU.

Os espécimes de S180 estavam representados por proliferacdo de células poliédricas,
cuboides e ocasionalmente ovoides dispostas em lencdis compactos, com pouco estroma
interveniente, sustentada por uma delicada rede vasculocapilar. Individualmente as células
neoplésicas exibiam citoplasma eosinofilico amplo e de limites bem definidos, e nucleos
volumosos, ora hipercromaticos ora exibindo cromatina finamente dispersa e um a dois
nucléolos proeminentes. Algumas células gigantes tumorais de nucleos disformes bizarros e
hipercromaticos podiam ser eventualmente observadas. As figuras mit6ticas eram abundantes
e exibiam morfologia predominantemente tipica em todas as fases (profase, metafase, anafase
e tel6fase), embora figuras de mitose atipicas (e.g. fusos metafasicos tri e tetrapolares)
pudessem ser eventualmente observadas, assim como alguns corpos apoptoticos Figura 17).

De permeio ao componente parenquimatoso tumoral era possivel evidenciar extensas
areas de necrose coagulativa (necrose tipo comedo) estruturadas sob a forma de trabiques (por
vezes conferindo ao componente proliferativo um arranjo pseudolobular) ou formando blocos

irregulares no interior dos lengo6is tumorais. As margens tumorais se mostraram irregulares e
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mal definidas em alguns casos, conferindo aspecto mais infiltrativo ao tumor, porém bastante
regulares e bem definidas em outros, emprestando uma aparéncia de crescimento tumoral por
expansdo. De forma geral, 0 estroma era bastante escasso e composto por tecido conjuntivo
fibroso delicado. Discreto infiltrado inflamatério peri e intratumoral, rico em linfdcitos,
também foi observado. Embolos tumorais eram achados raros (Figura 18).
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Figura 17. Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em HE de espécimes cirurgicos
de S180 implantado em roedores. (A) Células tumorais ora exibindo citoplasma amplo e
eosinofilico e ndcleos hipercromaticos pleomérficos e (B) ora apresentando aspecto mais
isomarfico, com ndcleos claros e nucléolos proeminentes. (C) Células gigantes tumorais, com
nucleos bizarros (circulos). Figuras mitéticas tipicas (setas brancas) nas fases de (D) préfase,
(E) metafase, (F) anafase e (G) tel6fase, bem como figuras atipicas (setas escuras) (H) como
fusos tripolares e (1) tetrapolares, e (J) profases atipicas eram comuns, (K) assim como corpos
apoptoticos (seta delgada). (L) infiltrado inflamatdrio linfocitico (Inf) podia ser notado entre
as células tumorais. (x400, x800).
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Figura 18. Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em HE de espécimes cirurgicos
de S180 implantado em roedores. (A e B) Presenca de extensas areas de necrose coagulativa
tipo comedo em meio as células tumorais viaveis. (C) Células tumorais ora comprimindo o
tecido muscular estriado esquelético periférico e (D) ora invadindo e dissociando este tecido,
(E) Células tumorais permeando e desorganizando o tecido adiposo subcutaneo (x100). (F)
Presenca de émbolos de células tumorais no interior de vasos sanguineos (linha tracejada)
(x400). Legenda: CT — células tumorais viaveis; NE — necrose coagulativa; TME — tecido
muscular estriado esquelético; TA — tecido adiposo subcutaneo.

Ao serem analisados separadamente, foi possivel observar algumas diferencas entre os
grupos. O grupo tratado com solucdo salina exibiu atipia citoldgica intensa, macica invasao,
dissociacdo e destruicdo de feixes de fibras musculares estriadas esqueléticas e formacao de

extensas &reas de necrose formando blocos sélidos intraparenquimatosos. Os tumores
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mostravam margens infiltrativas irregulares, permeando e invadindo o tecido subcutaneo
fibroso e adiposo circunjacente (Figura 19A e B). O grupo tratado com 5-FU apresentou
margens tumorais mais regulares, com menos infiltracdo periférica, e as areas de necrose
coagulativa eram delgadas e formavam trabiques intraparenquimatosos que conferiam ao

tumor um aspecto pseudolobular (Figura 19 C e D).

Figura 19. Fotomicrografias de sec¢des histologicas coradas em HE de espécimes cirurgicos
de S180 implantado em roedores. (A) Grupo Salina exibindo tumor com margens infiltrativas
e irregulares, invadindo e dissociando o tecido muscular periférico e (B) formando blocos
solidos intraparenquimatosos de necrose coagulativa. (C) Grupo 5-FU apresentando margens
tumorais regulares, com padrdo de crescimento mais expansivo e (D) faixas delgadas de
necrose coagulativa formando um padréo trabecular. Legenda: CT — células tumorais viaveis;
NE — necrose coagulativa; TME — tecido muscular estriado esquelético; TA — tecido adiposo
subcuténeo.(x100).

O grupo tratado com 100 mg/kg do extrato exibiu caracteristicas morfoldgicas
bastante semelhantes aquelas observadas no grupo salina, expressas por margens tumorais
infiltrativas e irregulares e necrose coagulativa formando lengois solidos intratumorais
(Figura 20A e B). Por outro lado, o grupo tratado com 200 mg/kg do extrato apresentou um

aspecto marginal mais regular e menos infiltrativo e trabiques necréticos delgados, a
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semelhanca dos achados evidenciados no grupo 5-FU (Figura 20C e D). Além disso, ambos
0s grupos tratados com a associagdo entre 5-FU e extrato, nas duas doses testadas (100 e 200
mg/kg) apresentaram caracteristicas histopatoldgicas bastante proximas daquelas observadas
no grupo 5-FU isoladamente (Figura 21).

Figura 20. Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em HE de espécimes cirurgicos
de S180 implantado em roedores. (A) Grupo tratado com 100 mg/kg do extrato exibindo
margens tumorais bastante infiltrativaso e (B) formando faixas espessas intraparenquimatosas
de necrose coagulativa. (C) Grupo tratado com 200 mg/kg apresentando margens tumorais
bem mais regulares e (D) trabiques de necrose coagulativa intratumoral. Legenda: CT —
células tumorais vidveis; NE — necrose coagulativa, TME - tecido muscular estriado
esquelético (x100).
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Figura 21. Fotomicrografias de sec¢des histologicas coradas em HE de espécimes cirurgicos
de S180 implantado em roedores. (A e B) Grupo tratado com 5-FU associado a 100 mg/kg e
(C e D) 200 mg/kg do extrato exibindo margens tumorais regulares comprimindo o tecido
muscular estriado esquelético periférico e trabiques delgados de necrose coagulativa
intratumoral. Legenda: CT — células tumorais vidveis; NE — necrose coagulativa; TME —
tecido muscular estriado esquelético (x100).

