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TELES, AMANDA MARA. CARACTERIZAGAO DE METABOLITOS E ATIVIDADE
CITOTOXICA DO EXTRATO DE Penicillium purpurogenum DE AMBIENTE MARINHO
EM MODELO DE CANCER DE MAMA IN VITRO E IN VIVO. Tese (Doutorado em
Biotecnologia). Programa de Pé6s-Graduagdo em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia, Ponto Focal Universidade Federal do Maranh&o, Sao Luis - MA, 2020.
RESUMO

O microfungo € uma fonte promissora e ainda pouco explorada de novas substancias
quimicas direcionadas a atividade antitumoral, que neste cenario representam uma area
com potencial de desenvolvimento. Para melhor elucidar o papel do extrato de Penicillium
purpurogenum, este estudo investigou o efeito antitumoral in vifro em células tumorais de
mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e em modelo in vivo de tumor murino de Ehrlich. O extrato
de P. purpurogenum foi fermentado por 21 dias, filtrado, concentrado e liofilizado, dando
origem a dois extratos: de acetato de etila do caldo (FR1) e da biomassa micelial (FR2).
Para a determinacdo da composicao quimica dos extratos foi realizado analise quimica por
infuséo direta (ESI/MS). Para avaliagdo da citotoxicidade foi utilizado o ensaio de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]),com as linhagens de cancer de
mama nos tempos de 24, 48 e 72 horas. No ensaio in vivo com tumor de Ehrlich foram
utilizados camundongos da linhagem Swiss fémeas separadas em sete grupos
(n=10/grupo). O tratamento intraperitoneal foi feito diariamente, com solugéo tampéo fosfato
no grupo controle negativo (CTL-), com ciclofosfamida (25 mg/kg) no grupo controle positivo
(CTL+) e com o extrato de fungo (FR1) nas doses 4, 20 e 100 mg/kg no grupo experimental.
Metade dos animais de cada grupo foram eutanasiados 15 dias apés o inéculo do tumor, e a
outra metade foi mantida viva para acompanhamento da sobrevida. O desenvolvimento
tumoral foi avaliado pelo peso dos animais, volume e area da pata inoculada e, apés a
eutanasia, o peso tumor. O sangue total foi coletado para determinacdo de parametros
hematolégicos. Bago, médula e linfonodo drenante foram obtidos para realizagdao da
contagem das células linfoides. Fragmentos da pata com tumor, rim e figado foram
avaliados histopatologicamente. Os resultados da analise quimica demonstraram que os
extratos FR1 e FR2 s&o ricos em meroterpenoides. Na avaliagdo in vitro o extrato FR1
apresentou citotoxicidade com 1C50, mas baixos quando comparados a FR2, para MCF-7
com ICso de 43,97ug/mL, 23,01ug/mL e 13,85ug/mL, enquanto que, para a MDA-MB-231,
ICs0 de 170ug/mL, 44,60ug/mL e 25,46ug/mL em 24, 48 e 72h, respectivamente. Na
verificagdo do indice de sensibilidade (IS) foi observado que ambos os extratos mostraram
uma melhor seletividade do que as drogas padrdes. No ensaio in vivo, o desenvolvimento do
tumor apés tratamento demonstrou que os grupos tratados com FR1, em todas as doses, e
CTL+ apresentaram uma redugédo significativa da area do tumor quando comparados ao
CTL-. O tratamento com FR1 promoveu ainda um aumento da expectativa de vida dos
animais portadores de tumor. A celularidade dos 6rgaos linfoides dos animais tratados com
FR1 apresentou uma redugado dose dependente quando comparadas ao CTL-. Ao avaliar as
citocinas no soro dos animais, a produgéo de TNF-a foi maior no grupo sem indugéo tratado
com o extrato quando comparado ao CTL-. Nao houve alteracdo dos parédmetros
hematoldgicos analisados em nenhum dos grupos. Em relagao a analise histopatologica, os
grupos tratados com o extrato nas doses de 20 e 100mg/kg apresentaram infiltrados
inflamatorios menos intensos. Os grupos tratados com maior concentragdo do extrato
exibiram menores areas de necrose. Estes resultados indicam que o extrato de P.
purpurogenum exibe propriedade antitumoral, sugerindo ainda que seu papel
imunomodulador estaria envolvido nessa resposta.

Palavras-chave: Cancer, tumor de Ehlich, Penicillium purpurogenum, antitumoral,
meroterpenoides, MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A



TELES, AMANDA MARA. CHARACTERIZATION OF METABOLITES AND CYTOTOXIC
ACTIVITY OF Penicillium purpurogenum EXTRACT DERIVED FROM A MARINE
ENVIRONMENT IN AN /N VITRO AND IN VIVO BREAST CANCER MODEL Thesis
(Doctorate in Biotechnology). Post-graduate Program in Biotechnology of the Northeast
Network of Biotechnology, Focal Point Federal University of Maranh&o, Séo Luis - MA, 2020.

ABSTRACT

Microfungi are a promising yet unexplored source of new chemical substances with antitumor
activity, which in this scenario represent an area with potential for development. To further
elucidate the role of Penicillium purpurogenum extract, this study investigated the in vitro
antitumor effect on breast tumor cells (MDA-MB-231 and MCF-7) and an in vivo murine
Ehrlich tumor model. P. purpurogenum was fermented for 21 days, filtered, concentrated and
lyophilized, giving rise to two extracts: ethyl acetate extract of the broth (FR1) and of the
mycelial biomass (FR2). For the determination of the chemical composition of the extracts a
chemical analysis was performed by direct infusion (ESI/MS). For the evaluation of the
cytotoxicity, a MTT [(3-fluorouracil-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide] assay was
performed with cancer cell lines in the times of 24, 48 and 72 hours. In the in vivo experiment
with Ehrlich's tumor, Swiss females were separated into seven groups (n = 10 / group). The
intraperitoneal treatment was done daily with phosphate buffer solution in the negative
control group (CTL-), with cyclophosphamide (25 mg/kg) in the positive control group (CTL+)
and the fungus extract (FR1) at doses 4, 20 and 100 mg/kg in the experimental group. Half of
the animals in each group were euthanized 15 days after tumor inoculation, and the other
half was kept alive for survival follow-up. Tumor development was evaluated by the weight of
the animals, volume and area of the inoculated paw and, after euthanasia, the tumor was
weighted. Total blood was collected for the determination of haematological parameters.
Spleen, medulla and draining lymph node were obtained for lymphoid cell count. Fragments
of the paw with tumor, kidney and liver were histopathologically evaluated. The results of the
chemical analysis demonstrated that extracts FR1 and FR2 are rich in meroterpenoids. In the
in vitro evaluation, the FR1 extract presented cytotoxicity for MCF-7 with IC50 values of
43.97ug / mL, 23.01ug / mL and 13.85ug / mL. For MDA-MB-23, IC50 values found were of
170 pg / mL, 44.60 pg / mL and 25.46 ug / mL in 24, 48 and 72 h, respectively. All these
values were lower when compared to FR2. In the verification of the sensitivity index (SI) it
was observed that both extracts showed a better selectivity than the standard drugs. In the in
vivo assay, tumor development after treatment demonstrated that the FR1, at all doses, and
CTL + treated groups showed a significant reduction of tumor area when compared to CTL-.
Treatment with FR1 also promoted an increase in the life expectancy of the tumor bearing
animals. The cellularity of the lymphoid organs of FR1 treated animals presented a dose-
dependent reduction when compared to CTL-. When evaluating the cytokines in the serum of
the animals, TNF-a production was higher in the non-induction group treated with the extract
when compared to CTL-. There was no change in the haematological parameters analyzed
in any of the groups. Regarding the histopathological analysis, the groups treated with the
extract at doses of 20 and 100 mg/kg presented less intense inflammatory infiltrates. The
groups treated with higher concentrations of the extract showed smaller areas of necrosis.
These results indicate that the extract of P. purpurogenum exhibits antitumor property,
suggesting that its immunomodulatory role would be involved in this response.

Key words: Cancer, Ehlich tumor, Penicillium purpurogenum, antitumoral, meroterpenoids,
MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma doenca de grande complexidade, tratando-se de uma
patologia multifatorial em que estdo envolvidas diversas vias bioquimicas e
imunoldgicas. Esta doenga € caracterizada por um crescimento anormal de células
além dos seus limites, o que pode ocasionar a invasao de partes adjacentes do
corpo ou mesmo a migragao de células tumorais para outros érgaos, processo
denominado metastase, que € a principal causa de morte por cancer (WHO, 2015).

Dentre os diversos tipos desta doenga, encontra-se o cancer de mama (CM)
como a neoplasia de maior incidéncia na populagao feminina mundial (GLOBOCAN,
2008; JEMAL et al., 2011). O CM é uma das principais causas de oObito por cancer
feminino no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2018), que chegou a 17.572 obitos em
2018 (INCA, 2020; FERLAY et al., 2010). No Brasil foram estimados
aproximadamente 59.700 casos novos de cancer de mama, para cada ano do biénio
2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2018)

Com isto, estudos avangcam no desenvolvimento de melhores métodos
diagndsticos e de tratamento para o CM. Em 2019, mais de vinte e quatro mil
publicagbes foram registradas na pagina eletrbnica da US National Library of
Medicine National Institutes of Health (PubMed) afirmando uma enorme busca por
novas estratégias terapéuticas frente ao cancer em todo mundo.

Com base na quantidade de pesquisas relacionadas ao CM, observa-se que
existe uma necessidade urgente de desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
ou preventivos para esse cancer. Dentro disto, os fitomedicamentos ou fitoterapicos
recebem destaque na literatura com novos mecanismos moleculares fornecendo
uma area potencial para tal desenvolvimento (SHANG et al., 2018). Portanto,
substancias bioativas em potencial estdo sendo desenvolvidas e/ou extraidas com
base na sua atividade seletiva contra alvos moleculares relacionados ao cancer
(KUSARI et al., 2012).

Essas substéncias bioativas podem ser obtidas através de microrganismos e
por seus metabdlitos que demonstram potenciais anticancerigenos, tornando-se alvo
de diversas pesquisas em explorar tais atividades dos mesmos frente a linhagens
celulares do CM (CALDERANI et al., 2018). O interesse de pesquisas em

microfungos como fonte de componentes ativos tem tido um notavel aumento, e uma



atencao particular foi dada ao Penicillium que surgem como grandes produtores de
meroterpendides e suas aplicagbes ja sdo usadas em diversas areas da medicina e
biotecnologia, como anticancerigenos ou agentes imunomoduladores (SAMSON et
al., 2014).

Dentre os fungos do género Penicillium, destaca-se o Penicillium
purpurogenum como um fungo de ambiente marinho, sendo fortemente enfatizado
por seu potencial biolégico, demostrando possuir metabdlicos secundarios presentes
e interessantes para estudos antitumorais.

Essa espécie, acompanhando as propriedades do seu género, apresenta uma
constituicdo rica em meroterpendides, e os estudos tém comprovado que o extrato
de P. purpurogenum tem um potencial anti-cancerigeno e anti-inflamatério
correlacionando a agbes biolégicas aos metabdlitos secundarios presentes. A
afirmacao anterior € comprovada por Chai et al. (2012) e Wu et al. (2014) ao
estudarem o extrato do P. purpurogenum de ambiente marinho, onde observaram a
presenca de metabdlitos secundarios com potencial anti-cancerigeno. Li et al. (2017)
demonstraram que a cepa de P. purpurogenum MHZ 111 possuia meroterpendides
com propriedades anti-inflamatérias. Xia et al. (2017) e Wu et al. (2015) ao
pesquisarem a cepa de P. purpurogenum G59 observaram que os metabdlitos
presentes tinham efeito citotoxico frente a linhagem K562.

Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal do Maranhao (UFMA), pesquisou-se a presenga de fungos em
solos e ambientes marinhos da regiao litoranea maranhese e foi encontrada cepa de
P. purpurogenum. Esta encontra-se depositada na colegédo de fungos do Laboratério
de Micologia localizado no Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada da Universidade
Federal do Maranhao e foi cedido pela Dra. Geusa Felipa de Barros Bezerra.

A presenca deste fungo propiciou pesquisas produzindo extrato de fungo e
caracterizando quimicamente esse extrato assim como demonstrar uma efetiva
atividade antitumoral in vitro e in vivo nunca antes descrita para uma cepa P.
purpurogenum da regido maranhense, de ambiente marinho poluido e que néo
sofreu nenhuma mutacdo em laboratorio. Considerou-se, ainda, o fato de ser uma
cepa de fungo que pode ser cultivada em larga escala, sendo capaz de produzir
metabdlitos extra e intracelulares, gerando farmacos e/ou medicamentos que podem

ser usados como adjuvantes no tratamento de cancer.



Teve-se como hipotese que o extrato de fungo de ambiente marinho poluido
que nao sofreu mutagdo em laboratoio atua seletivamente contras células de cancer
de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), além de melhorar a resposta dos camundongos
portadores do tumor sélido de Ehrlich. Diante disto, surge o interesse desta pesquisa
por metabolitos derivados de um microrganismo que possam ser utilizados como

prototipos de novos medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

e Caracterizar os metabdlitos e avaliar o potencial antitumoral in vitro e in vivo

de extrato de P. purpurogenum em linhagens de cancer de mama.

2.20bjetivos Especificos Realizados

e Obter e caracterizar quimicamente os extratos de P. purpurogenum;

e Determinar por meio de Espectrometria de Massa Tandem com lonizag&o por
Electropulverizagdo (ESI-MS/MS) componentes quimicos presentes nas
amostras de extrato de fungo;

e Verificar o potencial citotéxico dos extratos de fungo sobre linhagem de
adenoma carcinoma mamario receptor hormonal positivo MCF-7 e receptor
hormonal negativo MDA-MB-231 e na célula de mama normal MCF-10A;

e Avaliar no modelo de tumor de Ehrlich a atividade antitumoral do extrato de
fungo com maior potencial citotoxico in vitro;

e Estimar a sobrevida dos animais tratados com extrato em presenga ou nao
do tumor de Ehrlich;

e Aferir a celularidade dos érgaos linféides (bago, medula e linfonodo) nos
animais com tumor de Erlich tratados com fragao de P. purpurogenum;

e Pesquisar os paradmetros bioquimicos e citocinas no soro de animais com

tumor de Erlich tratados com fragao de P. purpurogenum;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais sobre o cancer

O cancer é uma das doencas mais desafiadoras para ciéncia desde o século
XIX (BELLO, 2010). Esse termo derivado do grego Karkinos e do latim cancri,
significa “caranguejo”. Tal comparagédo possui semelhanga entre as veias dilatadas
de um tumor e as pernas do animal, assim como também pela agressividade e
imprevisibilidade de ambos (BUENO, 2003).

Os primeiros registros da doenca decorrem do Egito, onde os primeiros
relatos foram gravados com ideogramas sobre laminas delgadas de papiros, no ano
1.600 a.C. em que se encontra a descricdo de quarenta e oito casos médicos de
forma bastante racional e dedicado a clinica cirdrgica. Um dos casos € intitulado
como “Instrucdes relativas a tumores protuberantes nas mamas” e representa o
primeiro registro de descricao de um cancer de mama (CM). (BLAND&COPELAND,
1993; BELLO, 2010).

O processo de descri¢gao dos tipos de cancer teve um relativo progresso com
a invencao do microscopio em 1529 quando se estabeleceu a importancia da
anatomia na descri¢gdo e no diagndstico de diversos tipos de cancer (SUTELIFFE,
1992). Mesmo com todo o processo de descrigdo dessas doengas em diversas
partes do mundo, sé no final do século XIX e inicio do século XX é que o cancer
comega a surgir nos paises desenvolvidos como um problema de saude publica em
substituicdo as doencas endémicas (BELLO, 2010).

Neste periodo, ocorreu o processo de reorganizagao global que determinou
grande modificagdo nos padroes de saude-doenga no mundo, a transigao
epidemioldgica. Essa transicdo se deu pela mudanga no perfil de mortalidade com
diminuicdo da taxa de doengas infecciosas e aumento concomitante da taxa de
doengas crénico-degenerativas, em especial as doengas cardiovasculares e o
cancer (GUERRA et al, 2005).

O céncer é a uma das principais causa de morte em todo o mundo,
representando cerca de 9,6 milhdes de mortes, ou uma em cada seis mortes, em
2018. O cancer de pulmao, préstata, colo-retal, estdmago e figado sdo os tipos mais
comuns de cancer em homens, enquanto mama, cancer colorretal, pulmonar,

cervical e tiredide sdo os mais comuns entre as mulheres (WHO, 2018).
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Aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa e
média renda. S6 no Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta
qgue ocorrerao 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer
de pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177
mil), seguido pelos canceres de mama e proéstata (66 mil cada), célon e reto (41 mil),
pulmao (30 mil) e estémago (21 mil) (INCA, 2010).

Esse termo cancer (neoplasias malignas) € utilizado para nomear um grupo
amplo de doencas caracterizadas pelo descontrole da divisdo celular e invasdo de
outras estruturas organicas (BRASIL, 2010). O céncer € definido clinicamente por
ser uma doencga caracterizada pela ocorréncia de anormalidades genéticas em uma
ou em um grupo de células normais no interior do corpo levando a um crescimento
descontrolado, sendo estas denominadas neoplasicas (MNT, 2013). Quando
originado em tecidos epiteliais recebe a denominagédo de carcinoma, como pele ou
mucosas. Se a origem for em tecidos conjuntivos, como o tecido de sustentagcao da
mama, é chamado sarcoma (PEREIRA, 2015).

Essas alteragdes no descontrole da divisdo celular resultam em uma
protuberancia denominada tumor que podem se propagar para outras partes do
corpo através do sistema sanguineo e linfatico (MNT, 2013). Assim, pessoas de
todas as idades podem ser afetadas, entretanto ha associagao entre envelhecimento
e a maioria dos tipos de cancer (BRASIL, 2010).

Um diagnaostico correto do cancer € essencial para o tratamento adequado e
eficaz, pois todo tipo de céncer requer um regime de tratamento especifico que
engloba uma ou mais modalidades, como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Determinar os objetivos do tratamento e dos cuidados paliativos € um
primeiro passo importante, e os servigos de saude devem ser integrados e centrados
nas pessoas (WHO, 2018).

Dentro dos inumeros tipos de cancer, o CM sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de mama feminina ocupa a primeira posicdo mais
frequente em todas as regides brasileiras (INCA, 2019).

Esse tipo de cancer apresenta como principais sinais e sintomas um nédulo
na mama e/ou axila, dor mamaria e alteragcdes da pele que a recobrem, como
abaulamentos ou retragdes com aspecto semelhante a casca de laranja

(CANTINELLI et al., 2006). Sendo estes localizados no quadrante superior externo,
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e em geral, as lesdes sdo indolores, fixas e com bordas irregulares, acompanhadas
de alteragGes da pele quando em estagio avangado (INCA, 2002).

Ainda, o CM vem sendo desde 2007 uma das principais causas de morte de
mulheres no mundo. No Brasil, estimam-se que 66.280 casos novos de cancer de
mama, para cada ano do triénio 2020-2022. Esse valor corresponde a um risco
estimado de 61,61 casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2019). Desta forma,
o CM esta entre os tipos de cancer mais comuns, com maiores taxas de incidéncia
em todo o mundo (HUSSEIN et al., 2019).

3.2Cancer de mama

3.2.1 Incidéncia da doenga

O CM ¢ o tipo de neoplasia maligna mais frequentemente diagnosticada e
apontada como uma das principais causas de morte relacionadas a esse tipo de
doenca em todo o mundo (TORRE et al., 2017; CHEN&ZHANG, 2018). As
estatisticas apontam um milhdo de novos casos registrados mundialmente, sendo as
estimativas por pais apresentadas na Figura 1. Os dados relacionados a incidéncia
do CM assinalam como a principal causa de morte relacionada a tumores entre
mulheres, compreendendo 24,2% segundo a mais recente estimativa mundial
(BRAY et al., 2018).

Essa incidéncia relacionada a morte esta prevista aumentar mundialmente
para 85 a cada 100.000 mulheres até o ano de 2021, visto que a morbidade e
mortalidade desta doenca persistiram aumentar em todo o mundo nos ultimos anos.
Esta foi responsavel por 458.000 mortes em 2008, refletindo assim a sua intensa
capacidade de invasao e metastase (WHO, 2012; HAN et al. 2013; FERLAY et al.
2015).

Em 2012, foram diagnosticados 1,67 milhdo de novos casos do CM,
representando 25% das mulheres afetas por esta doenga (HAN et al. 2013). Embora
a taxa de mortalidade entre 2009 e 2014 tivesse diminuido mundialmente, em 34%
desde 1990, quase 230.480 de novos casos de CM invasivo e 39.520 de CM foram
diagnosticados entre mulheres nos Estados Unidos em 2011 (DESANTIS et al.,
2011; DESANTIS et al., 2014).
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Figura 1. Numero estimado de novos casos mundiais de cancer de mama em 2018
Fonte: Global Cancer Observatory (GCO) (2018)

Em 2012, o CM nos Estados Unidos incidia a cada uma entre oito mulheres
(HAGHIGHAT et al. 2012). Porém, em 2015, a mortalidade no mesmo pais estava
em declinio, fato atribuido ao diagnédstico precoce e a melhorias no tratamento
realizadas durante os anos anteriores (TORRE et al., 2015).

A ocorréncia dos casos esteve visualizada através de dados estatisticos, e
em outras areas populosas, além de paises como Estados Unidos, essa doenga ja
era deparada, principalmente em paises em desenvolvimento do sul da Asia
(MOORE et al. 2009; BADAR et al. 2011).

No Ira, a relevancia do crescimento de casos variava de 10 a cada 100.000
pessoas, sendo 7.000 novos casos relatados anualmente (HAGHIGHAT et al.
2012). No Paquistdo a prevaléncia do CM também aumentava durante os anos
(KHOKER et al. 2012). Na Gra-Bretanha, pertencente ao continente europeu, essa
taxa era mais alarmante, visto que uma a cada doze mulheres até os 85 anos de
idade apresentava o CM. Na Bélgica, 145,2 mulheres e 66,3 na Polbnia a cada 100
mil, sofrem de CM (AKRAM et al. 2017).

Sabe-se que o CM é um problema mundial, porém a taxa de incidéncia/

mortalidade € muito maior nos paises em desenvolvimento, ocorrendo 62% das
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mortes nesses paises com 883.000 casos notificados comparados a 794.000 casos
notificados em paises desenvolvidos (FERLAY et al.; TORRE et al., 2015).

Em todo o mundo, havera cerca de 2,1 milhdes de casos de céncer de mama
recém-diagnosticados em 2018, representando quase 1 em cada 4 casos de cancer
entre mulheres. E a principal causa de morte por cancer em mais de 100 paises. As
taxas de incidéncia de cancer de mama sao mais altas na Australia e Nova Zelandia,
nos paises do norte da Europa e Europa Ocidental. Em termos de mortalidade, as
taxas de cancer de mama mostram menos variabilidade, com a maior mortalidade
estimada na Melanésia, onde Fiji tem as maiores taxas de mortalidade em todo o
mundo (BRAY et al. 2018)

Na América do Sul, por exemplo, a incidéncia e a mortalidade crescem
durante o decorrer dos anos. Nesses paises, o CM ocupa aproximadamente
metade do total de casos de cancer de mama no mundo, ainda, os dados reafirmam
este sendo a principal causa de mortalidade por cancer entre as mulheres nessas
areas (ELGAILI et al., 2010; ACS; LY et al.; JEMAL et al., 2011; TORRE et al.,
2015).

A prevaléncia do CM nas areas em desenvolvimento reflete os problemas
relacionados ao diagnostico em estagios avangados em paises com recursos
limitados devido a um déficit na capacidade de promover detecc¢ao, diagnédstico e
tratamento precoces. Dessa forma, a sobrevivéncia nos paises desenvolvidos é de
cerca de 73% comparando-se a apenas 57% nos paises em desenvolvimento
(TORRE et al., 2015).

Essa incidéncia do céncer € uma tendéncia mundial, mas a mortalidade sera
crescente apenas nos paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil. Este quadro
pode correlacionar as condigdes de vida, acessos aos servicos de saude e as
caracteristicas do adoecimento e mortalidade por céancer (SILVA, 2012),
relacionando principalmente com o aumento da expectativa de vida (SILVA, 2012).

No Brasil, o cancer é a segunda principal causa mais comum de morte,
seqguido pelas doencas cardiacas e cerebrovasculares (BARBOSA et al., 2015). Em
2012, as mortes por CM foram as principais do pais, representando 15,2% do total
de mortes. Em 2014, foram relatados 190 mil casos de mortalidade no cancer de
mama entre as mulheres, sendo 14786 registrados como obitos por CM, conforme a
Figura 2 (INCA, 2014).
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Figura 2. Mortalidade por cancer de mama no Brasil de 2006 a 2018.
Fonte: Adaptado de Brasil (2016) e Inca (2019)

O Brasil apresentou o CM entre os mais comuns dentre as mulheres em 2014
(BARBOSA et al., 2015). Perfil semelhante também foi observado nas estimativas
para o biénio 2016-2017 (INCA, 2015). Para biénio 2018-2019 as estimativas ara o
pais apontavam para 59.700 casos novos de cancer de mama, para cada ano, com
um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres.

Em 2017, a OMS estimou que anualmente fossem diagnosticados 42 casos
de CM a cada 100.000 mulheres. Ainda relatou a estimativa de que 12 a cada
100.000 mulheres venham a ébito (OMS, 2017).

Essas taxas de mortalidade por esse tipo de tumor no Brasil permanecem
crescendo, assim como, no estado do Maranhao, pertencente a regiao Nordeste do
Brasil (Figura 3).

A distribuicdo da incidéncia por regido geografica mostrou que o nordeste
esta em segundo lugar e rconcentra 27,8% da incidéncia. Existe, entretanto, grande
variagdo na magnitude e nos tipos de cancer entre as diferentes regides do Brasil. A
incidéncia do cancer de mama tem impacto importante, sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, o cancer de mama feminina ocupa a primeira posigdo mais
frequente em todas as regides brasileiras, com um risco estimado de 44,29 por 100
mil na regido nordeste (INCA, 2019).
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Figura 3. Mortalidade por cancer de mama no Maranh&o e em S&o Luis 2008 a 2020.
Fonte: Adaptado de INCA.

Estudos nacionais e locais relacionam o aumento do numero de casos com o
diagndstico tardio da doenga e também pela mesma ser altamente heterogénea e
apresentar multiplas vias de sinalizagdo para sua iniciagdo e progresséo (INCA,
2014; OMS, 2017; PDQ, 2017).

No Maranhdo, Lima et al. (2011) avaliaram praticas preventivas entre
mulheres de 10-49 anos perfazendo o total de 3.360 mulheres entrevistadas nessa
faixa etaria. Desse total, apenas 30% relataram o autoexame da mama e entre as
mulheres acima de 35 anos, 71,6% nunca realizaram o principal exame de
diagnéstico da doenga. O mesmo déficit no numero de casos de diagnéstico da
doenca foi notificado por Ross (2016) entrevistando 211 mulheres na faixa etaria 38
a 69 anos de Caxias-MA.

Ainda no Maranhdo, Régo et al. (2015) tomaram por base os &bitos
notificados pelo SIM (Sistema de Informagdes sobre Mortalidade) do Ministério da

Saude através das informacdes contidas na Declaracdo de Obito (DO) nos anos
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2002, 2006 e 2012, usando as variaveis ano, local de ocorréncia, idade, sexo, cor,
estado civil, escolaridade, assisténcia médica. Os autores concluiram que a causa
basica de morte € o déficit no rastreamento da doenga através de exames como a
mamografia, que ainda €& um fator preponderante no diagndstico precoce,
consequentemente uma forma de evitar que essa neoplasia se estenda na

populagao feminina.

3.2.2 Fatores de risco

Estes estudos epidemiolégicos aglomerados e anteriormente citados
ajudaram no decorrer dos anos a propor fatores de risco suspeitos para o CM, que
incluem exposigcdes a substancias cancerigenas, estilos de vida inadequados,
envelhecimento, histérico familiar, entre outros (PDQ, 2017).

Dentro destes fatores, a idade e fatores enddcrinos relacionam-se como risco
ao CM em mulheres, ditos: menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez
apo6s 30 anos, nuliparidade e terapia de reposicao hormonal pés-menopausa (INCA,
2014).

Outros fatores de risco apontados pelos estudos epidemioldgicos incluem a
exposicao a radiagao ionizante em idade inferior a 40 anos, a ingestao regular de
bebida alcodlica, o uso de tabaco e obesidade (LEE et al., 2012; LAKHTAKIA et al;
MCKENZIE et al..; WASS et al., 2013). Enquanto que, a pratica de atividade fisica e
o aleitamento materno exclusivo sao considerados fatores de protegcéao (INCA;
OSHIRO et al., 2014).

Os fatores genéticos correspondem de 5 a 10% dos casos, que
incluem mutagées do BRCA (BRCA1 e BRCA2), que sao genes autossbmicos
dominantes e supressores de tumor presentes nos cromossomos 17 e 13,
respectivamente (LYNCH et al., 2009; SHIOVITZ&KORDE, 2015).

Sabe-se que oncogenes e genes supressores de tumor estdo relacionados a
tumorigénese do CM esporadico (GUPTA et al., 2017). Enquanto que as mortes
relacionadas ao céncer, normalmente séo atribuidas a complicagbes da sua forma
metastatica (AL MOUSTAFA et al., 2011).

Na literatura, observou-se que os genes significativamente mutados (SMGs)
foram elucidados no inicio da transformacdo maligna e que poucos deles

conseguiam codificar para proteinas que interagissem com o BRCA1/2, enquanto
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que, os outros atuavam através de diferentes vias em mutagdes de genes suspeitos
de elevar o risco do desenvolvimento de CM (WATSON et al, 2013;
ECONOMOPOULOU et al., 2015). Porém, os mecanismos subjacentes a
progressao maligna no CM ainda necessitam de esclarecimentos.

Mesmo sendo manifestos os fatores de risco, a morbidade e a mortalidade
causadas pelo CM permanecem elevadas. Assim, existem varias estratégias para
superar o CM, incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e
terapia direcionada (SANTOS et al., 2017; KUMAR et al., 2007; BASS et al., 2017).

Um fator bem discutivel com relagdo aos tratamentos utilizados refere-se ao
impacto negativo na sobrevida das pacientes mais velhas interferindo na saude
fisica (infertiidade, menopausa precoce, diminuicdo da densidade Ossea) e
psicologica.

Desta forma um diagndstico correto do cancer é essencial para o tratamento
adequado e eficaz, pois todo tipo de cancer requer um regime de tratamento
especifico que engloba uma ou mais modalidades. Determinar o tratamento e os
cuidados paliativos € um primeiro passo, tendo como objetivo principal geralmente
curar o cancer ou prolongar consideravelmente a vida. Melhorar a qualidade de vida
do paciente também é um objetivo importante. Isso pode ser alcangado com

cuidados paliativos e apoio psicossocial (WHO, 2018).

3.2.3 Classificagdo da doenga e aspectos gerais do diagnéstico por imagem

O CM ¢é uma doenga heterogénea, com apresentacao e acompanhamento
clinico bastante complexo (SIEGEL et al., 2013). Delmonico et al. (2015) afirmam
através das caracteristicas morfolégicas e unidades funcionais da mama que lesées
sdo originadas principalmente nos ductos e I6bulos da mama.

O CM apresenta-se como um noédulo ou area de tecido mamario sendo
espessado (MNT, 2013) dentro dos seus sinais e sintomas que sdo notados no inicio
pelo autoexame da mama e mamografias anuais, podendo apresentar noédulos,
sendo fixos € normalmente indolores, quando a pele do érgao apresenta coloragao
avermelhada, espessura de escamas semelhante a uma casca de laranja, podendo
ocorrer retracdo do mamilo, além de liquido anormal (INCA, 2017; RIBEIRO, 2014).

Consequentemente, apds o desenvolvimento dessas lesbes, podem ser
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classificadas por benignas (ndo neoplasicas e neoplasicas) e malignas (SCHNITT;
COLLINS, 2010).

3.2.3.1 Estadiamento

Uma forma de classificar a doenca & através do estadiamento (Tabela 1)
(estagio do cancer) clinico da doenca pelo sistema de classificagdo de tumores
malignos da Unido Internacional de Controle do Céancer, que consiste na avaliagao
do estagio do cancer a partir das caracteristicas do préprio do tumor, linfonodos
regionais comprometidos e presenga ou ndo de metastases (UICC et al., 2019).

TNM é abreviatura de tumor (T), linfonodo (N) e metastase (M):

» T: Indica o tamanho do tumor primario e se disseminou para outras
areas. T no sistema acompanhado de um numero 0 a 4 € usado para
descrever o tumor primario, particularmente o seu tamanho.

> N: Descreve se existe disseminagdo da doenca para os linfonodos
regionais ou se ha evidencia de metastase em transito. N no sitema
acompanhado de um numero 0 a 3, que indica se a doenga disseminou
para os ganglios linfaticos.

» M: Indica se existe presenga de metastase em outras partes do corpo.
M no sistema indica se a doenga se espalhou para partes do corpo.

Tabela 1 Estadiamento do cancer de mama segundo o sistema TNM

Estagios do Cancer T N M
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio IA T1 NO MO
L. TO NImi MO
Estagio IB T1 Nimi MO
Estagio IIA T0,T1,T2 NO,N1 MO
_ T2 N1 MO
Estagio 1IB T3 NO MO
TO N2 MO

Estagio IITIA T1 N2 MO
T3 NI1,N2 MO

Estagio [1IB T4 NO,N1,N2 MO
Estagio ITIC Qualquer T N3 ﬁg
Estagio IV Qualquer T Qualquer N M1

Neste sistema, o carcinoma in situ é referido como 0 em conjunto com a

classificagdo de estagio |, correspondendo a tumores iniciais. Nos estagios Il e lll
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sdo notificados casos da doenca localmente avancada, com disseminagao
locorregional extensa. E por fim, os tumores com metastases a distdncia séo
classificados como estagio IV (EDGE et al., 2010).

Os estagios de progressao desse tumor ainda ndo sao bem compreendidos,
visto que essa apresenta um alto nivel de complexidade devido a mais de 18
subtipos de CM classificados molecularmente (KUMAR et al., 2007; BASS et
al.2017; SANTOS et al., 2017).

3.2.3.2 Classificagao Molecular

Outra classificagdo dos tumores de mama que auxiliam na definigdo da
estratégia terapéutica a ser adotada é a molecular. Na década de 1990, os tipos
principais foram classificados molecularmente de acordo com a positividade dos
receptores e avaliados por microarranjos génicos, sendo estes: luminal subtipo A e
B, basal-like subtipos superexpressao de HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2) e normal, claudin-low e mesenquimal (SORLIE et al., 2006; WOLF et al.,
2007).