- Analise semiquantitativa de parametros histopatoldgicos de agressividade tumoral

A Figura 22 demonstra 0 numero médio de mitoses/campo histoldgico analisado entre
0s grupos tratados. O grupo 5-FU e associados 100 e 200 mg/kg diferiram sigificativamente
em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,001). O grupo EAMC 100 mg/kg néo diferiu
significativamente em relacdo aos controles negativo e positivo, ao contrario do grupo EAMC
200 mg/kg que diferiu siginificativamente em relagdo ao controle negativo (p < 0,01) e
também em relacdo ao grupo controle positivo (5-FU) (p < 0,05). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados os dois grupos associados entre si.
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Figura 22. Analise quantitativa do numero médio de mitoses/campo histoldgico (x400) nos
diferentes grupos experimentais. Dados expressos como média + E.P.M. Dados analisados
pela analise de variancia de uma via (ANOVA) com pés-teste de Tukey.  p < 0,001 e “p <
0,01 comparado ao grupo controle negativo. “p < 0,05 comparado ao grupo controle positivo
5-FU 25 mg/kg/dia.

- Analise descritiva dos 0rgéos excisionados

No exame macroscépico dos Orgdos excisionados dos grupos tratados, ndo houve
alteragcdes no formato, cor e consisténcia, com exce¢do do baco que reduziu de tamanho e do
coracdo gque aumentou de tamanho nos grupos associados, respectivamente. N&o foram
evidenciadas hemorragias ou necroses a nivel macroscopico.

Na andlise andtomo-patolégica e histomorfoldgica do bago (Figura 23) pdde-se
observar nos grupos CTRL (-), EAMC100 e EAMC200, o tecido esplénico exibindo foliculos
linféides extensos com didmetro variavel, caracterizados pela poupa branca, circundados pela
poupa vermelha (Figura 23 A, C e D). Essa mesma regido, apresentou-se reduzida nos grupos
controle positivo e associados (5-FU+EAMC100 e 5-FU+EAMC200) (23 B, Ee F),.

Como na andlise toxicoldgica ndo houve alteraces toxicoldgicas aparentes nos rins e

figado, estes ndo foram analisados histologicamente.



66

Figura 23. Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em HE de espécimes cirtrgicos
de bago de roedores com S180. (A, C e D) Grupo controle negativo, Grupo EAMC 100 mg
/kg / e Grupo EAMC 200 mg/kg, respectivamente, demonstrando regido da poupa branca
extensa. (B, E e F) Grupo tratado com 5-FU sozinho e associado a 100 mg/kg e 200 mg/kg de
extrato, respectivamente, exibindo atrofia da poupa branca (x100).
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6. DISCUSSAO

A planta medicinal Camomila (M. recutita) tem sido largamente empregada para
terapia de diversos distdrbios. Normalmente essa planta € consumida através de chés
preparados com as cabecas das flores secas, numa frequéncia de mais de um milh&o de copos
por dia (BHASKARAN et al., 2010; MCKAY; BLUMBERG, 2006; SPEISKY et al., 2006;
SRIVASTAVA et al., 2009). Estudos com modelos animais apresentaram efeitos positivos
em relacdo a varios extratos dessa planta ou de seus componentes isolados, especialmente
atividades anti-inflamatdrias, antimutagénicas e hipocolesterolémicas (MATIC et al., 2013).

Apesar de produtos naturais provenientes de plantas terem se tornado comuns como
terapias alternativas em todo do mundo, interacdes entre ervas, terapias combinadas validadas
e potenciais desfechos clinicos dessas associa¢cfes sdo temas de grandes discussdes (WANG
et al.,, 2013). As interagbes farmacodindmicas podem elevar ou reduzir o efeito do
medicamento, devido ao sinergismo ou antagonismo, ja as intera¢fes farmacocinéticas podem
influenciar na absorcdo e disposicdo do medicamento no organismo, resultando em
modifica¢Bes na concentracdo plasmatica do mesmo (OLIVEIRA; COSTA, 2004).

Em relacdo ao uso de plantas medicinais por pacientes em tratamentos
quimioterapicos em Sergipe, acolhidos na rede privada de saude do estado, dos 331
individuos entrevistados maiores de 18 anos, 49,55% (164) declararam fazer uso dessa pratica
milenar (CAETANO, 2016). A M. recutita (camomila) foi umas das plantas medicinais mais
citadas com 39,02% (64), sendo a justificativa do seu uso a “melhoraria da qualidade de vida”
(CAETANO, 2016). Desses pacientes, 21,95% obtém a planta de farmacias e 48,17% obtém
via internet/correios e supermercados, ou seja, amostras comerciais, por esse motivo, optou-
se, nesse trabalho, em adquirir esse tipo de amostra. Essa planta também foi uma das mais
citadas por seu uso, pela populagéo oncoldgica, no trabalho de Vieira (2008).

Através da observacdo e comparacdo do perfil cromatogrédfico do EAMR com os
perfis dos padrbes selecionados, foram identificados quatro picos/curvas para 0s compostos:
Luteonina, Acido cafeico, Rutina e Quercetina, os quais sdo citados na literatura como
presentes na M. recutita (NOVAKOVA et al., 2010). A Luteonina, Rutina e Quercetina sdo
flavonoides. Estes sdo os componentes fenolicos mais vastos na M. recutita (MLADENKA,
ZATLOUKALOVA; FILIPSKY; HRDINA, 2010). A literatura relata que os glicosideos de
flavonoides constituem a elevada fracdo de constituintes solUveis em agua na camomila. A
fracdo fendlica da camomila pode apresentar também &cidos fendlicos como o &cido

clorogénico, acido cafeico, acido vanilico, acido siringidico e &cido anisico; cumarinas:
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umbeliferona e herniarina; e flavonoides como agliconas e /ou glicosideos de: isoorientina,
luteolina, quercetina, apigenina e patuletina (NOVAKOVA et al., 2010).

O flavonoide isolado luteonina é citado como possuidor de atividades anticancerigenas
(MCKAY; BLUMBERG, 2006; SRIVASTAVA; GUPTA, 2007). A quercetina também ¢é
citada como possuidora de efeitos anticancer (INDAP et al, 2006) e a rutina como possuidora
de propriedades antioxidantes e efeitos inibitdrios de possiveis males oxidativos provocados
pelo H202 no DNA de linfécitos humanos (NOROOZI et al., 1998).

A luteolina, além da atividade anticAncer, ¢ também citada como um antioxidante
natural, descrita na literatura por inimeras atividades farmacoldgicas e possuidora de
atividade contra neoplasias malignas de pulméo, prostata, mama e célon. Sugere-se que esse
composto leva a morte da célula ativando as vias de apoptose, extinguindo as vias de
sobrevivéncia da célula, alem de levar a uma prisao do ciclo celular e senescéncia em algumas
celulas cancerosas (AMIN et al., 2009; JU et al., 2007; LEE et al., 2010; LIN et al., 2008;).
Em outros estudos com modelos animais, a luteonina reduziu a proliferagdo do tumor em
linhagens de células cancerosas de mama (MCF-7/6 e MDA-MB231-1833) e diminuiu, com
significancia, a ocorréncia de neoplasia maligna de colon, como também reduziu a quantidade
de tumores por rato (ATTOUB et al., 2011; MANJU; NALINI, 2007).

Os achados na literatura sobre as propriedades antioxidantes dos flavonoides, em
especial da luteonina e da rutina (AMIN et al., 2009; NOROOZI et al., 1998), podem explicar
a atividade antioxidante apresentada pelo EAMR utilizado no nosso estudo, o qual apresentou
uma CEsp (concentracdo efetiva de antioxidante requerida para sequestrar/gerar mudanca de
cor de 50% do radical livre DPPH) de 662,81 pg/mL (Figura 14).

Em relagdo a citotoxicidade in vitro, os dados obtidos referentes ao extrato
apresentados na Tabela 4, indicam que este ndo apresentou atividade citotoxica em nenhuma
das 5 linhagens de células tumorais avaliadas, nem na linhagem nao maligna. Apesar do nosso
extrato ndo ter apresentado atividade citotoxica nas células tumorais em estudo, extratos
aquosos e metanolicos de camomila, usados em outros trabalhos, apresentaram citotoxidade
para outras linhagens tumorais em concentra¢Ges maiores.

Nos estudos de Srivastava e Gupta (2007), foram avaliados os efeitos inibitorios da M.
recutita sobre o crescimento em algumas células malignas do cancer de prostata, como o
LNCaP (resposta ao androgénio; tipo selvagem p53), DU145 (refratario androgénico, mutante
p53) e PC-3 (refratario a andrégenos; p53 nulo), que simbolizam as distintas etapas da doenca

em progressdo. A exposi¢do ao EAMR da camomila, nas doses elevadas de 4000 pg / mL, no
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decorrer de 24 h, sucedeu em uma reducdo dose dependente da viabilidade celular, que
oscilou entre 9,8 a 37,2% ( LNCaP), 6,7 a 35,2% (DU145) e 8,6 para 33,4% (PC-3) em
concentracfes de 1000 - 4000 ug / mL. Os nimeros de CI50 dessas células, depois de 72 h,
variou de 2000 a 3000 pg / mL. Com o extrato metanolico de camomila houve uma reducao
da viabilidade das células de 25,4 a 61,9% ( LNCaP), 14,7 para 47,5% (DU145) e 16,3 a
55,6% (PC-3) em concentragdes de 100 a 400 pg / mL e os valores Clsp nessas células
oscilaram de 100 a 200 pg / mL.

De acordo com o0s autores, em outros tipos de células malignas como HelLa
(adenocarcinoma cervical), HT1080 (fibrossarcoma), RKO (carcinoma do célon) e T-47D
(carcinoma de mama), foi percebida diminuicdo no crecimento celular. A Clso, depois do
tratamento de 72 h com 0 EAMR, oscilou entre 1650 a 4000 pg / mL e com o metandlico
oscilou entre 165 a 300 pug / mL. A Clso, em ordem decresente, apresentou-se assim: T-47D>
HT1080 > HeLa > RKO.

Esses resultados demontram que a M. recutita pode provocar atividades inibitdrias
distintas em diferentes células cancerosas. Além disso, o tipo de extrato (aquoso, metandlico
ou outro) também resulta em uma exposicdo diferenciada dos contituintes ativos dessa planta,
além das distintas fracGes de ervas possuirem constituintes com quimica diferente podendo
demonstrar diferentes formas de atividades, segundo Srivastava e Gupta (2007).

No que se refere ao estudo in vivo, com a intencdo de avaliar os efeitos da associacéo
entre 0 EAMR e o antineoplasico 5-FU, foi realizada a avaliacdo da atividade antitumoral nos
animais sob diferentes tratamentos. No nosso estudo, a inibi¢cdo tumoral provocada pelo
CTLR (+) 5-FU foi de 68,4% (Figura 16). Esse resultado corrobora com os estudos de
Bezerra et al. (2006), Amaral et al. (2015) e Amaral et al. (2016), onde o 5-FU na dose de 25
mg/kg/dia demonstrou elevada atividade antitumoral apds 7 dias de tratamento, com
percentual de inibicdo de 76,7%, 69,4% e 63,7% respectivamente.

O 5-FU ¢é um dos antineoplasicos mais usados contra o cancer (DIASIO; HARRIS,
1989), ¢ um antimetabolito que age interferindo na duplicacdo e transcricio do DNA
(WOODCOCK et al., 1980). E muito usado para tratar neoplasias malignas de tumores
solidos como as gastrointestinais, ginecoldgicas, cabeca e pescoco, principalmente de mama e
colorretal (CASALE et al, 2004; GREM, 1997; WIGMORE et al., 2010). Trabalha impedindo
a proliferacéo celular, em especial, inibindo a enzima timidilato sintetase (TS), inibi¢éo esta,
que impede a sintese de timidina, crucial para a produ¢do do DNA (WIGMORE et al., 2010).
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Supbem-se que o figado seja 0 maior sitio para a metabolizac¢do do 5- FU (HO, 1986).
A enzima timidilato sintetase, por ser alvo do 5-FU esta associada a eficacia dessa droga.
Altas expressades dessa enzima estdo relacionadas a ocorréncia de resisténcia a 5-FU além de
resultados clinicos ruins (KURAMOCHI et al., 2008). A disponibilidade dessa droga para a
assimilacdo dentro da celula esta sujeita ao catabolismo da mesma nos tecidos corpéreos.
Apo6s a adminstragdo , ha destinos metabdlicos distintos para ele: em torno de 80% da dose
sofre inativacdo através de uma biotransformacdo, especialmente no tecido hepatico e cerca
de 15 a 20% s&o expelidos na diurese, ficando somente uma diminuta fracdo que continua
disponivel para realizar a¢do antitumoral (CASALE et al., 2004). A acdo do 5-FU nas células,
descrita na literatura, justifica a reducdo tumoral do grupo CTRL (+) e também dos grupos
associados nesse trabalho.

Apesar de varios farmacos citotoxicos, como o 5-FU, destruirem o tumor impedindo o
avanco da doenca, a grande parte deles é toxica para as células saudaveis, causando também
destruicdo em tecidos ndo afetados pela doenca. Esse fato limita a eficécia e a utilizagdo das
terapias antineoplasicas e real¢a a necessidade de buscar novos agentes que provoquem um
efeito minimo nos d6rgdos saudaveis (FAN et al., 2012; SUSANTI et al., 2012; TRIPATHY;
PRADHAN, 2013;). O 5-FU, por exemplo, pode provocar efeitos colaterais frequentes como
leucopenia, diarréia, anorexia, estomatite e nauseas, mielossupressdo, perda de peso, alopecia,
fotossensibilidade, hiperpigmentacdo, além de toxicidade cardiaca que pode levar a morte,
caracterizada como segunda causa de cardiotoxicidade provocada por quimioterapia (EL-
SAYYAD et al., 2009; SORRENTINO et al., 2012;).

Nesse contexto, a utilizacdo de principios ativos de vegetais tem sido foco na luta
contra o cancer e muitos metabolitos secundarios provenientes de plantas tém sido estudados
em relacdo a sua capacidade de tratar essa doenca, sendo que, em torno de 250 000 espécies
de plantas existentes, em mais de mil, foram descobertas propriedades anticancer
significativas (ALJURAISY et al., 2012; FAN et al., 2012; RAJKUMAR et al., 2009;). Além
disso, extratos de vegetais usados como terapias alternativas contra essa doenca tém
comumente reduzida toxicidade e custo reduzido (ALSHATWI et al., 2011)

Diante disso, a populacdo oncoldgica tem procurado alternativas contra o cancer, além
do tratamento tradicional, ora para melhorar a qualidade de vida, segundo a pesquisa de
Caetano (2016), ora para tratar enfermidades paralelas ao cancer, como problemas renais,
resfriados, processos infecciosos, nauseas, problemas gastrointestinas e insénia, de acordo

com Oliveira e colaboradores (2014), ou ainda, uma pequena parcela, para a cura da doenca
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propriamente dita, conforme os estudos de Vieira (2008). Grande parte tem associado 0 uso
de chas de ervas ao tratamento quimioterapico (CAETANO, 2016).