Ainda abrangendo uma extensao de subtipos histolégicos (Tabela 2) podem
ser rotuladas segundo o grau de diferenciagdo, proliferacdo e fendtipo celular
(SCHNITT&COLLINS, 2010). Sendo esta a classificagao adotada pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2020).

Tabela 2 Os principais subgrupos distinguidos pelos métodos histopatoldgicos e
patolégicos moleculares.

Histopatolégica Patologia molecular
HR-positivo e HER2-negativo, baixa Luminal A
proliferagao.

HR-positivo (HER2 da mesma forma), Luminal B

alta proliferagao.

HR negativo e HER2 positivo Tipo HER2-dominante
HR negativo e HER2 negativo (triplo Tipo basal

negativo)
Os dois agrupamentos se sobrepdem em cerca de 80%, similar subgrupos estdo nas mesmas linhas. HR:
receptor hormonal (receptor de estrogénio e progesterona)

Esses subtipos diferem na sua apresentacao clinica, revelando padrdes de

expressdo de genes distintos, diferentes caracteristicas genética e molecular
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(CURTIS et al. 2012). E ainda, se correlacionam com as assinaturas de expressao
de genes e prognéstico (DAl et al., 2015; PRAT et al., 2015).

Os tumores luminais do tipo A apresentam receptor de estrogénio (ER)
positivo e/ou receptor de progesterona (RP), sendo negativos para amplificagdo e/ou
superexpressdo de HER2 (ROUZIER et al., 2005; SORLIE et al., 2001; SORLIE et
al.; SOTIRIOU et al., 2003). Possuem padrbes de expressao génica das células
epiteliais luminais mamarias, como a expressao das citoqueratinas tipo 8 e 18, um
fendtipo de baixa proliferagdo celular e expressao elevada de genes relacionados ao
ER (SOTIRIOU et al., 2003; SORLIE et al., 2006; WOLF et al., 2007).

Possuindo um baixo grau histolégico, este subtipo notifica 60% dos casos dos
canceres de mama e em relagdo aos demais o melhor prognostico. Os
antiestrogénicos, tamoxifeno e inibidores de aromatase, sdo as terapias alvo-
especificas utilizadas para o seu tratamento sistémico (WEIGEL et al., 2010).

O subtipo luminal B expressa receptores hormonais positivos, mas nem
sempre expressos em altos niveis (SORLIE et al., 2003). Sao caracterizados por um
tipo histologico agressivo (SORLIE et al., 2006) e o fendtipo de maior indice de
proliferagcao celular traz consigo o pior prognéstico em relagao aos tumores luminais
do tipo A (SORLIE et al., 2003).

Esse subtipo € associado ao risco elevado de recorréncia e a uma menor
sobrevida livre da neoplasia especifica em qualquer uma das categorias de
tratamento adjuvante sistémico (CHEANG et al., 2009). O progndstico do luminal B
relata a maior possibilidade de resisténcia ao tamoxifeno, demonstrando se
beneficiar mais do que o subtipo luminal A de quimioterapia associada a
antiestrogénicos (KENNECKE et al., 2010).

O subtipo basal € também denominado triplo negativo, pois apresenta RE, RP
e HER2 negativos (IRVIN&CAREY,2008). Apresentam comportamento agressivo, e
alto grau histolégico, elevado indice mitético, por causa da presenca de areas de
necrose central e pelo infiltrado linfocitario, ainda possuindo um pior prognéstico e
alvo terapéutico nao definido (SORLIE et al., 2001; CHEANG et al., 2008).

O seu padrdo de progndstico mais reservado também €& adjunto a menor
sobrevida livre da doenca e a menor sobrevida global (CHEANG et al., 2008). Desta
forma, pacientes com esse perfil ndo se beneficiam do uso do trastuzumabe, nem
de terapias hormonais, como o tamoxifeno, e nem dos inibidores de aromatase

(IRVIN, 2008) Porém, nem todos os tumores triplo-negativos se comparam aos
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basaloides e assim sdo chamados de tumores triplo-negativos nao basaloides
(KENNECKE et al.; VODUC et al., 2010)

O subtipo superexpressao do HER2 expressa o fenétipo RE negativo e HER2
positivo (RIBEIRO-SILVA et al., 2005). Estes tumores conseguem dar respostas
positivas a drogas que bloqueiam a atividade de HER2 como o anticorpo monoclonal
Trastuzumabe (SORLIE et al., 2006).

Junto ao status de HER2 com os outros fatores prognosticos sera baseada a
decisao clinica sobre a prescrigdo de qualquer terapia adjuvante sistémica (VODUC
et al., 2010). Pacientes com diagndstico primario da doenga e com superexpressao
de HER2 possuem um prognéstico ruim em relagdo aos pacientes que nao
apresentam essa amplificacdo génica (WOLFF et al., 2007).

A partir da utilizagéo de terapia alvo-especifica (trastuzumabe), o prognéstico
desses pacientes melhora acentuadamente (RAKHA et al., 2010). Tratamento
combinados com o paclitaxel, por exemplo, sédo indicados para as pacientes que nao
receberam tratamento prévio para o tumor. O trastuzumabe adjuvante, por outro
lado, atua na reducgao do risco de recorréncia a metade e a mortalidade em um terco
em pacientes com CM em estagio primario (WOLFF et al.,, 2007). O uso do
lapatinibe, outro inibidor da tirosina quinase, bloqueia tanto o HER2 quanto o HER1,
beneficiando todos os pacientes nas quais o uso do trastuzumabe foi ineficaz
(GEYER et al., 2006).

O subtipo claudin-low demonstra uma baixa expressdo de genes envolvidos
com jungoes celulares ocludentes e glicoproteinas de adesao célula-célula, incluindo
as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina (HERSCHKOWITZ et al., 2007).
Demonstra um padrao imunofenotipico triplo-negativo ndo basaloide e ndo possui
ainda marcadores imunoistoquimicos protocolados para a sua caracterizacdo e nem
terapéutica especifica (PRAT et al., 2010).

O cancer de mama € responsaveis por 7-14% dos casos de canceres de
mama invasivos, enriquecidos por genes associados a transicdo epitelial para
mesénquima (EMT) e demonstram altos niveis de instabilidade gendémica
(HENNESSY et al., 2009; PRAT et al.; PRAT&PEROU, 2010; SABATIER et al.,
2014). Clinicamente, eles tém sido associados com um mau prognostico, com
algumas evidéncias de que eles podem ser relativamente resistentes aos agentes
quimioterapicos convencionais (PRAT et al.; PRAT&PEROU, 2010).
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Independente do avango de pesquisas referentes ao diagndstico molecular,
pelo mesmo apresentar testes validados para o rastreamento inicial, o rastreamento
e detecgdo precoce do CM é feito por imagem (LIEDKE et al., 2014). Para este
diagnostico existem trés exames propedéuticos de imagens a serem realizados:
mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética (DELMONICO et al., 2015).

O diagndstico por mamografia é realizado a partir de aparelhos de baixa
intensidade de emisséo de raios-x. Onde a mama é comprimida sob um receptor de
imagem e uma base transparente de compressdao do 6rgdo. Os raios-x nao
absorvidos marcam o filme ou sédo revelados pelo detector digital produzindo uma
fotografia similar a um negativo (HELVIE, 2010).

A ultrassonografia é uma ferramenta valiosa e complementar a mamografia
na rotina, em especial para a deteccdo de carcinomas nao palpaveis e ocultos
clinicamente e por outro lado baseia-se nos transdutores de ondas com frequéncia
média que varia de 5 para 15 MHz. Permitindo assim uma visualizagdo em
profundidade do tecido analisado e a resolugao obtida garante a aplicagdo da
técnica em mamas densas e em estagio de lactagao. Contudo, o seu uso € limitado
na clinica, além de ser operador-dependente (KHOURI, 2010).

A ressonancia nuclear magnética € mais utilizada para o acompanhamento do
estadiamento local e vigilancia da lesdo mamaria. Baseando-se na sec¢ao do tecido
analisado em quadros de imagens com a recriagdo do movimento dos prétons de
acordo com o relaxamento do tecido (SALEM et al., 2013). E considerado um exame
com necessidade de aprimoramentos técnicos para que seja mais amplamente
utilizado (TEJERINA et al., 2012).

No cenario brasileiro, a idade de diagnostico do CM tem diminuido, devido ao
rastreamento da lesdo pela mamografia e o desenvolvimento de programas
assistenciais voltados a saude da mulher (LIEDKE et al., 2014). Em pesquisas
realizadas com pacientes diagnosticados com CM, constata-se o atraso em varias
etapas do diagnéstico e tratamento, sendo o fator essencial para um bom
prognéstico dessa patologia o diagndstico adequado e o mais precoce possivel, pois
a identificagdo do cancer em seu estagio inicial possibilita uma maior chance de cura
nos tratamentos realizados (GONZAGA et al., 2008).
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3.2.3.3 Tratamento do CM e alvos farmacolégicos utilizados

Em pacientes com CM, cerca de 70% dos tumores expressam o receptor de
estrogénio (ER) e séo tratados com terapia enddcrina, que incluem inibidores da
aromatase ndo esteroidais (anastrozol e letrozol), inibidores da aromatase esterodide
(exemestano), moduladores séricos de ER (tamoxifeno ou toremifeno),
downregulatores ER (fulvestrant), entre outros (ROBINSON et al., 2013).

Apds um a cinco anos de tratamento quase todos pacientes com CM revela
resisténcia aos medicamentos (ROBINSON et al., 2013), desenvolvendo formas
tumorais mais agressivas, como recorréncia metastatica, que geralmente sao
resistentes ao tratamento (HU et al., 2018). Essa metastase seguida pela resisténcia
as drogas utilizadas pelo paciente sdo acompanhadas por instabilidade gendmica,
alteragdes no subclone de genes tumorais e pressao seletiva microambiental
(APARICIO&CALDAS, 2013). Essa constante transformacdo nas mutagdes
genéticas origina a heterogeneidade do tumor, limitando assim a eficacia da terapia
direcionada (ZHOU et al., 2019).

O estagio da doenca determinara a estratégia do tratamento, incluindo
cirurgia, radiagdo ou quimioterapia. Esses tratamentos tém como alvo as vias de
sinalizagcao responsaveis pela proliferacdo de células e sobrevivéncia, como a
doxorrubicina ou cisplatina, sendo uma das principais drogas anticancer citotoxicas
utilizadas clinicamente que desencadeiam a apoptose em células cancerigenas
(DOMVRI et al., 2013; HASSAN et al., 2015). A combinagéo de todas essas drogas
no tratamento expande a ampliddo terapéutica, mas pode instaurar a potencial
ameaca de toxicidade pela propria medicagao (LU et al., 2014). Diante disto, a alta
incidéncia mundial dessa enfermidade eleva esses diversos esfor¢cos na realizagao
do desenvolvimento e aperfeicoamento de terapias antineoplasicas (INCA, 2007;
HANAFI &MANSOUR, 2010; ARRUEBO et al., 2011; AZIZ, 2016).

A cirurgia € a forma de tratamento mais antiga e definitiva, que consiste na
remog¢ao do tumor, quando localizado e o mesmo depara-se em condi¢des
anatbmicas adeptas. Por outro lado, em alguns tipos de cancer, as cirurgias ndo sao
suficientes, pois as células neoplasicas podem estar disseminadas ou irradiadas em
outros tecidos (INCA, 2007).
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3.2.3.4 Radioterapia

A radioterapia € indicada para tumores localizados, quando ndao podem ser
totalmente removidos ou para os que reincidem apos o processo cirurgico. Esse
tratamento versa a utilizagdo de radiagdes ionizantes (Raios X ou Raios gama) que
interagem com os tecidos, acelerando os elétrons e promovendo processos
quimicos como a ruptura da dupla hélice do DNA, resultando na morte celular (INCA,
2007; HANAFI; MANSOUR, 2010).

Esse resultado é intercedido através dos radicais livres gerados a partir da
decomposi¢cédo da agua radiolitica celular. Esses radicais livres interagem com alvos
criticos e membranas, provocando danos nao reversiveis que principiam a morte
celular sendo o mecanismo de agdo desses compostos similares ao efeito do
oxigénio em reacgdes bioquimicas de moléculas danificadas impedindo a reparagao
de danos da radiagéo celular (RAVIRAJ et al., 2014).

Mas, os efeitos colaterais advindos da lesdo dos tecidos normais adjacentes
ao tumor manifestam-se como a grande desvantagem deste método (INCA, 2007).
Tal desvantagem se baseia no fato de que a radiagéo ionizante nao afeta todas as
células-alvo, levando a efeitos colaterais graves no tecido circundante aliadas a
possiveis células tumorais malignas humanas que contrapde de forma negativa a
radiacao ionizante (JAGETIA et al., 2005).

Os tecidos normais podem ser preservados pelo uso de radiosensibilizagao,
que objetivam conseguir um grau de dano tumoral otimizado, sensibilizando as
células de tumor a radiagdo e minimizando o uso de doses amplas de radiagao. Por
outro lado, tais materiais sdo toxicos, ndo seletivos e sdo especificos de
tumores. Por causa disto, as drogas a base de compostos naturais ganharam a
atencao para substituir os mesmos (JAGETIA et al., 2005; XU et al., 2016).

3.2.3.5 Quimioterapia

Adjuvante ou paliativo apds cirurgia ou radioterapia, a quimioterapia €
preconizada como tratamento principal em leucemias, linfomas e canceres de
testiculo (INCA, 2019). O CM também pode ser tratado com quimioterapia
combinada com cirurgia e/ou um agente de direcionamento do receptor de
estrogénio ou HER2 (EBCTCG, 2012).
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No entanto, diferente das modalidades de cirurgia e radioterapia, esta € uma
forma de tratamento sistémico baseada no uso de farmacos que atuam interferindo
nos processos de crescimento e divisdo celular de células cancerigenas (INCA,
2007). No entanto, os tratamentos de quimioterapia disponiveis oferecem pouco
beneficio, combinados com efeitos colaterais sérios e toxicidade limitante da dose
(MONSUEZ et al., 2010).

A maioria desses farmacos ndo possui especificidade, ndo conseguem
distinguir entre células normais e cancerigenas, logo também sdo capazes de
destruir tecidos sadios, levando a efeitos colaterais como nauseas, vomitos e
anemia (INCA, 2007; GHATE et al., 2013).

Outra desvantagem da quimioterapia em pacientes de CM esta relacionada a
infertilidade e menopausa precoce (PARTRIDGE et al., 2007; LETOURNEAU et al.,
2011). Tais efeitos a saude reprodutiva diminuem a qualidade de vida entre os
sobreviventes (LETOURNEAU et al., 2011; HOWARD-ANDERSON et al., 2012;
DESHPANDE et al., 2015). Os fatores prejudiciais mencionados refletem a
necessidade de formas alternativas para o tratamento de CM.

Dentre as formas alternativas, encontra-se a poliquiomioterapia que combina
o uso de diferentes farmacos, apresentando uma eficacia mais significativa, devido
as subpopulagdes de células presentes em um tumor diferirem em sua sensibilidade
as drogas antineoplasicas, diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos
empregados (INCA, 2019).

A resisténcia ainda € um dos principais ainda € um obstaculo para a eficacia
do tratamento, pois causam variais alteracdes farmacocinéticas e moleculares, que
tem a capacidade de invalidar o tratamento, devido a absorgdo e liberagéo
ineficiente do farmaco, a variagcao genética determinada pelo transporte, a ativagéo e
depuragdo do farmaco, as mutacgdes, amplificagdes ou supressdes nos alvos do
farmaco (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os principais farmacos anticancer podem ser divididos nas seguintes
categorias gerais de acordo com Rang et al,. (2012):

» Farmacos citotoxicos:
% Agentes alquilantes e substaéncias relacionadas, que formam ligagdes
covalentes com o DNA e, assim, impedem sua replicagao;
% Antimetabdlitos, que bloqueiam ou subvertem uma ou mais vias metabdlicas

envolvidas na sintese do DNA;
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+ Antibidticos citotoxicos, ou seja, substancias de origem microbiana que evitam
a divisao celular nos mamiferos;

% Derivados de plantas (alcaloides da vinca, taxanos, campotecinas): a maioria
desses agentes afeta de forma especifica a fungdo microtubular e, portanto, a
formagao do fuso mitético;

» Horménios: Os mais importantes sdo os esteroides (glicocorticoides), bem como
drogas que suprimem a sintese de estrégenos (inibidores da aromatase) ou a
secrecdo de hormdnios sexuais masculinos (analogos da gonadorelina) ou ainda
antagonizam a agao hormonal (antagonistas do estrogeno e do andrégeno).

> Inibidores de proteina quinase: estes farmacos inibem as proteinas quinases (em
geral, tirosina quinases, mas as vezes outras) envolvidas na transdug¢ao do sinal
do receptor do fator de crescimento. Sdo cada vez mais utilizados numa
variedade de doencas malignas especificas (Krause e Van Etten, 2005).

» Anticorpos monoclonais: Atuam bloqueando um alvo especifico das células
cancerigenas ou no tecido adjacente ao tumor fornecem substancias toxicas
diretamente nas células cancerosas, sua administracdo ocorre por Vvia
intravenosa.

» Diversos agentes: ndo se encaixam facilmente nas categorias anteriores.

A maioria dos farmacos anticancer afeta apenas a divisdo celular, mas nao
tem nenhum efeito inibidor especifico na invasividade, na perda de diferenciagéo ou
na tendéncia para criar metastases. Além disso, na medida em que seu alvo
principal € a divisdo celular, elas afetardo todos os tecidos normais em divisao
rapida, e assim € provavel que produzam, em maior ou menor grau, diversos efeitos
toxicos (RANG et al,. 2012).

Os farmacos anticancer podem provocar uma afinidade de efeitos podemos
citar: a toxicidade hematoldgica, gastrointestinal, alteracées hepaticas, toxicidade
renal, complicagbes neuroldgicas, reprodutivas e cardiotoxicidade. Ainda temos as
alteracdes bioquimicas, podem ocorrer alteragdes nos niveis séricos de bilirrubina,
nos niveis de ureia, transaminases, creatinina e também eletrdlitos (OLIVEIRA,
2016).
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Os principais tratamentos com farmacos anticancer estao listados na tabela 3

Tabela 3. Agentes antineoplasicos mais empregados na clinica e seus mecanismos

Classe Grupo Agente Mecanismo de acido
Farmacolégica P Antineoplasico ¢

Agentes Mostarda . . ngagao cru’zada de DNI:“ ©

. . Ciclofosfamida bloqueio da sintese e fungdo do
Alquilantes nitrogenada
DNA
Antagonista de . . ,

. (1 £OnIS Fluoruracila, Bloqueio da sintese de DNA

Antimetabolitos folato, via da ! )
. citarabina e/ou RNA
purina.

g . Multiplos efeitos na sintese de
Al.ltlb{Ot.lcos Antraciclinas Do;gonul')u‘:ma, DNA/RNA ¢ na agao da
Citotoxicos epirrubicina .

topoisomerase
. . Arrumacao dos microtubulos;
Derivados de Paclitaxel, . N CTOTDUIOS,
Taxanos impede a formagado do fuso
Plantas docetaxel o
mitotico.
Atuam como antagonistas
fisiologicos, antagonistas ou
Hormonios/ . Tamoxifeno, inibidores da sintese de
) Antagonistas . N )
antagonistas toremifina hormonios para interromper o
crescimento de tumores
hormdnio-dependentes.
Inibidores da Inibi¢do das quinases envolvidas
Inibidores de .. Dasatinibe, na transdugao do sinal de
; . tirosina ..
Proteina quinase . erlotinibe receptores do fator de
Quinase )
crescimento
Anticorpos . Panitumumabe . . N
'Po3 Anti-EGF, EGF-2 U ’ Bloqueia a proliferagdo celula
monoclonais trastazumabe

Diversos pesquisadores tentam decifrar as doengas neoplasicas, mesmo
assim o percentual de sucesso para agente Antineoplasico € relativamente muito
baixa. Um desafio importante € a concepcdo de novas substincias quimicas
altamente seletivas para as células cancerosas de modo a minimizar os efeitos
colaterais (DUTT; MADAN, 2013), assim como a utilizagcdo de novas terapias
sistémicas efetivas, que aumentem a resisténcia de células a apoptose induzida por

agentes terapéuticos, tais como a imunoterapia e a eletroporagao.

3.2.3.6 Imunoterapia

A imunoterapia direcionada tem sido objeto de estudos clinicos para CM,
embora a selecao de candidatos ideais seja essencial (KATZ; ALSHAREDI, 2017). O

recente sucesso dessa forma de tratamento contra o cancer utilizando o bloqueio do
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ponto de checagem imune reformou os algoritmos de tratamento em varias doencas
neoplasicas agressivas. Mas, a imunoterapia continua sendo um desafio (FRANKLIN
et al.; JIA et al.; REMON et al., 2017).

A imunoterapia tem sido vista como alternativa aos pacientes do CM que nao
expressam o receptor de progesterona (Her-2/neu) sendo denominados triplo
negativos, e recebem um prognaostico ruim, com altas taxas de recorréncia sistémica
e refratariedade a terapia convencional. Assim, opg¢des terapéuticas efetivas sao
extremamente necessarias para este tipo de cancer, que ocorre em
aproximadamente 20% dos casos diagnosticados (PUSZTAI et al., 2016; JIA et al.,
2017).

Porém, a quimioterapia convencional mantém-se a opg¢ao de tratamento
principal para os pacientes com cancer de mama triplo negativo em estagio inicial e
avangado, com antraciclinas e taxanos (BURSTEIN et al.; GRADISHAR et al., 2015).
Para pacientes com CM na fase inicial, o tratamento consiste principalmente em
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Estas terapias s&o dadas a fim de atingir
melhor controle clinico da doenga e para melhorar a taxa de cura (HURVITZ&MEAD,
2016).

Durante anos, pensou-se que este tipo de cancer fosse resistente a
imunoterapia, no entanto estudos recentes mostraram evidéncias de infiltragao
imune significativa de TILs (linfocitos infiltrantes de tumor) em um subconjunto de
pacientes com cancer de mama triplo negativo (WIMBERLY et al,. 2015; GARAUD
et al,. 2019).

Pesquisa realizada por Mina et al,. (2019) com imunoterapia verificaram que o
cancer de mama tri-negativo € um subtipo altamente heterogéneo, subdividido em
seis subgrupos diferentes, com base em sua heterogeneidade molecular, que inclui
expressao basal, mesenquimal, tronco mesenquimal, expressdo de receptor de
androgeno luminal, imunomodulagdo e tipo instavel. Foi demonstrado que os
escores elevados de TIL correlacionam-se com o aumento da resposta patologica
completa a quimioterapia neoadjuvante. Isso prova que o sistema imunolégico
desempenhou um papel fundamental nesse subgrupo de pacientes.

Enquanto a quimioterapia geralmente enfraquece o sistema imunoldgico,
causando um risco do aumentado de infeccdo, enquanto que os efeitos causados
pela imunoterapia permanecem desconhecidos para a maioria dos

oncologistas. Mesmo ela ativando o sistema imunoldgico, a imunoterapia acaba
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causando uma variedade de eventos adversos (gripe, fadiga, dor no corpo,
pneumonite, colite induzida por imunidade, hepatite induzida por imunidade e etc..)
no sistema imune (TAWBI et al,. 2018; HAREL et al,. 2019).

No Brasil, existem tratamentos imunoterapicos, sendo nomeados por
trastuzumabe e pertuzumabe, sendo estes anticorpos monoclonais contra a proteina
HER2. O trastuzumabe é oferecido pela rede publica de saude, desde o0 ano de
2012 para casos iniciais e desde 2018 para casos em que ha metastases. O
pertuzumabe teve recentemente aprovagdo do Ministério da Saude para integrar a
oferta do SUS, mas ainda n&o chegou aos pacientes (FEMAMA, 2018).

Existe também a necessidade do controle de tumores que se desenvolvem a
partir de células dependentes dos hormbnios sexuais, como € o caso do CM e do
endométrio. Nestes casos, aplica-se a hormonoterapia consistindo na retirada de
circulagcdo dos hormbnios ao qual o tumor é sensivel ou na introdugcéo de

substancias com efeito contrario a esses hormdnios no organismo (INCA, 2019).

3.2.3.7 Eletroporacgao

A eletroporacédo é um tratamento de cancer seguro e minimamente invasivo,
com base em danos celulares induzidos por campo elétrico irreversivel, que fornece
o potencial de atingir preferencialmente células malignas, preservando estruturas
criticas de suporte no microambiente do tumor, como matriz extracelular, nervos e
vasos sanguineos (Goswami et al,.2017).

Ringel-Scaia et al.,(2019) ao pesquisaram eletroporacéo irreversivel de alta
frequéncia eliminou efetivamente o tumor primario e induziu uma mudanca pro-
inflamatoria no microambiente do tumor. Demostraram ainda que o tratamento local
reduz significativamente as metastases 4T1. Nossos dados indicam que o nivel de
ablacao tumoral se correlaciona com o aumento da ativagdo da imunidade celular.

Guenther et al,. (2019) verificaram que a eficacia da eletroporagdo foi
comparavel a prostatectomia radical padrdo em termos de taxas de recorréncia em
cinco anos e melhor preservacéo da fungdo urogenital, comprovando a seguranga
do tratamento com cancer de prostata.

O mesmo foi verificado por Van den Bos et al,.(2018) que ao avaliarem a
segurancga, qualidade de vida a curto prazo da eletroporagéo para o tratamento do

cancer de prostata,verifiaram que os resultados apdiam a seguranca e a viabilidade
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da eletroporagao como tratamento primario para o cancer de préstata, com controle
oncoldgico eficaz a curto prazo.

Wichtowski et al,.(2019) demonstram na sua pesquisa uma alta efetividade no
tratamento de metastases cutadneas por cancer de mama. Esse método, embora
utilizado para tratamento paliativo, traz uma melhora significativa na qualidade de
vida dos pacientes.

Devido as deficiéncias das terapias atuais, ha uma necessidade urgente de
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos ou preventivos para o CM.
Fitomedicamentos ou fitoterapicos com novos mecanismos moleculares fornecem

uma area potencial para pesquisas “in vitro” e “in vivo” (SHANG et al., 2018).

3.3Linhagens celulares para estudos in vitro

Os estudos in vitro com linhagens celulares em conjunto ao estudo dos
potenciais biologicos de produtos naturais derivados de microrganismos podem
representar uma ferramenta importante para melhor conhecimento e previsao de
possiveis efeitos das substancias em seres humanos e em melhorias nas formas de
tratamento do CM (SALLES, 2012).

No decorrer dos anos, os produtos naturais tém se tornado, uma das
estratégias mais bem-sucedidas no desenvolvimento de agentes antitumorais
(CHANG et al., 2015). E com isso torna-se visivel o uso de tais produtos em estudos
anticancerigenos em inumeros tipos de linhagens celulares.

Essas linhagens validam alvos hipotéticos através do fornecimento de
informagdo biolégica. A selecdo durante a cultura tecidual, pode erradicar
caracteristicas do tumor do hospedeiro, que sao importantes para a replicagdo e
podem ativar vias de sinalizagédo celular (LODHIA et al., 2015). Mas, nao possuem
boa fidelidade considerando os complexos genéticos e anormalidades epigenéticas
existentes nos tumores humanos, como a influéncia do sistema imunitario e do
estroma do microambiente tumoral humano. (LODHIA et al., 2015)

Desta forma, €& possivel utilizar a cultura destas células como ferramenta
essencial em modelos experimentais. A partir disso, desenvolvem-se modelos
experimentais que permitem o conhecimento de mecanismos moleculares
envolvidos na carcinogénese e a assimilagdo de marcadores de diagnéstico e

prognostico, benéficas para a decisdo clinica. (CRUZ et al, 2009;
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GUZMAN;JORDAN, 2004; FRESHNEY, 2015). As linhagens celulares MCF-7, MDA-
MB-231 e MCF-10A foram adotadas por este estudo e sao apresentadas na Tabela
4

Tabela 4. Caracteristicas das principais linhagens celulares relacionadas ao cancer
de mama.

PRINCIPAIS LINHAGENS CELULARES DO CANCER DE MAMA

SIGLA CARACTERISTICAS REF.

Carcinoma ductal invasivo de mama.
As células se originam por efusao pleura.

[

Lacroix & Leclerq

e Presenca de receptores de estrogénio e (2004)
MCF-7 Comsa et al.
progesterona.. o o (2015)
. Resp(?sta .prollfe_ratl_va a e.strogenlo. Lee et al. (2015)
e Fendtipo tipo epitélio luminal.
e Negativa para ER, PR e E-caderina.
e Expressa p53 mutada.
e O genoma se agrupa com o subtipo basal de
cancer de mama.
MDA- ° Cé|U|<’.aS nao possuem o receptor do Afator de Kang et al. (2003)
MB-231 cresmmepto HER? (bom modelo de céancer de Welsh (2013)
mama triplo negativo).
e S&o0 invasivas in vitro.
e Quando implantadas ortotopicamente produzem
xenoenxertos que metastizam
espontaneamente para os linfonodos.
e Estas células apresentam numerosas
caracteristicas de epitélio mamario normal
MCF- (linhagem nao tumoral). Soule et al.
10A e Auséncia de tumorgenicidade em camundongos (1990)

e a dependéncia de fatores de crescimento e
hormonais para proliferacéo e sobrevivéncia.

As linhas de células cancerigenas sdo utilizadas como modelos in vitro de

cancer, servindo como instrumentos poderosos no estudo do tratamento do
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cancer. A principal vantagem € que as linguens podem em um crescer em meio
padrao fornecendo um suprimento ilimitado de populagédo de células homogéneas
autorreplicastes e, ainda, preservando boa parte das propriedades gendmicas dos
tecidos originais dos quais foram derivadas (THOMPSON et al., 2008; HUSSEIN et
al., 2019).

Pesquisas “in vitro” envolvendo metastase, angiogénese e resposta imune
contra o cancer ndo mimetizam o que ocorre in vivo. Por esta razdo, os modelos
animais experimentais de cancer ainda estdo desempenhando um papel vital na
compreensao da tumorigénese e dos processos metastaticos e suas relagdes com o
ambiente in vivo, e na avaliagdo de novas terapias (PANTALEAO;LUCHS, 2010).

Um dos modelos experimentais mais estudados é o tumor de Ehrlich, por ser
um dos primeiros tumores transplantaveis conhecidos. Trata-se de uma neoplasia
originaria de carcinoma mamario de camundongos fémeas transplantado,
inicialmente, na forma sdlida e, a partir de 1930, para a forma ascitica. Sendo
também utilizada na triagem de farmacos para o tratamento do CM assim como

podem gerar bioprodutos a partir de microrganismos.

3.4 Modelo in vivo

Através do avango em técnicas de engenharia genética, as ferramentas
genéticas e gendmicas se tornam facilmente aplicaveis no desenvolvimento de
animais knockout ou transgénicos a serem utilizados no desenvolvimento de
diversas pesquisas. Algumas dessas constru¢cdes se dao pelo enxerto de células
humanas em um animal receptor que deverao desempenhar suas fungdes primarias,
permitindo assim aos pesquisadores estudem respostas a patdégenos como se
estivessem acontecendo em um ambiente humano (ERNST, 2016).

Esses modelos de estudo animais sdo comumente divididos em categorias
relacionadas ao tipo de investigagdo envolvida. Quando os animais s&o usados em
pesquisas para estudar o sistemas biolégico e funcional dos seres humanos, séo
divididos nas seguintes categorias: exploratérios, buscando compreender
mecanismos biolégicos fundamentais; explicativos, quando relacionados ao estudo
dos problemas biolégicos complexos; preditivos objetivando a descoberta e
quantificacdo do impacto dos tratamentos que se encontram em fase de
investigacao (RAND, 2008).
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Estes tumores transplantaveis trouxeram melhoria na pesquisa de novas
técnicas e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas no tratamento de
neoplasias transplantaveis, especialmente para tumores experimentais em animais,
que sao a base de recentes melhoras na terapia do cancer (OZASLAN et al., 2011).

A experimentagdo animal vem sendo bastante util para desenvolver
tratamentos de diversas patologias, inclusive o cancer através de modelos in vivo,
fornecendo a pesquisa fendbmenos fisioldgicos, fisiopatoldgicos e farmacologicos em
laboratério (LIMA et al., 2017).

Esses modelos podem ser divididos em induzidos/experimentais quando
saudaveis e posteriormente modificados experimentalmente através de intervencdes
cirurgicas, alteragdes genéticas ou inje¢des quimicas, ou também podem ser
espontaneos através de variantes genéticas que imitam a doenga como ocorréncia
em seres humanos, entre outras classificacées dentro dos modelos de investigagao
(RAND, 2008). Em CM, os modelos comumente utilizados sao: espontaneos;
esponténeos por mutagdes induzidas; induzidos por carcinogénese quimica, fisica
ou bioldgica; xenoenxertos transplantaveis; isogénico transplantavel (ALVARADO, et
al. 2017).

Dos possiveis animais a serem utilizados, os camundongos representam o
principal modelo experimental utilizado para simular a variedade de acontecimentos
que surgem no desenvolvimento da doenga. Sua apreciagdo na inclusdo destes
estudos advém do seu pequeno tamanho, faciltando o seu alojamento e
manipulagdo; rapida reprodugéo e longa vida util; sequenciamento completo do seu
genoma disponivel; manipulacdo genética com facilidade e o compartilhamento de
muitas semelhancas fisiologicas aos seres humanos (MANNING et al., 2016).

A espécie mais utilizada para esse modelo experimental € o camundongo da
classe Mammalia, género Mus e espécie Mus musculus, possuindo diversas
linhagens sendo a Swiss a mais utilizada, uma linhagem heterogénea (outbrad), com
fendtipo albino e caracterizada por baixa consanguinidade. Essa linhagem apresenta
uma variada constituicdo genética com caracteristicas resistentes, assim com a
menor variacado de comportamento em relagdo ao meio e boas taxas reprodutivas
(LIMA et al., 2017).

Dos modelos experimentais conhecidos, o Tumor de Ehrlich permite a analise
de desenvolvimento e tratamento de diversos tipos de céancer, avaliagdo dos

mecanismos e da resposta imune do hospedeiro a substancias com potenciais
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antineoplasica, sendo importante no desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos (RODRIGUEZ, 2012). Por ser de facil manejo, facilmente
transplantavel e permite o crescimento tumoral na forma sodlida, subcutaneo, e
ascitica na cavidade peritoneal dos animais (CHEN&WATKINS, 1970), essenciais na
busca de alvos farmacologicos para terapias empregadas no tratamento do cancer
de mama (Neto et al. 2016; Santos et al. (2016)

3.4.1 Tumor de Ehrlich

Esse tumor é caracterizado como um adenocarcinoma espontaneo de
glandula mamaria originario de camundongos fémeas desenvolvido por Paul Ehrlich
em 1896, indiferenciado, com rapido crescimento, comportamento agressivo, curto
periodo de vida, isento de regressdo espontanea e altamente transplantavel. E um
tumor espécie-especifico que pode ser transplantado em quase todas as espécies
de camundongos usados em pesquisas cientificas. Sendo considerado como uma
ferramenta valiosa para explorar a atividade antitumoral de diferentes produtos
(NOGUEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2010; RIBEIRO, 2012; FRAJACOMO et al.,
2016; LIMA et al., 2017).