Baseado nessas informacdes, os tratamentos dos grupos experimentais associados
EAMR 100 + 5-FU e EAMR 200 + 5-FU refletem o tratamento concomitante utilizado pela
populacdo oncoldgica, sendo que o extrato foi administrado por via oral, simulando a
utilizacdo dos chas e o 5-FU administrado via intraperitoneal, simulando o tratamento clinico
do 5- FU, que é administrado por via parenteral (NOORDHUIS et al, 2004). A administracédo
de medicamentos orais, como chas sob forma de extrato, usados no nosso experimento, nao
tem a mesma eficicia de outros tipos de vias de administracdo, como a intraperitoneal,
principalmente devido aos efeitos da primeira passagem (UNDEVIA; GOMES-ABUIN,;
RATAIN, 2005).

A administracdo simultanea do 5-FU com o extrato da M. recutita nas duas doses (100
e 200 mg/kg/dia), demonstrou uma atividade eficaz para a diminui¢do do tumor experimental
S180. Esse resultado revelou que, ao contrario da menor dose associada (EAMR 100 + 5-FU),
que inibiu o crescimento tumoral da mesma forma ao controle positivo (66,1% e 68,4%,
respectivamente), a dose EAMR 200 + 5-FU apresentou maior taxa de inibicdo tumoral em
relacdo ao controle positivo (87,7% e 68,4%, respectivamente), mostrando maior taxa de
inibicdo tumoral também em relag&o a dose do EAMR 100 + 5-FU (diferenca de 21,6% entre
as duas) sugerindo uma potencializagdo do efeito do fa&rmaco.

Amaral et al. (2016) e Bezerra et al. (2008b) também tiveram resultados significativos
com associacdes entre 0 5-FU e o 6leo da Mentha x villosa, e 0 5-FU e a pirplatina,
respectivamente, quando comparados ao controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia). Nos estudos
dos autores, apesar das doses do antineoplasicos usados terem sido diferentes dos nossos
estudos (10 mg/kg/dia de 5-FU), além de diferir quanto a associacdo com 0Gleos naturais e
alcaloide, respectivamente, isso mostra a importancia das combinagdes entre as drogas
administradas, como também a escolha das doses, para modular a eficicia do tratamento e se
chegar a um efeito desejado.

As combinacbes de antineoplasicos, como o 5-FU, e outras terapias sdo muito
recorrentes no tratamento contra o cancer para melhorar as respostas bioldgicas dos
quimioterapicos. Entretanto a combinagdo adequada ainda € desconhecida, sendo 0 modelo
padréo de tratamento ainda discutido. Assim, 0 uso de terapias complementares envolvendo
plantas, tem sido utilizada em associagdo com tratamentos convencionais. Nesse contexto,

devido as estreitas janelas terapéuticas dos antineoplasicos, interacdes sinérgicas ou aditivas
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podem consequentemente aumentar os desfechos terapéuticos reduzindo as dosagens
necessarias de quimioterapicos (AJANI, 2005; CUI et al.,, 2005). A utilizacdo da
quimioterapia combinada também tem uma grande capacidade de diminuir a toxicidade de
drogas e influenciar na resisténcia aos farmacos (CHEN et al., 2015). Algumas férmulas
medicinais fundamentadas com plantas aprimoram os resultados clinicos da quimioterapia (LI
et al., 2008).

Sugere-se nesse estudo, que a M. recutita na dose de 200 associada ao 5-FU pode ter
melhorado a eficacia e/ou potencializado o efeito do 5-FU ou ter contribuido, juntamente com
esse farmaco (acdo sinérgica), para a reducdo do tumor, uma vez essa dose administrada
sozinha teve uma taxa de inibi¢cdo tumoral de 27,6% quando comparado ao grupo controle
negativo. Esse fato pode ter ocorrido devido essa planta possuir varias classes de flavonoides
e fendis que sdo indicados como importantes agentes contra o cancer (DASHWOOD, 2007;
SOOBRATTE; BAHORUN; ARUOMA, 2006), além de componentes antioxidantes citados
como possuidores de atividade quimiopreventiva, segundo Di Domenico e colaboradores
(2012).

Estudo realizado por WU et al. (2008), a luteonina, um dos flavonoides da M. recutita,
é descrito por sua atividade anticancer. Este composto aumentou a eficacia do antineoplasico
cisplatina no tratamento frente as células neoplésicas gastricas in vitro, pelo método MTT. O
tratamento feito com a cisplatina sozinha e associada a luteonina, mostrou que a associagao
apresentou maior inibicdo da proliferacdo celular em relacéo a cisplatina sozinha. Os autores
também sugerem a presenca de sinergismo. Apesar desses achados, a luteolina, segundo os
autores, ndo sensibilizou as células neoplasicas gastricas para outros antineoplasicos como 5-
FU, doxorrubicina e paclitaxel, mas também n&o relatou a possivel causa.

Esses dados, referentes a luteonina, reforcam a ideia do envolvimento desse composto
na reducdo tumoral nos nossos estudos, em especial no grupo tratado apenas com o EAMR de
200 mg, além da ocorréncia de um provavel sinergismo com o 5-FU, potencializando seu
efeito frente as células do S180, uma vez que estudos citam sinergismo desse composto com
a cisplatina. Conquanto, sdo importantes investigacdes aprofundadas para avaliar os efeitos
antineoplasicos da luteolina isolada frente as células do S180.

Srivastava e Gupta (2007) em seu estudos, citaram também que o0s extratos aquosos e
metandicos da M. recutita, propiciaram uma inibicéo da proliferacdo celular e impulsionaram
a apoptose em distintos tipos de células malignas. Os autores ainda elucidaram que distintas

fracbes de ervas possuem constituintes com quimica diferente podendo demonstrar diferentes
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formas de atividades. Os trabalhos de Nikseresht et al. (2017), corroboram os trabalhos de
Srivastava e Gupta (2007), quando citam que o extrato hidroalcodlico da camomila monitora
a inducéo do crecimento celular, além de interferir também na apoptose, advertindo ainda que
esses efeitos também dependem da concentracdo ou dose e tempo. Além do mais, esses
autores citam que o extrato dessa planta impede a colonizagdo e a dispersdo celular em
linhagens de células malignas, como por exemplo as de mama (MCF-7 e MDA-MB-468).

O estudo de Nikseresht et al. (2017), condiz também com 0 nosso experimento no que
diz respeito a inibicdo da disperséo e proliferacdo de células malignas e também em relagdo a
concentracdo ou dose e tempo, uma vez que, a maior dose do extrato de camomila (200
mg/kg/dia) associada surtiu maior efeito antitumoral do que a dose menor (100 mg/kg/dia)
associada. A dose maior sozinha demonstrou também uma pequena inibicdo tumoral em
comparacdo a dose menor sozinha que néo inibiu o tumor.