No aspecto histolégico, o tumor de Ehrlich apresenta-se como uma massa
tumoral de células intensamente pleomoérficas e anaplasicas, com relagdo nucleo-
citoplasma elevada, nucleo com cromatina frouxa e nucléolos multiplos e
proeminentes. O indice mitético é alto, com varias figuras de mitose atipicas. O
estroma € constituido por fibras colagenas e delicados capilares. No tumor salido,
observam-se extensas areas de necrose e hemorragia (MANGUEIRA, 2015). As
células do tumor ascitico de Ehrlich apresentam-se isoladas, grandes,
arredondadas, com citoplasma delicado escasso e microvacuolizado. Ha uma
inversao da relagcdo nucleo/citoplasma, com nucleos volumosos. A cromatina €&
granular e irregularmente distribuida com nucléolos proeminentes (LIMA et al.,
2017).

O tumor desenvolve-se na forma solida (TES) quando inoculado por via
subcuténea ou intramuscular dos camundongos e na forma ascitica (TEA) ao ser
inoculado por via intraperitoneal (CALIXTO-CAMPOS et al. 2013; ALI et al., 2015).
Quando inoculado via subcuténea, este pode proliferar em sua forma sélida, também

conhecido como tumor solido de Ehrlich. Uma vez que € descrito que as células de
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Ehrlich em sua forma ascitica perdem os antigenos do complexo de
histocompatibilidade, acredita-se que seja este o motivo da sua capacidade de
proliferagdo em quase todos os murinos (JAGANATHAN et al., 2010; FRAJACOMO
et al., 2016).

Quando o tumor de Ehrlich é inoculado na cavidade peritoneal, 0 mesmo
produz ascite, sendo assim denominado Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) ou
Carcinoma de Erhlich ascitico (CEA). Esse tumor apresenta homogeneidade de
distribuicdo celular possibilitando a contagem de células e assim uma precisao
quantitativa nos transplantes (SAAD-HOSSNE et al., 2010; LIMA et al., 2017).

A ascite se instala, principalmente, devido ao aumento da permeabilidade
microvascular no peritdnio dos animais portadores do tumor. Esse fato pode ser
decorrente de um fator vascular produzido pelas células tumorais. Atualmente, sabe-
se que esse fator ndo apresenta efeito nos vasos sistémicos. A proliferagao tumoral
ocorre em duas fases: na primeira ha um crescimento exponencial das células,
sucedida de um “plateau”, no qual o numero de células € quase constante (SAAD-
HOSSNE et al., 2003; SRIRAM et al., 2010; LIMA et al., 2017).

Entre a transigdo das fases observa-se mudancgas tanto metabdlicas quanto
morfoldgicas nas células tumorais, tais como deterioragédo estrutural, diminuicdo da
sintese de RNA e DNA, bem como do numero de mitocdndrias e consequente
declinio na concentracdo de ATP (OZASLAN et al., 2011; LIMA et al., 2017).

O liquido ascitico gera discreta resposta inflamatéria na cavidade peritoneal.
Apresentando coloragdao avermelhada devido a hemorragia. O 6bito do animal
ocorre em periodo variavel, em média de 10 a 14 dias - dependendo da
concentragdo inoculada - em decorréncia do aumento da pressao abdominal e
compressao dos orgaos adjacentes. O tempo de morte do animal pode variar devido
a transplantes de forma repetida, onde ha o aumento do grau de viruléncia e
proliferagédo celular tumoral (OZASLAN et al., 2011; LIMA et al., 2017).

No estudo da forma soélida do tumor de Ehrlich observa-se que apds a
inoculagao ha a formacao de edema e a migracao de células pro-inflamatdrias para
o local da inoculagdo. Logo apds a inoculagédo € possivel observar a migragéo
celular para os linfonodos regionais. Do ponto de vista morfologico, as células do
tumor apresentam caracteristicas com alto grau de atipias (anaplasia), com

nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada, mitoses atipicas ou
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aberrantes e relagao nucleo citoplasma maior que a de células normais (LIMA et al.,
2017).

ApoOs o terceiro dia de inoculacdo, a curva de crescimento do tumor ja pode
ser construida sem interferéncias. A inoculagéo realizada no dorso do camundongo
desenvolve um volume bem delimitado e a consisténcia do tumor é fibrosa que cede
a palpacdo. Observa-se a superficie integra sem qualquer sinal de inflamagao ou
ulceragao (RIZZO, 2000; LIMA et al., 2017).

No coxim plantar a massa tumoral apresenta superficie lisa e formato
irregular, sem qualquer evidencias de ulceragbes. Durante o exame fisico, nota-se
que a consisténcia é firme e fibrosa. O pico de crescimento do tumor ocorre apés o
sétimo dia de inoculagdo. Nota-se crescimento exponencial na regido inoculada com
tumor invadindo 6rgaos e sistemas. A analise do tumor na forma sdlida é realizada
através do exame anatomopatoldgico, sendo realizado através da excisdo do tumor
(R1ZZO, 2000; LIMA et al., 2017).

O estroma é constituido por fibras colagenas e delicados capilares. Nessa
forma o 6bito dos animais é em torno de 20 a 30 dias, dependendo da concentragao
inoculada. Sendo assim, o tumor em sua forma solida apresenta maior tempo de
vida para o animal (LIMA et al., 2017).

E através de seus modelos experimentais, Ehrlich com Burnet e Thomas
ganharam suporte cientifico, e contribuiram para um maior conhecimento sobre o
papel do sistema imune na resposta tumoral (DUNN et al., 2004; DUNN et al., 2002;
JAKOBISIAK et al., 2003). Porém, o seu modelo apresenta limitagbes diretamente
ligadas com o que se aspira aferir, como € o caso de avaliagdo da resposta imune
tumoral (CHEON&ORSULIC; DRANOFF, 2011).

Esse fator parte do conhecimento que o microambiente tumoral € imerso por
citocinas, que afetam a proliferacéo e diferenciagdo das células do sistema imune.
Elas sédo peptideos endégenos de pequeno peso moleculares, soluveis, liberadas
por linfocitos e células do sistema fagocitario essenciais na comunicagao intercelular
e em muitos processos fisioldgicos e fisiopatolégicos (DUBIN et al., 2012). Por essas
substancias serem capazes de modular inflamagdes e a imunidade pelo crescimento
e diferenciacdo de leucdcitos e ndo leucdcitos, atuam diretamente na patogénese de
inUmeras variedades de doencgas inflamatdrias e auto-imunes (SCHACHNA, 2004;
DUBIN et al., 2012).
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Essas células imunes que integram o microambiente tumoral sofrem um
verdadeiro processo de cooptagao pelas células tumorigénicas, contribuindo a
angiogénese, limpeza tecidual e proliferacdo celular. Para isso sao descritos trés
estagios (WHITESIDE, 2008).

Inicialmente, ha o recrutamento das células imunes via produgéo de citocinas
(proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e interleucina-8 (IL-8), existe também
a educagao/cooptacdo via secregdo de citocinas que regulam diferenciagdo de
células imunes no sentido de promover o tumor como a IL-6, o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e fator inibitério da migragdo de macréfagos (MIF) e por fim, a
resposta imune, em que células imunes diferenciadas geram citocinas, hormonios e
fatores de crescimento, agentes promotores de proliferagdo tumoral e tolerancia
imune ao tumor (COUSSENS& WERB, 2002; CHEN et al., 2007; WHITESIDE,
2008).

A resposta imune diz respeito as diversas alteragdes sofridas pelas células
durante o processo de transformacgido neoplasica, a exemplo da expressao de
antigenos mutados, as tornando imunogénicas, ou seja, atraindo a resposta imune
na tentativa de extinguir esse novo desenvolvimento. Sendo comprovada a atuacao
do sistema imunoldgico, principalmente, contra o surgimento das neoplasias atuando
na regressao instintiva dos tumores (GIRALDO et al., 2015).

Ainda, no sistema imune, as células denominadas macréfagos, células de
grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em lisossomas, que fagocitam
elementos estranhos ao corpo, sdo encarregadas do processamento e conferéncia
de antigeno as células T antigeno especificas, possuindo papel de destaque
associada a resposta da atividade anti-inflamatéria, tumoricida, microbicida, de
reparo e renovacao dos tecidos, além da imunidade inata, sendo intermediadoras
entre a imunidade inata e adaptativa (KLIMP et al., 2002; DEN HAAN&KRAAL,
2012).

Assim como outros tumores experimentais, o tumor de Ehrlich produz
alteragdes severas no sistema hematopoético de seu hospedeiro, sendo
frequentemente associadas com imunodepressdo, anemia, trombocitopenia e
leucocitose granuldcito-dependente (QUEIROZ et al., 2008).

Diante disto, Calgarotto (2012) afirma o envolvimento da producgéo de fatores
soluveis produzidos pelas células tumorais ou pela interagdo tumor-hospedeiro nos

mecanismos homeostaticos da medula o6ssea. Sendo ressaltada a maior
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sensibilidade do compartimento granulocitico-macrofagico aos efeitos provocados
pelo crescimento tumoral (QUEIROZ et al., 2008). Os estudos percursores
relacionados decorrem de Keeb e Lala (1978) com a técnica de cultura de células
precursoras mieléides em meio semi-solido, onde demonstraram uma diminui¢cdo
das células da medula 6ssea comprometidas com o desenvolvimento de colbnias de
granulécitos-macrofagos em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

A influéncia do crescimento tumoral na proliferacdo e diferenciacédo das
células pluripotentes (CFU-S) e nas células progenitoras (CFU-C) foi inicialmente
proposta por Pessina et al. (1982) que verificaram que o pré-tratamento in vitro de
células de medula 6ssea normais com fluido ascitico de Ehrlich produz uma redugéo
severa no numero de coldnias formadas a partir de células precursoras da medula
ossea (CFU-C) e de células pluripotentes (CFU-S).

Relacionando-se ao envolvimento da imunidade celular, Marusic (1979)
iniciou a proposta em estudo da resposta imune contra o Tumor Ascitico de Ehrlich
utilizando camundongos deficientes em células T, comprovando que a imunidade
desenvolvida frente a este tumor também depende das células T. Outros estudos
reafirmam que a supressao da resposta imunolégica do tipo celular mediada por
macrofagos, linfécitos T (SEGURA et al., 2000) e células NK (SHEEJA&KUTTAN
2007) € uma consequéncia inevitavel da progressao tumoral.

Varios mecanismos sao apresentados como responsaveis pela supressao
imunoldgica induzida pelo tumor, como a regulagdo negativa de fatores humorais
(VALADARES et al., 2004), a produgao de citocinas imunossupressoras (TAKATA et
al., 2005), indugdo de macrofagos (ELGERT et al., 1998) e células T supressoras
(UTSUMI et al., 1990).

Durante o desenvolvimento do tumor pode ocorrer alteragdo do fendtipo Th1
para o Th2 com consequente inibigdo da liberagao de IL-2, IFN-y e TNF-a (TAKATA
et al. 2005), redugédo da capacidade citotoxica de células NK (VALADARES et al.,
2003), aumento nos niveis de IL-10 (VALADARES et al., 2004) e de PGE2
(VALADARES et al., 2006), acompanhado de reduzido influxo de células
inflamatorias na cavidade peritoneal (VALADARES et al., 2004).

A intensidade da reacao inflamatéria provocada pelas células tumorais € de
fundamental importancia na evolugdo do crescimento tumoral. Resultados positivos
vém sendo obtidos em laboratério com o uso deste modelo experimental, sendo

principalmente, aqueles que aumentam a taxa ou a duragdo da sobrevida e reduzem
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o crescimento tumoral na cavidade abdominal o que induz sua utilizacdo em estudos
da atividade imunomoduladora de diferentes compostos (CALGAROTTO, 2012).

O modelo experimental do Tumor de Ehrlich tem sido amplamente empregado
como ferramenta em estudos que buscam a elucidacdo de mecanismos de acao
antitumoral de novas substancias (Guilarducci et al. 2016). Apesar da descoberta de
muitos componentes antitumorais, ainda é necessario aumentar a gama de
compostos disponiveis, encontrar moléculas mais eficazes e menos tdxicas e
entender alvos profundamente unicos ou multiplos, para combater o cancer com

mais precisao.

3.5Bioprodutos isolados de fungos como agentes antitumorais no tratamento

do cancer de mama

Sabe-se que os medicamentos envolvidos no tratamento do céncer se
distendem da classe de antibioticos a inumeras drogas anticancerigenas, que séo
derivadas de fungos que residem em plantas medicinalmente importantes e assim
adquirem suas habilidades medicinais (VENUGOPALAN & SRIVASTAVA, 2015).

No decorrer dos anos, € crescente o interesse cientifico e comercial na
descoberta de novos agentes anticancerigenos a partir de compostos naturais
(FERREIRA et al., 2011; ANTONI et al., 2016). Esses compostos adicionaram uma
contribuicdo significativa nos modelos de tratamento quimioterapicos do céancer.
Assim, instigou-se a busca por parte de pesquisadores do mundo inteiro pelo
potencial anticancerigeno de substéncias que melhorassem a agdo de compostos
existentes como antitumorais ou mesmo a descoberta de novas substancias (LIAO
et al., 2012). Na Tabela 5 sdo apresentados estudos que relatam potenciais
anticancerigenos de substancias que foram isoladas de fungos endofiticos frente a
linhagens celulares do CM.

Dentre os compostos com atividade antitumoral estdo os metabdlitos
secundarios produzidos por fungos como polifendis, flavonoides, quinonas,
esteroides, entre outras (MESQUITA et al., 2011). Os fungos s&o fundamentais na
bioprospecgao de substancias, sendo dos 23 mil compostos ativos identificados,

42% advém de origem fungica, ressaltando tal importancia (DEMAIN, 2014).
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Tabela 5. Compostos antitumorais frente a linhagens de cancer de mama isolados a
partir de fungos endofitos extraidos de plantas.

PLANTA FUNGO ISOLADOS LINHAGEM REF.
, , koningindis AC
Morinda Trichoderma
L L acido 11-hidroxi-15- MCF-7 Chen et al. (2019)
officinalis koningiopsis
drimenedico koninginol D
Tabebuia ] Moussa et al.
Aspergillus TRL1 Pulchranina A MCF-7
rosea (2018)
Rosellinia
. MDA-MB- Sharna et al.
sanctae- Albizia lebbeck Jammosporin A
) 231 (2018)
cruciana
Anvillea Fusarium Ibrahim et al.
Fusarithioamide MCF-7
garcinii chlamydosporium (2018)
Launaea Perez-Bonilla et al.
Dothiora sp. Hipoleninas AC MCF-7
arborescens (2017)
Terreina
Hyptis Aspergillus ) MDA-MB- ]
Butirolactona Silva et al. (2017)
suaveolens terreus-F7 231/ MCF-7
Butirolactona V
Acanthus Lasiodiplodia
o Cloropreussomerinas AB MCF-7 Chen et al. (2016)
ilicifolius theobromae
Penicillium MDA-MB-
Olea europea Meleagrina c-Met Mady et al. (2016)
chrysogenum 231/468
Pogostemon Bipolaris isococlioquinonas DE
i L o MCF-7 Wang et al. (2016)
cablin sorokiniana A606 coclioquinonas GH
Caesalpinia ) o Campos et al.
) Fusarium sp. Beauvericina MCF-7
echinata (2015)
Meléndez-
Bursera Acremonium
) Acremoxanthone E MCF-7 Gonzélez et al.
simaruba camptosporum
(2015)
4,5-dihydroxy-3- (2-
) o Phomopsis hydroxyethyl) - 1-
Paris axialis MCF7 Yuan et al. (2015)
amygdale methoxy-8-
methoxycarbonylxanthone
Libertella Adames et al.
Olyralati folia ] 3-epi-Waol A MCF-7
blepharis (2015)
Thymelaea Chaetomium MDA-MB- Kabbaj et al.
, Chaetorcinol
lythroides aureum 231 (2015)
Paris Aspergillus
] Isocumarina MCF-7 Zhou et al. (2015)
polyphylla versicolor
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Duclauxamide Penicillium
. Duclauxamide A1 MCF-7 Cao et al. (2015)
A1 manginiiYIM
Fallopia
) ) Cercospora sp. Cercosporene F MCF-7 Feng et al. (2014)
japonica
) ] Aspergilline A
Paris Aspergillus
) Aspergilline B MCF7 Zhou et al. (2014)
polyphylla vesicolor -
Aspergilline C
Myoporum
bontioides A. Trichoderma sp. Diclorodiaportinol A MCF-7 Li et al. (2014)
Gray
Eupatorium Phoma Multirostratin A
) ) MCF-7 Chen et al. (2015)
adenophorum multirostrata 20-oxo-deoxaphomin
Ajuga Myrothecium ] ]
) Myrotheciumone A MCF-7 Lin et al. (2014)
decumbens roridum
Aegiceras o MCF-7/
i Pestalotiopsis sp. Pestalol B Sun et al. (2014)
corniculatum BT474
Kandelia ] MDA-MB-
Phomopsis sp. Phomopsidone A Zhang et al. (2014)
candel 435
Kandelia
Cladosporium sp Cladosporone A MCF-7 Ai et al. (2014)
candel
Astragalus ] Ferroemestrina MDA-MB-
o Emericella sp. ] Xu et al. (2013)
lentiginosus. emericelenes 231
Cinnamomum  Annulohypoxylon )
Annulosquamulin MCF-7 Cheng et al. (2012)
sp. squamulosum

As pesquisas relacionadas a essa tematica baseiam-se nos metabdlitos

secundarios produzidos por fungos endofiticos de extrema importancia para
biotecnologia, assim como para a medicina pela produgdo dos seus agentes
anticancerigenos. Porém, novos agentes em potencial estdo em estudos com base
na atividade seletiva destes contra alvos moleculares relacionados ao céncer
(KUSARI et al., 2012). E através da biotecnologia é possivel ser avaliada a utilizagéo
destes em beneficio de melhorias significativas aos tratamentos atuais para o cancer
(CALDERANI et al.,, 2018). O estudo dos produtos obtidos através desses
microrganismos e por seus metabolitos que demonstram potenciais
anticancerigenos torna-se alvo, de diversos estudos para explorar essas atividades
dos mesmos frente a linhagens celulares de cancer (CALDERANI et al., 2018).
Dentre as diversas classes dos compostos produzidos por esses fungos com
potenciais de atividade antitumoral

encontram-se os polifendis, flavonoides,
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quinonas, esterdides, xantonas, isocumarinas, compostos fendlicos, alcaloides e
terpenos (RAMOS, 2008; SANTOS&VARAVALLO, 2011). Além de glicosideos
simples para alcaléides complexos, acidos fendlicos e outros (KHARWAR et al.,
2011; XIAO et al., 2013). Todas estas classes de substadncias podem ser derivadas
de vias biossintéticas ou degradativas (SHAW et al., 2015).