Srivastava e Gupta (2007) em seus trabalhos supdem que as atividades inibitorias do
crescimento celular através de extratos aquosos e metandicos dessa planta sdo baseadas na
ideia de que os glicosideos devem ser transformados em aglicona (grupamento nédo glicidico
que faz parte de um glicosideo e é sugerido como possuidor de maior atividade anticancer do
que glicosideos) para desempenhar suas atividades anticancerigenas. Pesquisas envolvendo
células malignas humanas de prostata tratadas com glicosideos de apigenina mostraram que 0
aglicona apigenina, apresenta atividades anticancerigenas provocando inibicéo da proliferacao
de células malignas. Esses dados nos sugerem a possibilidade da existéncia de glicosideos de
flavonoides nos nossos extratos (luteonina por exemplo) possuirem acbes semelhantes, uma
vez ( sdo descritos na literatura como anticancer.

Estudos com a quercetina também demonstraram efeitos anticancer, embora o seu
mecanismo de acdo ndo seja esclarecido. Sugere-se que a inibicdo do receptor de tirosina
quinase EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) pela quercetina, seja um fator diferencial
para a inducdo de apoptose em células tumorais, como as colorretais. Estudos demonstraram
também que a quercetina, administrada via i.p. por 7 dias de tratamento, em dose diferentes
(25, 50, 100 mg/kg/dia) causou prolongamento da sobrevivéncia de camundongos swiss com
S180 na forma ascitica, na dose de 100 mg/kg/dia (INDAP et al., 2006).

Indap e colaboradores (2006) ainda citam que, a quercetina pode apresentar resposta
promissora em combinagdo com o antineoplasico cisplatina em modelo de S180 ascitico e
relata que, combinar a quercetina, que é um inibidor da PI3K ( Fosfatidil-inisitol 3-quinase)

com o taxol por exemplo, outro agente quimioterapico, é eficiente para controlar a
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proliferacdo do carcinoma de ovario, provocando minimos efeitos adversos, em comparagao
com agentes isolados. A PKB ( proteina cinase B) € ativada pela fosforilacdo da PI3K, que ao
ser ativada pode acarretar ativacdo de inimeras outras proteinas da ceélula e fatores de
transcricao que vao culminar em alteracdo de processos metabolicos, proliferacéo,
diferenciacdo e estimulos anti-apoptoticos (NICHOLSON; ANDERSON, 2002). Esses
achados sugerem que a quercetina (presente no extrato) também possa ter interferido na acao
do 5-FU, potencializando seu efeito.

O 4acido cafeico, outro componente da M. recutita, € também citado como um
importante composto com atividades antioxidantes em alimentos, quando comparados a
outros compostos fendlicos como acido ferulico, p-cumarico e vanilico (SOARES, 2002).
Além disso, pesquisas com analogos de acido cafeico (AG490: inibidor JAK2/START3)
demonstraram a inibicdo da proliferacdo de células cancerosas, aumentando a sensibilidade
aos estimulos que induzem a apoptose pela inibicdo da via Jak2/STAT3 (JAK2: Janus quinase 2;
START3: ativadores de transcricdo em linfoma n&o-Hodgkin e mieloma). Inibidores dessa via, assim,
sd0 Vistos como promissores compostos para o tratamento contra neoplasias malignas (ALAS;
BONAVIDA, 2003).

Apesar dos estudos pré-clinicos enfatizarem que o uso de produtos naturais e ervas
sejam favoraveis, seu uso em humanos envolve vérias limitagBes, principalmente no que
tange a distribuicdo sistémica ineficaz e reduzida biodisponibilidade dos componetes naturais
ativos (OZCELIK; ORHAN; TOKER, 2006), além da possibilidade da ocorréncia de
interacfes medicamentosas. Para Wu et al. (2008), estratégias para elevar a biodisponibilidade
de substancias naturais potencialmente eficazes e dirimir os risco de toxicidade inesperada séo
cruciais.

Nesse sentido, quanto a analise de toxicidade e presenca de efeitos adversos no nosso
estudo, os animais do grupo associado EAMR 200 + 5-FU, apresentaram diminuicdo da
massa corpérea e fezes amolecidas, evidenciando a possibilidade do extrato ter potencializado
esses efeitos adversos do farmaco, que sdo bastante frequentes. Ainda, esses dados indicam
gue a associacdo poderia até aumentar a perda progressiva de massa corporea ao longo do
tratamento. Esse fato pode trazer consequéncias dramaticas ao paciente, uma vez que o 5-FU
tem acdo destruidora no epitélio gastrintestinal (RANG et al., 2012) além favorecer o
aparecimento de leucopenia, estomatite, nauseas e cardiotoxicidade (SORRENTINO et al.,
2012).
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A perda de massa corporea &€ uma caracteristica comum decorrente do tratamento com
quimioterapicos, isso porque esses farmacos atingem células que se renovam continuamente,
levando a alteracBes gastrointesinais (nauseas, vomitos, diarreia) e ainda mucosites e
estomatites, diminuindo assim o apetite. Os efeitos terapéuticos e tdxicos vao depender do
tempo de exposi¢do e da concentracdo da droga presente no plasma, além disso, a toxicidade é
relativa a varios tipos de tecidos corporais (INCA, 2017; RANG et al., 2012; SORRENTINO
et al., 2012). A associacdo pode ter potencializado o efeito adverso da perda da massa
corporea e a diarreia, podendo ter aumentado a biodisponibilidade da droga no plasma, como
cita Nikseresht e colaboradores (2017), quando afirmam que o efeito dos extratos de
camomila dependem da concentracdo ou dose e também do tempo.

Apesar da diminuicdo da massa corpdrea nos grupos associados, ndo houve diferencas
significativas no consumo de racdo e &gua, 0 que se sugere um aumento da taxa de
metabolismo nesses grupos, somando-se a ocorréncia de diarreia no grupo asssociado de
maior dose, 0 que provocou a diminuigdo do peso.

Ainda em relacdo a ocorréncia de efeitos adversos, nosso trabalho ndo corrobora os
trabalhos de Amaral et al. (2016) e Bezerra et al. (2008b), uma vez os autores obtiveram
resultados positivos com as associacdes entre o 5-FU e o 6leo da Mentha x villosa, e 0 5-FU e
a Pirplatina, respectivamente, frente a diminuicdo do efeito adverso de leucopenia, quando
comparados ao controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia). Nas duas associagdes houve melhora
da leucopenia, sendo esta revertida pela combinacdo. Além disso, apesar da associa¢cdo com o
5-FU néo ter aumentado a leucopenia induzida pelo quimioterapico sozinho, isso gera uma
preocupacdo em relacdo ao uso continuo desses tipos de associa¢Ges por individuos em
tratamento contra cancer.

Supde-se, nos nossos estudos, que os constituintes da camomila podem ter interferido
no mecanismo de processamento do 5-FU por meio do sistema enzimatico hepatico,
acentuando esse processo, segundo as descrices de NICOLETTI e colaboradores (2010).
Sugere-se também a probabilidade de interferéncia dos compostos da camomila na inibi¢do da
timidilato sintetase, enzima associada a eficacia desse medicamento de acordo com
Kuramochi et al. (2008).

De acordo com Talmadge et al. (2007), a perda de peso estd geralmente associada a
toxicidade e esta pode ser analisada também através da variacdo de massa dos 6rgaos. Nos
nossos estudos, além da perda de massa corporea, foi observada a atrofia esplénica dos trés

grupos tratados com o 5-FU (o controle positivo e os associados). Isso indica que as doses



76

associadas ndo amenizaram nem pioraram a toxicidade a nivel macroscépico do bago, uma
vez que ndo teve diferenca estatistica com o grupo controle positivo (5-FU). Em relacdo ao
figado, a dose de camomila de 100 mg/kg/dia associada ao 5-FU, pode ter sido menos toxica
em relacdo a maior dose, uma vez que nesse grupo o figado ndo reduziu de tamanho. N&o foi
observada mudanga significativa na massa dos rins dos grupos associados.

O bago € um orgdo linfatico com fungdo importante em relacdo tanto aos globulos
vermelhos como em relacdo ao sistema imune e o 5-FU pode causar uma supressdo
hematopoiética (CAO et al., 1998). A diminuicdo do bago € um efeito colateral que surge em
decorréncia do uso de grande parte dos quimioterapicos, culminando em uma atividade
imunossupressora da droga, caracteristica essa limitante na terapia contra a doen¢a, uma vez
que intensifica a suscetibilidade para processos infecciosos, a exemplo do 5-FU que causa
atrofia no bago reduzindo leucdcitos totais (BEZERRA et al., 2008b; BRITTO et al. 2011).
Nesse contexto, podemos supor que o extrato da M. recutita em associagdo com o 5-FU nas
duas doses em estudo néo interage de forma a se evitar a atrofia esplénica.

Segundo Bezerra et al. (2008b), o figado e o0s rins sdo Orgdos cruciais para
desintoxicacdo do organismo e em situacGes de intoxicacdo, seus volumes ou massas podem
ser modificados. Os rins, em especial, sdo citados como alvos dos efeitos tdxicos dos
farmacos, ja que apresentam elevado fluxo de sangue circulante e sdo estruturas responsaveis
por filtrar este, além de possuir importante papel enddcrino e participar expelindo produtos de
degradacdo (HENRY, 2008; PFALLER; GSTRAUNTHALER, 1998). Mudancas na funcéo
dos rins sdo um dos desfechos mais habituais de toxicidade farmacologica causada por
excrecdo de drogas e metabdlitos inapropriados (HENRY, 2008). Sugere-se, esse trabalho,
que ndo houve alteracdo renal entre os grupos em estudo.

Houve também um aumento significativo do coracdo nos grupos associados 100 e 200
mg/kg/dia, em relacdo aos grupos controles. A toxicidade cardiaca provocada pelas
fluoropirimidinas é um dos principais motivos de cardiotoxicidade desencadeada por
antineoplasicos, toxicidade esta que, envolvendo o 5-FU, engloba diversas ocorréncias como:
vasosepasmos da corondria, problemas de angina, infarto do miocardio, problemas
isquémicos, arritmias, cardiomiopatia e disfuncdo sinoatrial e atrioventricular
(SORRENTINHO et al, 2012). Estudos relatam que esse efeito tdxico no coracdo, pode
aparecer quando o 5-FU é administrado sozinho ou associado com dose intermediaria de
acido folinico (SCHOBER, et al., 1993). Um elevado risco para o aumento da toxicidade

também esta relacionada a doses mais altas de 5-FU ou tratamentos associados com outros
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quimioterapicos, como por exemplo a cisplatina (MEYER et al., 1997). Uma vez que no
nosso estudo, as doses associadas (100 e 200 mg) ao 5-FU teve efeito sobre a massa coracéo,
esse fato pode reforcar a ideia de que a combinacdo da planta com o medicamento, nesses
grupos, pode ter potencializado o efeito do 5-FU e consequentemente ter aumentado o efeito
adverso de cardiotoxicidade provocada por este quimioterapico. Estudos mais aprofundados
devem ser realizados para confirmar possivel correlacao.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, os niveis da enzima AST apresentaram-se
modificados no plasma sanguineo em ambos 0s grupos associados e grupo controle positivo
similarmente, em relacdo ao controle negativo. Os grupos associados ndo diferiram entre si
em relagdo a concentragdo dessa enzima no plasma, evidenciando que nenhuma das doses
associadas superou a resposta do antineoplasico sozinho, como também ndo houve
potencializacdo do efeito.

O motivo para a diminuicdo dos niveis dessa enzima nos grupos associados diz
respeito ao tumor S180, o qual desenvolve na regido axilar do animal, lesionando tecidos
como o tecido muscular, trauma mecanico esse, que culmina em alteracBes bioquimicas e
liberacdo das enzimaticas AST. A supressdo da atividade AST nos grupos tratados com o 5-
FU sozinho ou associado, em comparacdo com o controle negativo com tumor, € explicado
pela diminuicdo do tumor e, portanto menor danificagdo do musculo esquelético. Esses dados
comprovam uma diminuigdo na massa do tumor nos grupos com essa terapia, no entanto
danos no figado ndo podem ser confirmados apenas com a atividade dessa enzima (AMARAL
etal., 2016).

Em contrapartida, a ALT € encontrada em elevadas concentragfes dentro dos
hepatdcitos, tornando o seu aumento caracterizado por lesdo hepatica (HENRY, 2008). Nos
nossos estudos, as concentracdes de ALT ndo sofreram aumento consideravel, entre 0s grupos
associados, concluindo-se que ndo houve lesdo hepatica importante. Esses dados poderiam
representar achados sem tanta relevancia clinica.

Em relacdo a ureia e creatinina, os resultados desse trabalho mostram que nas doses e
no tempo de tratamento avaliado, ndo ocorreu toxicidade renal. A ureia € um produto
resultante da metabolizacdo dos aminoacidos, sintetizada a partir da amonia no ciclo da ureia
do figado (GROSS; WEHRLE; BUSSEMAKER, 1996). Ja a creatitina € um produto
resultante da degradacdo da creatitina muscular. Ambas sao filtradas através dos glomérulos,
porém esta Ultima ndo é reabsorvida pelos tibulos dos rins. A capacidade de filtracdo desse

metabdlito € um pardmetro singular para avaliacdo do desempenho do glomérulo
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(BRENNER; LEVINE, 2004). Também os grupos associados ndo apresentaram alteracdes das
BD e BT em relacdo ao grupo controle negativo.

Aproximadamentede 70% da bilirrubina é proveniente da degradacdo da hemoglobina
(Hb) de eritrécitos senescentes (< 300 mg/dia) e 20% séo provenientes de células da medula
degradadas precocemente e também de hematoproteinas do figado, por exemplo. A bilirrubina
liga-se a albumina e é carregada no figado, sendo entdo conjugada com acido glicurénico,
cujo destino é o duodeno, onde é hidrolisada a bilirrubina ndo conjugada. A Bilirrubina
conjugada (direta) esta elevada em patologias hereditarias e em lesdes hepaticas, ja a ndo
conjugada (indireta) esta elevada em doencas hemoliticas do sangue, patologias hereditarias e
no decorrer de terapias medicamentosas (WALLACH, 2009).