Entre as principais classes estdo as antraciclinas, sendo inclusive utilizadas
no tratamento quimioterapico como doxorrubicina, o antibiético antraciclico com
atividade antitumoral, sendo eficaz para os estagios iniciais do CM e para
metastase, mas seu uso é restrito pelo seu efeito cardiotéxico (LAO et al., 2013;
CARVALHO et al., 2014).

Ainda, é importante destacar os flavonoides e o paclitaxel (Taxol®), composto
mais utilizado na produgdo de medicamentos anticancerigenos, ressaltando a
potencialidade biotecnoldgica e importancia dos microrganismos endofiticos e seus
metabdlitos para a producéo de farmacos (MESQUITA; NAZARI et al., 2011).

O paclitaxel é aprovado pela Food and Drug Administration, Organizagéo dos
Estados Unidos, para tratar diversos tipos de céancer, dentre eles o de mama
(HEINIG et al., 2013). Originalmente, esse composto foi obtido da planta Taxus
brevifolia a partir do primeiro fungo identificado como produtor desse composto o
Taxomyces andreanae (STIERLE et al., 1993). A partir desta descoberta inumeros
estudos relacionados aos fungos endofiticos no tratamento do cancer revelaram que
esse composto poderia ser produzido por outras espécies de fungos endofiticos
(WEAVER, 2013).

O estudo “Anti-proliferative effect of fungal taxol extracted from Cladosporium
oxysporum against human pathogenic bacteria and human colon cancer cell line
HCT 15" comprova o fato do taxol ser obtido de outros fungos endofiticos, ao
conseguirem isolar o composto do fungo endofitico Cladosporium oxysporum isolado
da planta Moringa oleifera e observar a atividade anticancerigena da substancia
frente a diversas linhagens cancerigenas (RAJ et al., 2015).

O isolamento do antitumoral também foi possivel no estudo “Isolation and
detection of taxol, an anticancer drug produced from Lasiodiplodia theobromae, an
endophytic fungus of the medicinal plant Morinda citrifolia” desenvolvido pelos
autores Pandi et al. (2011), onde o taxol foi obitido a partir do Lasiodiplodia
theobromae advindo da planta Morinda citrifolia.
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Outros estudos como o de Zaiyou et al. (2017) também isolaram o paclitaxel
de uma cepa de Phoma medicaginis isolada de Taxus wallichiana no estudo “An
endophytic  fungus efficiently producing paclitaxel isolated from Taxus

wallichiana var. mairer’.

3.5.1 Género Penicillium

Os metabdlitos bioativos que sdo produzidos por fungos geralmente
pertencem a classe dos ascomicetos, fungos filamentosos e endofiticos. O numero
total de substéncias bioativas conhecidas produzidas por fungos € de
aproximadamente 8600 (GOMES, 2011).

O género Penicillium agrega fungos filamentosos que sintetizam elevada
quantidade de metabodlitos secundérios bioativos conhecidos (CAFEU et al., 2005;
FRISVAD et al., 2004) com suas aplicagées incluindo as drogas anticarcinogénicas e
agentes imunossupressores (BAKER et al., 2006; SAMSON et al., 2014). Estes séo
também empregados comercialmente como agentes para a produgdao de enzimas
(ARCHER et al., 2008; SUN et al., 2011).

O género possui 225 espécies com 347 sinonimias, além dos teleomorfos,
Eupenicillium (45 espécies) e Talaromyces (24 espécies) (WANG et al.; SILVA et al.,
2004). Essas espécies possuem elevada diversidade, sendo tanto morfoldgica
quanto ao nivel de metabdlitos secundarios (KIM et al., 2012). Estas podem ser
encontradas em alimentos (SAMSON, 2010), em ambientes internos (NIELSEN,
2003), marinhos associados ao manguezal (SHABAB et al., 2011), marinhos
(BHATNAGAR&KIM, 2010; MENG et al., 2011) e associados a plantas como fungos
endofiticos (OLIVEIRA et al ., 2011).

Desde a descoberta da penicilina, elas foram inseridas em pesquisas sobre
bioprospecgdo de metabolitos no decorrer dos anos, demonstrando o interesse
como fontes de moléculas bioativas a serem aplicadas (PETIT et al., 2009;
OSMANOVA et al., 2010).

Tais fungos filamentosos apresentam varias caracteristicas que despertaram
o interesse para o uso biotecnolégico desse grupo de espécies como o crescimento
em substratos simples e de baixo custo (LOPES et al., 2013). Desta forma, é

importante enfatizar a necessidade de estudos anticancerigenos com estes fungos.
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Visto que, o céancer € uma das principais doengas mortais em todo o
mundo (CHANDRA, 2012).

3.5.2 Penicillium purpurogenum

A espécie Penicillium purpurogenum pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Ascomycetes, Ordem Eurotiales, Familia Trichomaceae e Género Penicillium. O P.
purpurogenum, € um fungo saprofita que cresce em uma gama de fontes naturais de
carbono, segregando um grande numero de diferentes enzimas no meio (CHAVEZ
et al. 2006). Mas o habitat deste fungo é primariamente o solo, porém sao
encontrados em diversos ambientes umidos (PITT, 1985; PITT, 2009).

Esse fungo filamentoso tem a capacidade de sintetizar uma variedade de
substancias com potencial biotecnoldgico e bioativas, além de enzimas como a 13-
glucosidase (DHAKE&PATIL, 2005), xilanases (SHALOM et al., 2008), celulases
(TAUKTORNISIELO, 2004), a-L-arabinofuranosidases (FRITZ et al., 2008), a-1,3-
glucanase (SHALOM et al., 2008) e substancias colorantes (MENDEZ et al., 2011).

O método comumente usado para identificacdo de espécies de Penicillium é a
visualizagdo das caracteristicas morfolégicas das colbénias (textura, cor e diametro
da colbnia), e estruturas de reprodugao (tipos e tamanhos de conidios e conidioforo),
além das técnicas de biologia molecular (OKUSHIMA et al., 2004).

As caracteristicas das col6nias do P. purpurogenum incluem sua presenga em
meio de cultura Agar Czapeck com diametro de 15 a 30 mm, sendo planas ou radial,
densas, aveludadas, com micélio amarelo brilhante ou vermelho devido as hifas
incrustadas, e reverso da colénia vermelho escuro a roxo, aproximando-se do preto
(PITT, 1985; PITT, 2009).

Em Agar Extrato de Malte (MEA) esse didmetro varia de 22 a 35 mm de
diametro, tendo colbnias planas, densas, aveludadas com micélio de branco a
amarelo brilhante e reverso usualmente claro, sendo marrom ou vermelho opaco no
centro (PITT, 1985; PITT, 2009).

Os seus conidiéforos apresentam-se a partir da superficie ou do micélio
aéreo, com estirpes de 70 a 300 ym de comprimento, parede lisa, penicilio terminal
biverticilado conidio elipsoidal, tornando-se eventualmente subesferoidal quando
maduro, 3,0 a 3,5 um de comprimento, com paredes lisas, finamente aspera ou
verrugosa (PITT, 1985; PITT, 2009).
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A sua caracteristica mais distintiva € a difusdo intensa e rapida de
pigmentacao vermelha em meio CYA, tanto a 25 quanto a 37 °C. Em casos de
auséncia de pigmentacao, a caracteristica inclui: conidio verde escuro no CYA e em
MEA, crescimento moderado a 37 °C, penicilio estreito e parede pesada, variando
de elipsoidal a subesferoidal do conidio. As paredes conidiais variam de bastante
lisa a aspera (PITT, 1985; PITT, 2009).

Nesta pesquisa verificamos caracteristicas das colbnias do P. purpurogenum
no meio de cultura Agar Batata com didmetro de 15 a 30 mm, sendo planas ou
radial, densas, aveludadas, com micélio purpura brilhante ou vermelho devido as
hifas incrustadas, e reverso da col6nia escuro a roxo.

Alem de suas caracteristicas morfolégicas diversas pesquisa demosntram sua
capacidade de produzir metabdlitos secundarios, pois os fungos sdo uma fonte rica

de compostos uteis devido as suas propriedades quimicas e téxicas.

3.5.3 Atividades biolégicas em cepas selvagens de P. purpurogenum

Os fungos sintetizam moléculas com diversas estruturas quimicas e uma
ampla gama de atividades bioldgica como pode ser verificada na tabela 6.

Sun et al,.(2016) isolaram cinco novos compostos, e quatro metabdlitos
conhecidos da cepas P. purpurogenum MHz 111 e verificaram que As estruturas dos
novos compostos foram: Purpurogenolida B, Purpurogenolide C, Purpurogenolide D
e berkeleyacetal C mostraram inibicdo da produgdo de o6xido nitrico em células
microgliais BV-2 ativadas por lipopolissacarideo.

Pesquisa realizada Etoh et al,. (2013) demosntra que Berkeleyacetal inibe a
producao de NO induzida por LPS e PGN e a expressao da iNOS, diminuindo o nivel
de translocacédo de NF-kB em nuclear através da inibicao da atividade de quinase de
IRAK-4 em células inflamatérias. E como os novos meroterpenoides encontrados
possuem estruturas semelhantes ao berkeleyacetal C, podendo desencadear vias
anti-inflamatérias semelhantes ao berkeleyacetal C nas células microgliais BV-2.

Em busca de novas moléculas Sun et al,.(2017) isolaram da cepas P.
purpurogenum MHZ 111 uma nova di-hidroisocumarina e uma nova cumarina e oito
metabdlitos conhecidos, sendo que as cepas conhecidas, aspergilumarina A, 6-
metoximelina e pestalasina A foram identificadas pela primeira vez no género

Penicillium, enquanto os compostos  3-hidroximetil-6,8-dimetoxicumarina,
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vermistatina e 3'-O-metildehidroisopenicilideo foram relatados pela primeira vez em
uma cepa de P. purpurogenum. Dos compostos isolados apenas a nova cumarina e

a vermistatina mostraram atividade inibitoria contra a produg¢ao de oxido nitrico.

Tabela 6. Principais metabdlitos bioativos isolados dos extratos de P. purpurogenum

Principais metabdlitos bioativos isolados

REF.
dos extratos de P. purpurogenum
_ Shaaban
(3R, 4S) -isostrepenol Il
(2018)
Pigmento Jin et al,.(2018)
Sun et al.
Dihidroisocumarina
(2017)

Acido (S)-tenélico B dimetil acetal, (3R, 3'R/S)-
isotalarona e (3R ,5R) -cis-5-metil-3-(2-

oxobutil) -di-hidrofuran-2-ona

Shaaban et al.
(2016)

Purpurogenolide A-E
Berkeleyacetal C, 22,23-epoxyberkeleydione,  Sun et al,.(2016)
chrodrimanin B, chrodrimanin E
Berkeleyacetal C Lietal,. (2017)
Wang et al.
(2017)

Purpurquinone B

Li et al,. (2017) ao descobrirem que o Berkeleyacetal C, isolado da cepa P.
purpurogenum MHZ 111 possui atividade favoravel na inibicao da produgao de éxido
de nitrico (NO) de macrofagos estimulados pelo lipopolissacarideo (LPS) resolveram
verificar a atividade anti-inflamatoria e os mecanismos de Berkeleyacetal C em
macrofagos e neutrdéfilos. Os resultados mostraram uma inibicdo significativamente
da expressao do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e da produgdo de NO pelos
macrofagos.

Assim como expressao e secrecao dos principais fatores pré-inflamatérios e
quimiocinas, incluindo fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1B (IL-1B), proteina inflamatdria de macréfago-1a (PImax) -1a), e a

proteina quimiotatica-1 dos mondécitos (MCP-1) também foram intensamente
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suprimidas. Berkeleyacetal C exerce fortes efeitos anti-inflamatérios inibindo as vias
de sinalizagdo de NF-kB, ERK1 / 2 e IRF3 e, portanto, possui grande potencial a ser
desenvolvido como agente terapéutico para disturbios inflamatorios

Enquanto que de Souza et al,. (2013) pesquisaram a presenca de fungos em
propolis e uma das cepas identificadas foi o P. purpurogenum que foi cultivado em
meio liquido para obter um extrato bruto que foi avaliads quanto a sua atividade
antibidtica contra bactérias patogénicas, leveduras e Cladosporium cladosporioides
e A. flavus. Demosntrando ser muito ativo contra o fungo fitopatdégeno Cladosporium
cladosporioides.

Jin et al,.(2018) pesquisaram a atividade antioxidante e antimicrobiana da
cepa de Penicillium purpurogenum Li-3 e verificaram o pigmento secretado pelo
fungo mostrou-se citotoxicidade fraca contra os embrides de peixe-zebra e
apresentaram melhor capacidade de eliminagdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e atividade antibacteriana.

Nas pesquisas realizadas por Shaaban et al. (2016) que encontram trés
novos compostos bioativos e Shaaban (2018) pesquisando por novos compostos do
fungo terrestre P. purpurogenum MM, identificaram o composto (3R, 4S) -
isostreptenol Il e verificaram que as atividades antimicrobiana do extrato bruto e da
novo composto foram comprovadas usando um conjunto de microrganismos e uma
fraca citotoxicidade pelo ensaio de camarao com salmoura.

Wang et al,. (2017) ao estudarem purpurquinona B derivado do fungo P.
purpurogenum JS03-21 comprovaram in vitro que ele foi capas de suprimir a
replicacdo do virus H1N1 possuindo atividade anti-influenza A, foi ainda verificado a
administracdo oral de purpurquinona B e houve a diminuiu os titulos virais
pulmonares e melhorou a taxa de sobrevivéncia em camundongos infectados com
H1N1, diminuindo significativamente as citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6,
RANTES e KC em pulmoes infectados por HIN1 e células A549, atenuando as
respostas inflamatodrias.

Os pesquisadores citados as cimas observaram que a cepa P. purpurogenum
€ uma fonte prolifica de metabdlitos com atividades biologicas significativas. Muitos
quimioterapicos importantes anticancerigenos sao metabdlitos microbianos ou
derivados semi-sintéticos. Investigar os metabdlitos de fungos pode aumentar a

chance de encontrar novos compostos.
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3.5.4 Atividades anticancer em cepas de P. purpurogenum

Pesquisa realizada na pagina eletronica da US National Library of Medicine
National Institutes of Health (PubMed) utilizando as palavras Penicillium
purpurogenum, marinho e cancer assim como suas combinagdes, verificamos que
no periodo de dez anos foram encontrados apenas doze publicagdes.

Todos os trabalhos (Tabela 7) encontrados foram realizados com a cepa P.
purpurogenum G59 de origem marinha, Fang et al,.(2012) relata que esta cepa nao
foi capaz de produzir metabdlitos antitumorais com atividade no ensaio brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) usando células K562 (Leucemia
cronica), com isso Chai et al,.(2012) desenvolveu uma nova abordagem ativando
aglomerados genéticos silenciosos para a produgdo de metabdlitos secundarios
adormecidos, introduzindo a resisténcia a gentamicina a cepa fungica G59,
demonstrando que suas vias biossintéticas fungicas sao silenciosas em condi¢des
de cultura padrao.

Chai et al,.(2012) ao obtiveram cento e oitenta e um mutantes em apenas
nove apresentaram atividades contra a linhagem K562 e o que apresentou melhor
resultado foi realizado o isolamento de quatro compostos e ambas atividade.

Fang et al,.(2012) desenvolveram uma estratégia pratica para acessarem
metabdlitos silenciosos em fungos, usando a cepa G59 e um procedimento
modificado de mutagénese de sulfato de dietila (SD). Para examinar o efeito da
mutacado induzida por SD na produgdo secundaria de metabdlitos, investigagéo
quimica do mutante BD-1-6. Fracionando o extrato da cultura BD-1-6 identificaram
trés metabdlitos antitumorais que nao havia sido descrito pela cepa-mae G59.