A fosfatase (FAL) alcalina mostrou-se diminuida nos grupos tratados com 5-FU
sozinho e também associados. A FAL € uma enzima fosfohidrolase, podendo ser encontrada
em elevadas concentracdes no tecido hepatico, no trato biliar e nos ossos. De modo geral,
qualquer hepatopatia intensa pode elevar as taxas dessa enzima, sendo mais intensa em
obstrucdo do trato biliar provocada por drogas. Ela é assim um marcador diferenciado da
atividade da membrana plasmatica e do reticulo endoplasmético durante terapias
medicamentosas e algumas doencas (WRIGHT; PLUMMER, 1974). As baixas concentracdes
de BD, BT e FAL, podem reforcar, entdo, a auséncia de dano hepético nos grupos em estudo

Em relagdo aos pardmetros hematologicos, o que chamou mais atencdo foi a
ocorréncia de plaquetopenia nos grupos associados e grupo controle positivo em relacdo ao
grupo controle negativo, no entanto comparando-se as doses associadas, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre elas. Esse resultado demonstra que a diferenga nas
dosagens das associagdes entre o extrato e o farmaco ndo implicou em potencializacdo desse
efeito adverso.

H& agentes quimioterapicos que sdo bastante agressivos a medula, cujas células sdo
bem sensiveis (KATZUNG, 2010). A mielossupressdo, condicdo em que a atividade da
medula dssea esta reduzida, € um dos efeitos colaterais do farmaco 5-FU (EL-SAYYAD et
al., 2009). Os gldbulos brancos (leucdcitos), glébulos vermelhos (hemécias) e também as
plaquetas sdo produzidos na medula 6ssea e podem ter sua sintese prejudicada, diminuindo
suas concentracdes no sangue. Os glébulos vermelhos permanecem circulando por mais
tempo que os leucdcitos. Este altimo, célula de defesa do organismo, circula por alguns dias e

depois se desloca para os tecidos onde atacardo possiveis micro-organismos invasores
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(KATZUNG, 2010). A plaquetopenia pode ter sido decorréncia da mielossupresséo
provocada pela a¢do da droga sozinha e associada, porém sem potencializacdo do efeito.

Ainda relacionado ao parametro hematoldgico, os eritrocitos permanecem no sangue
por mais tempo que os leucdcitos, dessa forma, anemias (queda de glébulos vermelhos no
sangue) sO seriam percebidas depois de alguns ciclos de tratamento com quimioterapia
(KATZUNG, 2010), isso pode justificar ndo termos encontrado redugdo dessas células no
sangue, ja que o tempo de tratamento foi curto (apenas 7 dias).

Neste trabalho o grupo 5-FU e 0s grupos associados apresentaram leucopenia em
comparagdo com o grupo controle negativo, ndo houve diferencga estatistica entre 0s grupos
associados e controle positivo. Isso demonstra que a associagdo nédo potencializou a
leucopenia a curto prazo, porém pode ter efeito mielossupressor (potencializado) a longo
prazo, além disso, estes grupos estdo tao sujeitos a infecgdes como o grupo controle positivo.

Quanto a contagem diferencial relativa de leucdcitos (%), os grupos tratados com a
associacao de drogas demonstraram alteracdes no percentual de neutréfilos e linfocitos. Ja na
contagem absoluta de leucdcitos os dois grupos associados apresentaram alteracdes
(diminuicéo) de todos os leucdcitos: neutrofilos, eosinofilos, linfocitos, mondcitos. Esse fato
mostra a presenca de efeitos imunossupressores diretos no sangue periférico, corroborando
com os estudos de Ferreira et al. (2016), que também observou a mesma diminuigdo nos
grupos tratados com 5-FU (25mg/kg/dia).

Em relacdo a andlise anadtomo-patologica e histomorfolégica dos tumores existiram
semelhancas entre 0s grupos e caracteristicas de malignidade, com a presenca de células
poliédricas, invasdo da musculatura esquelética e quantidade elevada de mitoses por campo
(Figura 18), principalmente nos grupos sem o tratamento com o 5-FU e associados. A
variedade genética e a flutuacdo do genoma das células malignas induzem a uma vasta
modificacdo fenotipica das células, dificultando o tratamento no cancer, além de propiciar o
aparecimento de resisténia (McCUBREY et al., 2015). Nesse contexto, compostos naturais de
plantas aparecem como uma Opgdo para superar a resisténcia ao tumor, uma vez que 0S
fitoquimicos podem atuar através de co-sinergismo quimico (MONCAO et al., 2015).

Nos grupos associados observaram-se também areas de apoptose, sugere-se que pode
ter sido induzida por possiveis componentes da camomila, como por exemplo a luteonina,
antioxidante natural, com indmeras atividades farmacoldgicas como a anticancer. Esse

composto leva a morte da célula ativando as vias de apoptose, extinguindo as vias de
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sobrevivéncia da célula, aléem de levar a uma prisdo do ciclo celular e senescéncia em algumas
células cancerosas (AMIN et al., 2009; JU et al., 2007; LEE et al., 2010; LIN et al., 2008).

Outros achados histopatologicos relevantes também foram encontrados como: padréo
de interacdo margens tumorais/tecido hospedeiro circundante, em que 0s grupos associados e
5-FU sozinho se mostraram menos infiltroinvasivos e com margens mais regulares quando
comparados aos outros grupos; padrédo e distribuicdo das areas de necrose, em que nos grupos
5-FU e associados foram vistas areas estreitas de necrose, em forma de trabiques, circundadas
por areas de células tumorais viaveis; e presenca de atividade mitética média por campo
histologico principalmente nos grupos ndo tratados com 5-FU e associados.

Alas e Bonavida (2003) também citam em suas pesquisas 0 aumentando da sensibilidade
aos estimulos que induzem a apoptose pela inibicao da via Jak2/STAT3 por analogos de acido
caféico (AG490: inibidor JAK2/START3) como ja foi supracitado. Isso demonstra a
possibilidade dos compostos presentes na camomila terem induzido a formacdo de corpos
apoptéticos nos grupos de 5-FU associados, porém testes de quantificagdo ou
semiquantificacdo devem ser realizados para a comprovacédo desses achados.

Quanto as analises histopatoldgicas do baco (Figura 24), houve reducdo da poupa
branca nos gupos tratados com o 5-FU e associados. O bago tem fungdo na formacdo de
linfdcitos, na destruicdo de eritrocitos e defesa contra invasores. A poupa branca produz
linfécitos, os quais sdo deslocados para a poupa vermelha, incorporado-se ao sangue presente
ali JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Nos grupos controle positivo e grupos associados, 0s
tratamentos, provavelmente, podem ter alterado essas areas do baco, suprimindo-as. Como na
anélise bioquimica ndo houve grandes alteracfes toxicoldgicas aparentes entre 0S grupos
tratados em relacdo aos rins e figado, estes ndo foram analisados histologicamente.