FANG et al,. (2014) testaram as atividades antitumorais dos extratos acetato
de etila da cepa G59 e de 42 culturas mutantes. Os extratos de 31 mutantes inibiram
as células K562 e o extrato G59 nao inibiu as células K562, ficou evidente que os
mutantes adquiriram a capacidade metabdlica de produzir metabdlitos antitumorais
através da mutagénese do SD.

Para identificar a composigdo quimica ativada pela mutagénese do SD, os
extratos da cepa G59 e os 31 mutantes foram submetidos a analise quimica
produzindo perfis diferentes. Estes resultados indicaram que algumas das vias
biossintéticas originalmente silenciosas na cepa G59 foram ativadas para produzir

metabdlitos secundarios bioativos nas cepas mutantes. A cepa mutante BD-1-3 por



61

apresentar melhor atividade antitumoral teve sua composi¢cdo quimica purificada

produzindo cinco metabdlitos puros, em que as estruturas de quatro novos

compostos foram elucidadas por métodos espectroscopicos e o composto cinco ja

havia sido identificado com base em seus dados fisico-quimicos e espectroscopicos
(FANG et al,. 2014).
Tabela 7. Compostos quimicos produzidos por Penicillium purpurogenum apos

mutagenses com antibioticos.

Antibioticos Compostos novos Linhagens Referéncia
Mutantes
- Chai et
5-1-4 Gentamicina - K562 al, (2012)
Sulfato de Purpurogemutantina e K562, HL-60, Fang et
BD-1-6 dietila Purpurogemutantidina Hela, BGC-823 ) (9012)
purog e MCF-7 3
Sulfato de Penicimutanolona, FANG et al
u - . ).
BD-1-3 dietila Penlclmqtqnlna (A eB)e K562 (2014)
Penicimutatina
Sulfato de K562, HL-60, Wu et al,.
AD-2-1 o Penicimutalidas (A a G) HelLa, BGC-823 (2014)
dietila
e MCF-7
Sulfato de Antineociclocitrinéis (A e B) e 23- K562, HL-60, XIA et
AD-1-2 L o . o HelLa, e BGC-
dietila O- metilantinoociclocitrinol 823 al,.(2014)
Epiremisporina B, Epiremisporina K562, HL-60,
AD-1-2 Sulfatp de B1 e Isoconiochaetona C HelLa e BGC- XIA etal,.
dietila 823 (2015)
Curvularina, Citrinina,
Penicitrinona A, Eritro-23-O- K562, HL-60, Wu et al
4-30 Neomicina metilneociclociclitrinol e 22E-7a- HelLa e BGC- (2015) ”
metoxi-5a, 6a-epoxyergosta- 8, 823
22-dien-3p-ol,
K562, HL-60, Wanq et
3-f-31 Neomicina Penicimutide HelLa, MCF-7 al (2816)
BGC-823 "
Penicimutanolonas A e B, éter Wang et al
3-f-31 Neomicina metil Penicimutanolona A e Varias* 9 "
T . (2018)
Penicimumide,
K562, HL-60,
BD-3n-1 Sulfat_o de Purpurofuranona e HelLa and BGC- Wu et al,.
dietila Purpuropiranona 823 (2019)
K562, HL-60
Sulfato de .. - ’ ’ XIA et
AD-1-1 dietila acido purpurogénico HeLaS(;:;BGC- al,.(2019)
K562, HL-60, Wang et al
3-f-31 Neomicina Penicimutanina C Hela, BGC-823 9 ”
e MCF-7 (2020)

*(A549, HelLa, MCF-7, HCT-116, HepG2, NCI-H1975, HL-60, K562, LS180, SW480, HT29, PC-3, BXPC-3, and

PANC-1)
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Wou et al,. (2014) pesquisaram o mutante AD-2-1 antitumoral derivado da cepa
G509, rastrearam metabdlitos produzidos e identificaram sete novos compostos, dois
lipopeptideos conhecidos, cinco policetideos conhecidos, no ensaio MTT os
quatorze compostos inibiram varias linhagens de céncer e o extrato G59 né&o
inibiram as células.

XIA et al,.(2014) isolaram trés novos compostos e onze ja conhecidos do
mutante AD-1-2 obtidos pela cepa G59 de origem marinha que n&o produziram
esses metabolitos demonstrando que essa ativacdo de metabolitos silenciosas na
cepa G59 ocorreu pela mutagénese do SU. Continuando a pesquisa XIA et
al,.(2015) identificaram seis compostos (trés novos), que nao foram observados no
extrato G59, o efeito inibitério dos compostos foram testados pelo ensaio MTT e
inibiram o crescimento das quatro linhagens de cancer testadas.

Enquanto que Wu et al,. (2015) testaram a resisténcia a neomicina na cepa
G59, Apds o tratamento um total de 56 mutantes foi obtido. Em contraste com a
cepa G59, os extratos 28 mutantes inibiram as células K562, indicando que os 28
mutantes adquiriram a capacidade de produzir metabdlitos bioativos. Foram
realizados ainda isolamento e a caracterizagcdo do mutante 4-30, por apresentar
melhor efeito inibitério contra as linhagens de cancer, sendo identificados cinco
metabdlitos secundarios bioativos nao encontrados na cepa G59, demonstrando que
a introducao da resisténcia a neomicina ativou a producgao silenciosa de metabdlitos
secundarios.

A mutagénese por neomicina foi testada também por Wang et al,.(2016) que
identificaram um novo dipeptideo e quatro dipeptideo conhecidos, foi verificado
ainda que trés dos compostos, foram produzidos apenas na cepa mutante, mas
outros foram produzidos nas cepas mutante e parental, indicando que a introducao
de resisténcia a neomicina ativou as vias que eram silenciosas na cepa G59.

WANG et al,. (2018) isolaram quatro novos metabolitos antitumorais de uma
cepa mutante resistente a neomicina verificou ainda que o o0s compostos
penicimutanolonas A e B podem induzir apoptose de células cancerigenas. Além
disso, foi observada atividade antitumoral in vivo para o Penicimutanolonas A em
camundongos portadores de tumor HCT116 de sarcoma murino.

Wu et al,. (2019) testaram o mutante BD-3n-1 derivado da mutagénese de SU
da G59 e identificaram dois novos policetideos, foram isolados juntamente com dois

policetideos conhecidos, foi verificado por ensaio MTT que nenhumdos compostos
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mostraram efeitos inibitérios notaveis nas quatro linhas celulares de cancer testadas.
Xia et al,.(2019) verificaram a presenga de um novo policetideo isolados de um
mutante derivado da cepas G59, conseguiu inibiu as linhagens de cancer testadas.

Wang et al,. (2020) isolaram um novo composto alcaloidal, da cepa mutante
resistente a neomicina derivada da cepa G59, junto com quatro compostos
conhecidos. Todos os compostos estudados inibiram a proliferagcdo das cinco
linhagens de cancer.

Diante das pesquisas acima verificamos que a cepa de P.purpurogenum de
ambiente marinho vem sendo estudada na busca de metabolitos secundarios ativos
contra o cancer e a classe de meroterpendides foi identificada em cepas mutantes,

apresentando propriedades antitumorais.

3.5.5 Meroterpendides e o P. purpurogenum

Os Meroterpenodides sao produtos naturais hibridos parcialmente derivados de
vias terpendides, como o prefixo "mero" significa "parte, parcial e fragmento". Esse
termo foi descrito pela primeira vez por Cornforth, em 1968, para descrever produtos
naturais de origem biossintética mista, parcialmente derivados de terpendides
(GERIS; SIMPSON, 2009; MATSUDA; ABE, 2016)

Essa definicdo descreve compostos derivados de animais, plantas, bactérias,
fungos e organismos marinhos que podem ser agrupados nessa classe de produtos
naturais, que variam de moléculas amplamente distribuidas a metabdlitos
secundarios especificos da espécie.

Exibem ainda uma enorme variedade estrutural, com estruturas que variam
de compostos simples, compreendendo uma unidade prenil ligada a um derivado
fendlico, aos mais complexos de cadeias de carbono altamente funcionalizadas
(GERIS; SIMPSON, 2009).

Possuindo importantes atividades biologicas, que serdo abordas logo a
seguir, porém realizamos uma busca por meroterpendides bioativos de
P.purpurogenum, realizada na pagina eletrénica da US National Library of Medicine
National Institutes of Health (PubMed) utilizando as palavras Penicillium
purpurogenum e meroterpenoides..

Entre os produtores de meroterpendides, os fungos sintetizam moléculas com

diversas estruturas quimicas como é o caso dos dhilirolidos A a D foram isolados de
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culturas de laboratério do Penicillium purpurogenum (de Silva et al,. 2011). Em
quanto que Fang et al,. (2012) descobriram dois novos meroterpendides a
purpurogemutantina e purpurogemuntantidina e a conhecida macroforina A foram
isolados a partir de um mutante bioativo BD-1-6 obtido pela mutagénese de
antibidtico, ainda foi comprovada “in vitro” atividade sua anticancer.

Ja Centko et al,.(2014) identificaram em P. purpurogenum, obtido da podridao
de frutos da arvore Averrhoa bilimbi, dez novos meroterpendides, dhilirolidos E a N,
que representam os quatro esqueletos de carbono dhilirano, isodililano, 14,15-
dinordililano e 23,24-dinorisodililano meroterpendides sem precedentes e
rearranjados. Sun et al,. (2016) descobriram cinco novos meroterpendides,
purpurogendlidos A a E foram isolados das culturas de fermentagdo do substrato
sélido do fungo Penicillium purpurogenum MHz 111. As estruturas dos novos
meroterpendides foram elucidadas pela andlise de dados espectroscopicos e
espectrométricos (RMN 1D e 2D, IR e HRESIMS).. Os compostos B a D mostraram
inibicdo da produgdo de Oxido nitrico em células microgliais BV-2 ativadas por
lipopolissacarideos.

Li et al,.(2017) investigaram Berkeleyacetal C composto isolado P.
purpurogenum MHZ 111 e descobriram que ele exerce fortes efeitos anti-
inflamatdrios inibindo as vias de sinalizacdo NFkB, ERK1 / 2 e IRF3 e, portanto,
mostra grande potencial a ser desenvolvido como agente terapéutico para disturbios
inflamatorios.

Wu et al,. (2019) testaram o mutante BD-3n-1 e identificaram quatro
meroterpenoides, purpurofuranone e purpuropyranone quem foram encontrados pela
primeira vez e os conhecidos cillifuranone e taiwapyrone. Os novos compostos
foram elucidados por métodos espectroscopicos, especialmente com base na
difracdo de raios X e os dados calculados das rotagdes opticas. No ensaio MTT
preliminar nenhum dos meroterpenoides demonstraram efeitos inibitérios notaveis
sobre as quatras linhas celulares de cancer.

Xia et al,.(2019) verificaram a presenca de trés meroterpendides um novo
ainda nado descrito na literatura o acido purpurogénico e dois ja conhecidos, (-) -
mitorubrin e (-) — mitorubrinol. A estrutura planar do novo composto foi elucidado por
métodos espectroscopicos e a configuragdo absoluta foi atribuida com base nos
dados de [a] D e CD. Em nosso ensaio preliminar de MTT apenas ela conseguiu

inibiu as células de cancer testadas.
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Outros meroterpendides recém-descobertos por Xia et al,. (2020), isolados do
fungo endofitico P. purpurogenum IMM foram os Purpurolidos D a F, trés novos
bergamotanos polioxigenados com sistema de anéis tetraciclicos 6/4/5/5. Os
compostos D a F mostraram atividade inibidora significativa contra a lipase
pancreatica (PL). O resultado destaca que a presenga do radical decandico 3-
hidroxilado no C-14 é importante para aumentar a poténcia de inibigao contra PL.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 0btengdo do Fungo

A cepa do fungo P. purpurogenum, proveniente da colecao de fungos do
Laboratorio de Micologia localizado no Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada da
Universidade Federal do Maranhao foi cedida pela Dra. Geusa Felipa de Barros
Bezerra. Sendo mantida em meio agar batata a 28°C, com repiques quinzenais
ficando armazenada na colecdo de fungos da Universidade Federal do Maranhao

para sua utilizagdo sempre que necessario.

4.2 Cultivo de fungo P. purpurogenum

A linhagem do fungo foi primeiramente inoculada em placas de Petri contendo
Agar Batata Dextrose (BDA) e incubado a 28°C por 7 dias até completo crescimento.
Apos este periodo, circulos superficiais de agar contendo o micélio foram
transferidos das coldnias, com o auxilio de uma seringa plastica, para um baldo de
fundo redondo contendo 250 mL do meio de cultura original liquido do fungo (sem
agar), onde foram deixados para fermentagéao por 28 dias a 28°C com agitagéo. O

esquema experimental é apresentado na Figura 4.

c de Penicilli Colecdo de Fungos do Laboratério de Micologia
epa de Feniciilium purpurogenum do Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada da

Universidade Federal do Maranhéo.

—

—

Cultivo em meio de cultura |

m"\‘ef N Discos de micélio sdo
'm‘p “-}:_. 5 transferidos parao e—
- NI -?- e — meio de culturaliquido

g’ "| Fermentacéo/28°C por |
- 28 dias comagitacdo [

Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 4. Esquema experimental do cultivo do fungo Penicillium purpurogenum.
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4.3 Obtencao do Extrato de fungo

Apods a fermentacdo, o micélio foi separado do meio de cultura por filtragcao a

vacuo, utilizando-se um funil de Buchner acoplado a um kitassato, conforme a Figura
5.

s--{  Micélios »| Caldo
i XN
Filtracao a vacuo
—_— Separacao do
caldo da biomassa
» Micélios

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5. Esquema experimental apresentando o processo de fermentagao apos 28
dias.

O caldo obtido neste procedimento foi adicionado a Etanol PA na proporgao
1:3 e permaneceu sob agitacdo constante a 115 rpm por um periodo de 24 horas,

sendo filtrado e concentrado em evaporador rotatério a 45°C, conforme a Figura 6.

| | Concentracdoem
rotaevaporador

BTy T

Apos 28 dias |
- . —

g

Etanol 1:3, com agitacdo
(115 rpm) e maceragdo |—
por 24 horas

| Filtragdo a vacuo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6. Esquema experimental apresentando o tratamento recebido pelo caldo do
processo de fermentacao.
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Com o objetivo de obter um extrato de média/alta polaridade dos metabdlitos
produzidos pelo fungo, o extrato concentrado obtido foi adicionado de acetato de
etila e particionado, apds 24 horas, em funil de separagao de liquidos, resultando na
obtencdo de uma fase orgénica (AcOEt) e uma fase aquosa. A fase aquosa foi
descartada e a fase organica, apos concentragdo em evaporador rotatorio, foi
liofilizada, originando o extrato de AcOEt (FR1), conforme a Figura 7.

A A

T itolaio aehia Fase organica(AcOEt)

v A 4
| Funil de separacéo | Concentragéoem rotaevaporador

\ 4
| Faseaquosa |

- sy A 4
Extrato concentrado

Liofilizacdo parauso

A 4
Descarte

Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 7. Esquema experimental apresentando o processo de tratamento do extrato
concentrado apds o processo de concentragao do caldo de fermentacéo.

O micélio (biomassa do fungo), apds total remogao do meio de cultura original
liquido por filtragdo a vacuo, foi acondicionado em frasco reagente ambar contendo
250 mL etanol 70% e mantido sob agitacdo constante a 115 rpm por 24 horas. O
extrato obtido foi filtrado e concentrado sob pressdo reduzida até remocéo total do
etanol. A parte aquosa remanescente, foi adicionado acetato de etila na proporgéo
1:3, que apds separacao em funil de separagdo e eliminagédo do solvente em
evaporador rotatorio e liofilizagédo, levou a obtengdo do extrato de AcOEt (FR2).0
esquema experimental descrito é apresentado na Figura 8.

O extrato extra e intracelular gerou uma patentde de processo (PROCESSO
DE OBTENCAO DO EXTRATO DE Penicilium purpurogenum) que trata da
obtencao de extrato de fungo que apresentam atividade quimioterapéutica contra o
cancer de mama ou anti-inflamatérios (ANEXO A).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 8. Esquema experimental apresentando o processo de tratamento dos
micélios do fungo apds o processo de concentragdo do caldo de fermentagéo.

4.4 Avaliagcao da composicao quimica dos extratos FR1 e FR2 por infusao
direta (ESI/MS)

Os extratos em acetato de etila do caldo (FR1) e da biomassa micelial (FR2)
foram analisados por espectrometria de massas por infusdo direta (ESI/MS) para
avaliacdo de sua composi¢do quimica. Os extratos foram pesados (3mg) e
solubilizados em metanol com 0,1% de acido férmico em banho ultrassénico por 20
minutos. Apods filtracdo, as amostras foram submetidas a insercdo direta no
espectrometro de massas. O tempo total para aquisicdo de cada espectro foi fixado
em 1 minuto. Os espectros ESI/IMS foram obtidos no modo positivo com o

equipamento Bruker Daltonics Amazon SL ion trap. As condi¢gdes gerais do



70

equipamento durante as analises foram: voltagem do capilar 4kV, temperatura da
fonte 100°C, temperatura de dessolvatagdo 100°C, voltagem do cone 20-40 V. As
amostras diluidas foram injetadas por uma bomba de inje¢cdo automatica com fluxo

continuo de 10mL/min.