Finalmente, sugere-se nesse trabalho, que o tratamento associado do extrato da
Matricaria recutita com o antineoplasico 5-FU potencializou o efeito do 5-FU (aumentou a
sua eficacia) por agdo sinérgica para a maior dose, uma vez que houve uma maior diminuigédo
do tumor e um aumento da taxa de inibicdo tumoral, como também intensificacdo de alguns
efeitos adversos. Nesse contexto, apesar de estudos citarem que as associacdes entre
farmacos antineoplasicos e ervas podem aumentar a resposta a cada aplicacdo e reduzir a
possibilidade de resisténcia aos medicamentos, além de poder atuar em fases distintas do ciclo
celular (MORINAGA et al., 2003), essas combinagdes também demonstram resultados que
requerem alerta, uma vez que podem ocasionar efeitos inesperados ou intensificar os efeitos

adversos.
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Neste trabalho, sugere-se que a associagéo contribuiu para a potencializacdo de alguns
efeitos adversos do 5-FU, como perda severa de massa corpdrea e diarreia no grupo de maior
dose associada e alteracdo da massa do coracdo nos dois grupos associados. Outros efeitos
adversos como mielossupressdo (plaquetopenia e leucopenia) e atrofia esplénica, surgiu
similarmente tanto nos grupos associados como no grupo controle positivo. 1sso demonstra
gue o extrato associado ndo conseguiu amenizar esses efeitos adversos, como também néo os
intensificou, porem sugere-se potencializacdo do efeito em longo prazo. A intensificacdo dos
efeitos adversos é um dado importante para ser discutido, uma vez que, segundo Bezerra et al
(2008b), ha a possibilidade de elevadas incidéncias de internacGes por toxicidade, o que leva a
interrupcOes das terapias, elevando a taxa de ineficacia da quimioterapia.

De todo modo, o extrato de camomila foi eficiente para aumentar a resposta
antitumoral do 5-FU, mas ndo reduziu os efeitos adversos induzidos por esse farmaco.
Estudos posteriores devem ser realizados para compreender melhor 0s possiveis mecanismos

de acdo e interagdes entre ambos.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados e discussdes apresentados, concluiu-se que a Matricaria
recutita usada nesse estudo apresentou compostos bioativos anticancerigenos e antioxidantes
importantes, o que refletiu na regressdo da massa tumoral e no aumento da inibi¢ao tumoral in
vivo, porém com auséncia de citotoxidade in vitro.

O efeito da associacdo da planta com o farmaco antineoplasco 5-FU mostrou a
potencilizacdo da acdo da droga frente a diminuicdo da massa tumoral demonstrando a
existéncia de sinergismo entre seus compostos. A associacdo potencializou também alguns
efeitos adversos do 5-FU como a perda de peso, diarreia e alteracdo na massa do coracao, sem
amenizagdo de outros efeitos adversos importantes como leucopenia e plaquetopenia. Estes
achados demonstraram que as plantas medicinais, em especial a M. recutita, tem importante
papel em terapias medicamentosas oncoldgicas associadas, e, portanto, € de grande interesse
para a industria farmacéutica e empresas de chas.

Esse trabalho tem um cunho translacional, pois reflete um resultado de uma pesquisa
basica in vivo para uma vertente clinica e vice e versa, objetivando alertar, através de dados
consistentes, a populacéo geral e a comunidade cientifica, quanto a existéncia de sinergismos
e potencializagdo de efeitos decorrentes de associagdes entre plantas medicinais e
antineoplasicos. A realizacao de estudos futuros é importante para a descoberta dos provaveis

mecanismos de acdo envolvidos nas associacOes estudadas nesse trabalho.
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ANEXO A —Protocolo de acompanhamento de Sinais e Sintomas

Sinais Indicativos de Sofrimento:
A) Foi formulada uma tabela a fim de avaliar alguns parametros para a sinalizacdo de dor, tais

como: movimentagéo, agitacdo, vocalizacdo, presenca de feridas abertas ou ulceracdo da pele,
agressividade, sinais que evidenciam toxicidade, alteragdo no consumo de &gua e racao dos
animais durante os nove dias de experimento. Essa tabela foi elaborada e adaptada com base
nos artigos de WALL (1994) e MICH & HELLYER (2009).

B) Na tabela constam os parametros qualitativos (tipo de comportamento) e quantitativos
(escores) avaliados para cada animal em experimentacdo, com uma frequéncia diaria durante
periodo de experimentacao.

C) Os animais que apresentarem comportamento com mais de 2 parametros alterados e niveis
de escores elevados (escore de 2 ou maior) serdo sacrificados a fim de minimizar seu
sofrimento (parametros preconizados pela OECD).

D)ESCORES DE CORTE

Comportamento alterado: Os animais que demonstrarem sinais intensos e persistentes de
dor e sofrimento serdo sacrificados por intervencdo humana, incluindo o animal que
apresentar dificuldade ao andar, se alimentar, brusca reducdo de peso, agressividade
(dificuldade ao manipular o animal), apresentar salivagdo em excesso e/ou presenca de
vomitos, diarreia, ulceragdes ou sangramentos.

Pontuacao Nivel de dor: 0 Sem dor, 1 Dor ligeira, 2 Dor moderada, 3 Dor intensa e 4 Dor
excruciante.

Referéncia

Mich & Hellyer. Classificacdo da dor: Adaptada de: The Ohio State University Veterinary
TEAMChing Hospital Pain Scale and Pain Management Form. 2009.

WALL, P.D. Defining “pain in animals”. In: SHORT, C.E., POZNAK, A.V. Animal pain.
New York : Churchill Livingstone, cap.3. 63-79, 1994.
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Ficha de acompanhamento individual de sinais e sintomas durante periodo de
execucdo do experimento.

Ficha de acompanhamento — ANIMAL Grupo

SINAIS E SINTOMAS

Dias de Experimento

1°

20

30

2°

5o

5°

70

g°

9°

1- Movimentag&o

Normal (0)

Pouca (1)

Nenhuma (2)

2 — Agitagéo

Calmo / Atento (0)

Moderada (1)

Acentuada (2)

3 - Vocalizagdo

Néo gane (0)

Gane pouco (1)

Gane intenso (2)

4 — Agressividade

Sim (D)

Néo (0)

5 — Feridas ou ulceragdes

Sim (1)

Néo (0)

6 - Sinais evidentes de toxicidade

Salivacgéo (0)

Vomitos (1)

Diarreia (2)

7 - Alimentag&o e ingestao hidrica

Normal (0)

Reduzida (1)

Insuficiente (2)

8 — Escores de dor

Sem dor (0)

Dor ligeira (1)

Dor moderada (2)

Dor excruciante (3)
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ANEXO B -Declaragio do CEPA (Comité de Etica em Pesquisa com Animais)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COORDENAGAO DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo de interagdes entre plantas medicinais e o

farmaco antincoplastico S-fluorouracila aplicados em camundongos transplantados com o

tumor sarcoma 180 ", registrada com o n° 60/2016, sob a responsabilidade da Prof*. Dr*, Adriana

Andrade Carvalho que envolve a produgao, manutengiio ou utilizag@o de animais pertencentes ao

filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
13

acordo com 0s preceitos da Lei n° 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Control

: e de Experimentagio
_ Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO U

SO DE ANIMAIS (CEUA)
da Universidade Federal de Sergipe, em reunifio de 20/02/2017.
. Finalidade L) Ensino (X ) Pesauisa Cientifica |
Vigéncia da awtorizacdo _ Inicio: 01/07/2016, Término: 01/07/2017 |
: Espécie/linhagem/raca Camundongo Heterogénico
N° de aimais e R
) Peso/ldade  25-30g/60 dias e |
f Sexo e M

‘ Biotério Setorial do Departamento de
Oni Fisiologia da UFS.
. ‘Origem : g >
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Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
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