4.5 Avaliagao da atividade antitumoral in vitro
4.5.1 Cultura Celular

Foram utilizadas as linhagens celulares MCF7 (ATCC® HTB-22™), MDA-MB-
231 (ATCC® HTB-26), ambas derivadas de um adenocarcinoma mamario humano.
As células foram cultivadas em garrafas estéreis contendo meio Dulbelcco’s
modificado (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementados com 10% de
soro fetal bovino com L-glutamina a 2mM, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina. Em seguida foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo
5% de CO,. Para os experimentos, as células em monocamada foram tripsinizadas
com uma solugao de tripsina 0,25% (p/v) — EDTA 0,03% (p/v). A linhagem de célula
mamaria humana normal MCF 10A (ATCC® CRL-10317™) foi cultivada em meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina 2mM, 100U/mL de
penicilina, 100ug/mL de estreptomicina, 100 ng/mL de toxina colérica, 10ug/mL de
insulina, 20ng/mL de hEGF, 500ng/mL de hidrocortisona.

4.5.2 Citotoxicidade dos extratos FR1 e FR2 de Penicilium purpurogenum

As células MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10A apds o crescimento e de sua
adesao na garrafa, foram lavada trés vezes com PBS e as células aderentes foram
removidas com tripsina por 5 minutos a 37°C estufa com 5% de CO, Apds 0s cinco
minutos a garrafa foi observada no microscépio invertido para verificar se as células
foram removidas e logo apés dentro da cabine colocada em falcon contendo meio de
cultura suplementado, centrifugadas a 4°C por cinco minutos em 1500 rota¢des por
minutos (rpm). Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado ressuspendido em um volume de no maximo 3mL de DMEM.Uma aliquota
de 1:100 foi utilizada para a contagem das células viaveis com azul de Trypan em
camara de Neubauer. A suspensao de células foi preparada em placa de 96 pogos

sendo depositado um volume de 100 puL de meio contendo 50.000 células/poco e
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nas extremidades foi colocado agua estéril. Pogos apenas com meio foram utilizados
como branco. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa de CO; para
adesao. Os extratos liofilizados foram dissolvidos em DMSO (1%), filtrados em filtros
de seringa com poros de 0,2 ym e armazenados a -20°C.

Ao mesmo tempo a doxorrubicina (DOX) e paclitaxel (PAC) foram diluidos em
meio DMEM sem soro e foram filtrados em filtros de seringa com poros de 0,2 ym e
usados imediatamente. As células foram tratadas (extratos e drogas de referéncia)
em varias concentragdes, mantendo-se pogos controle negativo onde as células
foram cultivadas na auséncia dos extratos e das drogas e permaneceram na
incubadora até o final do periodo de exposi¢do das células ao tratamento (24, 48 e
72 horas).

Apds o periodo de tratamento, adicionou-se 10 yL de MTT (brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]), 5 mg/mL, e as placas foram incubadas
por um periodo de 3 h em estufa de CO, a 37°C. Apds esta etapa, o sobrenadante é
descartado e em seguida foi adicionado 50 yL de DMSO por pogo para eluicdo dos
cristais de formazan em agitagdao por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada utilizando o espectrofotémetro Biochrom LIBRA S80PC (Biochrom, UK)
com comprimento de onda de 570 nm. Os testes foram realizados em sextuplicata e

em seguida normalizados conforme a equagéao abaixo:

Absorbancia das amostras - Aborbancia do controle negativo)
*100

%Viabilidade celular= (
Absorbancia do controle negativo-branco

4.5.3 indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) indica a seletividade do extrato entre células
neoplasicas e ndo neoplasicas, € determinado pela relagdo dos valores obtidos de

ICs50 destas linhagens. A relagcéo é obtida através da seguinte férmula:

IC50 célula nao neoplasica
IS= n —
IC50 célula neoplasica
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O IS indica o potencial deste extrato para testes pré-clinicos in vivo e clinicos.
E considerado significativo valor de IS maior ou igual a 2,0 demonstrando que a

substancia é mais ativa em células neoplasicas (BADISA et al., 2011).

4.6 Avaliagcao da atividade antitumoral in vivo
4.6.1 Local de experimentagao

A pesquisa in vivo foi realizada no laboratério de Imunologia Aplicado ao
Cancer-LIAC da UFMA sob orientacdo da professora Dra. Ana Paula Azevedo
utilizando o modelo de tumor de Ehrlich, gentilmente cedido pela Dra. Flavia

Nascimento Professora do Laboratorio de Imunofisiologia-LIF da UFMA.

4.6.2 Animais e aspectos éticos

Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Maranhdao (CEUA - UFMA) e
aprovado sob registro com o n°® 23115.11239/2017-70 (ANEXO B).

Foram usados nos ensaios camundongos Swiss fémeas com peso entre 25-
30g com 30 dias de idade, cedidas pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhao, vinculada ao Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude (CCBS) e
mantidos no biotério setorial do prédio da Pds-Graduagédo do CCBS. Os animais
foram adaptados ao biotério experimental por 7 dias, mantidos em ambiente com
temperatura e umidade monitorada e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com

agua e ragao ad libitum.

4.6.3 Inoculagao do tumor e tratamento dos animais

No dia da inoculagcdo, a ascite foi coletada dos animais usados para a
manutengao do tumor e centrifugada por 10 minutos a 172g a temperatura de 18°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspensos em Solu¢ao
Tamponada de Fosfato (PBS). A lavagem foi repedida mais duas vezes ou até a
obtenc¢ao de um sobrenadante limpido.

Para ajuste da concentracdo de células, as células tumorais foram
ressuspensas em 10mL de PBS e retirada uma aliquota 10ul que foi adicionada 10pl

do corante azul de Tripan 0,4%. As células foram contadas em camara de
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Neubauer, com auxilio de microscépio Optico, considerando as células viaveis as
que ndo se coram em azul e as inviaveis as ceélulas coradas em azul. Para o
experimento sera considerado para inoculagao a viabilidade minima de 90%.

Os animais foram separados aleatoriamente em 7 grupos (n=10/grupo)

conforme a Figura 9.

Grupo Sham

Sem inducéo
tumoral tratado
com PBS (n=10)

Grupos com
indugao tumoral

Grupo Extrato sem tumor

Sem indug&do tumoral
tratado com a fragdo na
dose de 20mg/kg (n=10)

Grupo Controle Grupo Controle Grupo FR14 Grupo FR1 20 Grupo FR1 100
Negativo (CLT-) Positivo (CLT+) Spl i ok midil
(n=10) (n=10) (FR1 4) (n=10) (FR1 20) (n=10) (FR1 100) (n=10)
Titado Gomi Tratado com o Tratado com o Tratado com o
Tratado com PBS ciclatsetamida extrato na dose de extrato na dose de extrato na dose de
4dmglkg 20mglkg; 00mglkg

Figura 9. Divisdo dos grupos experimentais

A inducao do tumor foi realizada apés o um inoculo de 200uL de uma
suspencdo celular na concentracdo de 2x10°celulas/mL foi administrada no coxim
plantar do membro posterior esquerdo para obtencdo do tumor na forma sodlida
(FORTES, et al 2009).

Apos 24 horas da inoculagdo, os animais do grupo controle negativo (CTL-)
foram tratados intraperitoneal com 100uL de solugdo PBS; os animais do grupo
controle positivo (CTL+) com 100uL de ciclofosfamida na dose de 25 mg/Kg; e os
animais dos grupos tratados com os extratos (FR1 4, FR1 20 e FR1 100) receberam
100 uL da fragdo das suas respectivas doses de 4, 20 e 100mg/Kg de peso dos
animais.

O tratamento foi realizado uma vez por dia, totalizando 15 dias de tratamento.
No décimo sexto dia foram eutanasiados 5 animais de cada grupo, escolhidos
aleatoriamente, usando o método de sobredose de anestésico e, posteriormente, as

patas foram removidas e pesadas.
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4.6.4 indice da qualidade de sobrevida

Para analise da sobrevida os animais foram separados aleatoriamente nos
grupos descritos acima (n=5/grupo) foram observados durante 30 dias apds o
in6culo do tumor seguindo um protocolo de qualidade da sobrevida (ANEXO C). Os
animais nao inoculados com o tumor de Ehrlich obdeceram ao mesmo critério

terapéutico.

4.6.5 Avaliacao do desenvolvimento tumoral

A avaliagdo do desenvolvimento tumoral foi determinada com base no
percentual de inibicdo do crescimento tumoral através de mensuracdes diarias da
pata com o uso de paquimetro digital foi avaliado a cada dois dias os parametros
altura, comprimento e largura, onde foi calculado o volume de cada pata
multiplicando os parametros medidos.

Para determinacgao da variagdo do volume da pata, foram determinados pela
diferenca dos valores da pata inoculada com tumor e os valores referentes a pata
sem tumor, conforme a Equacéo 3 abaixo: (POSADA et al,. 2004).

AV= V-V, (3)
Onde: AV= variacao do volume da pata; Vt:=volume da pata com tumor; Vb=

volume sem tumor.

4.6.6 Avaliagcdo de parametros bioquimicos e hematolégicos

Apos o tratamento, os animais foram anestesiados e tiveram o sangue
coletado por pungéo cardiaca atraves de seringa acrescida com anticoagulante do
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Para a anestesia foi administrado por via
intraperitoneal uma sobredose de anestésico (solu¢do 2:1, 120 mg/kg de ketamina e
150 mg/kg Xilasina).

O sangue foi aspirado lentamente com o embolo até completar préoximo a 1
mL. Posteriormente a seringa foi retirada, descartada a agulha no recipiente
apropriado. O sangue foi usado para parametros bioquimicos e hematoldgicos. O
sangue total foi utilizado também para confecgdo de laminas de esfregacgo

sanguineo as laminas foram coradas com panotipo rapido seguindo as
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especificagoes do fabricante e posteriormente feita a contagem relativa de leucdcitos
num total de 100 células. (MACIEL et al 2014)

O sangue foi centrifugado onde foi obtido soro que foi usado para a realizagéo
da dosagem bioquimica de transaminase glutamico-oxalica (TGO), transaminase
glutamico-piruvica (TGP). Os testes foram realizados através de analises
colorimétricas utilizando kits da Labtest, seguindo as orientagdes do fabricante e a
obtenc&o dos dados foi feita em leitor visivel (Lab. SyftemfMultiSkan EX).

4.6.7 Avaliagao da celularidade nos érgaos linfoides

Para obtengéo e quantificagdo das células do linfonodo (popliteo no caso do
tumor solido), bagco e medula 6ssea, os 6rgaos foram retirados, triturados e
macerados em 1mL PBS ja para obtencao das células da medula éssea, o fémur foi
retirado e perfundido com 1 mL de PBS para contar as células foram retiradas, 90 pyL
das suspensodes celulares do linfonodo, bago e medula 6ssea foram adicionados a
10 yL de cristal violeta. As células foram contadas em camara de Neubauer, com

auxilio de microscépio 6ptico de luz comum (FIALHO, 2011).

4.7 Quantificagao de citocinas

A quantificacagdo das citocinas interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-17A (IL-17A) e interleucina-10 (IL-10) foi realizada por citometria de
fluxo com o equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
utilizando o kit de citocinas BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante.

4.8 Avaliagao histopatologica.

As amostras de rim, figado e dos tumores induzidos foram fixadas em
formaldeido a 10% tamponado a pH=7.0 e incluidas em blocos de parafina. Foram
obtidos cortes histolégicos com 5 ym de espessura, que foram corados com
hematoxilina e eosina e analisados através de microscépio 6ptico.

Os parametros considerados investigados no figado foram a presenga de

degenerescéncia vacuolar hepatocitaria (definida como leve se estivesse restrita a
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zona centrolobular ou fosse multifocal, ou como moderada se for panlobular ou exibir
padrao difuso em todo o 6rgéo), de hepatite (definida como leve se for os espagos
portais ou centrolobulares e como moderada/severa se houver formagéao de pontes
leucocitarias entre espagos porta e veias centrolobulares ou areas de fibrose), de
areas de necrose, definida como necrose de liquefagcdo ou de coagulagéo, de
cariomegalia, definida como a presenga de hepatécitos exibindo nucleos com o
dobro do didmetro normal e exibindo padrdo de cromatina palida e rarefeita e de
figuras de mitose, utilizadas como um sinal de regeneragao celular e contadas por
campo de grande ampliag&o.

No rim foi avaliada a presenga de degenerescéncia tubular, definida como a
tumefagao das células dos tubulos contornados proximais ou distais, ou a necrose
de células tubulares isoladas ou a perda de vesiculas celulares paa o lumen tubular
(blebbing).

Nos tumores induzidos, foi avaliado o tipo de infiltrado inflamatério (tipos
celulares presentes), bem como a sua distribuicdo (intra ou peritumoral, focal,
multifocal, multifocal a coalescente ou difuso), presengca de necrose, figuras de
mitose (padrao 0 — ndo observadas, padrao 1 — uma figura ocasional, padrdo 2 —
uma figura por campo, padrdo 3 — até duas figuras por campo), pleomorfismo
nuclear (padrao 1 — baixo, padrao 2 — moderado, padrao 3 — elevado com presenca
de células gigantes multinucleadas) e padrao de crescimento (padrédo 0 — tumores
bem delimitados com crescimento compressivo, padrédo 1 — invasao minima, padrao
2 — invasdo moderada, padrao 3 — invasao extensa). As laminas histologicas foram
fotografadas com equipamento e as imagens obtidas foram preparadas para
publicacdo com recurso ao software (BANCROFT&COOK, 1994).

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (S.E.M.).
Os valores de IC5, foram obtidos a partir de curva de regressao nao linear do log das
concentragdes dos extratos ou drogas de referéncia pela resposta normalizada de
viabilidade celular. Para avaliacdo da curva de sobrevida foi utilizada a curva de
Kaplan- Meier e a analise estatistica foi realizada pelo teste de Log-Rank. A
diferengca entre os demais resultados detectados durante os experimentos foi

submetida a andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Newman-Keuls e
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teste t de Student com auxilio do software Graph Pad Prism, versao 7.0. O nivel de
significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de 5% (p<0,05)
(SOKAL&ROHLF,1996).



78

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao quimica do extrato de P. purpurogenum

As analises espectrais de massa obtidos por infusdo direta em modo positivo
(ESI-MS/MS), apresentados na Tabela 8 e Figura 10, foram uUteis para determinar o
perfil quimico dos extratos de P. purpurogenum (FR1 e FR2) e mostraram a
presenga de cinco compostos principais (1-5). Eles foram tentativamente
identificados como meroterpendides, compostos comumente produzidos por fungos
(GERIS; SIMPSON, 2009) comparando os dados espectrais de massa com 0s
descritos na literatura.

O composto 1 (purpurogemutantina) mostrou ions pseudo-moleculares
experimentais (M + [H] +) a m / z 419,1674, compativeis com a férmula molecular
C24H3506. Os compostos 2 (purpurogemutantina) e/ou 3 (macroforina A) mostraram
0 mesmo ion pseudo-molecular (M + [H] +) a m / z 361.1037 correspondente a
férmula molecular CooH3304. Esses compostos foram descritos anteriormente em
extratos de P. purpurogenum por Fang et al (2012).

O Composto 4 (Berkeleyacetal C, féormula molecular Cy4H260sg), outro
meroterpendide descrito anteriormente no mutante P. purpurogenum por Li et al
(2017) apresentou ion pseudo-molecular (M + [H] +) em m / z 443,1696 enquanto o
composto 5 ( A rubratoxina B) mostrou ion pseudo-molecular (M + [H] +) em m / z
519.1758 correspondente a férmula molecular CxH3304, A rubratoxina B é um
meroterpendide conhecido com atividade anticancer isolada por P. purpurogenum
(NATORI et al,. 2020).

Outro ion de destaque, presente em ambas os extratos, € o de m/z 743,5167
[2M+Na], que de acordo com dados de literatura pode corresponder a um dimero de
purpurogemutantidin adicionado de um atomo de sodio, artefato comum nas

analises de massas.
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Tabela 8. ions moleculares das substancias encontradas nos extratos FR1 e FR2 de
P. purpurogenum.

FR1 FR2
ion ion
Identificagao provavel Identificagao provavel

molecular molecular

Macrophorin A ou Macrophorin A ou
361,1037 361,3114

purpurogemutantidin purpurogemutantidin
419,1674 Purpurogemutantin 419,1213 Purpurogemutantin
443,1696 Berkeleyacetal C 443,1423 Berkeleyacetal C
480,1929 Sem identificagao --- ---
519,1758 Rubratoxin B 519,1835 Rubratoxin B
579,2181 Sem identificagao --- -
Dimero de Dimero de

743,5167 743,6071

Purpurogemutantidin + Na*

Purpurogemutantidin + Na*
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 10. Espectros de massas obtidos para as substancias presentes nos extratos
de acetato de etila (FR1 e FR2) de P. purpurogenum.
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5.2Citotoxicidade dos extratos FRI e FR2 frente a linhagens celulares MCF-7,
MDA-MB231 e MCF10A

No presente trabalho, nas linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-
10A tratando com os extratos FR1, FR2 e quimioterapicos padrbes doxorrubicina
(DOX) e paclitaxel (PAC). Os resultados demonstraram que houve uma reducédo da
viabilidade celular de uma forma dependente da concentragdo como foi apresentado
no ANEXO D. Entretanto, foi verificado que na cinética, dependendo do tratamento,
alguns se mostraram tempo dependente, outros ndo. Para o extrato FR1 e a
doxorrubicina a MCF-7 apresentou um comportamento tempo dependente, no
entanto, ndo foi observado para o extrato FR2 e paclitaxel, sendo que apenas o
tempo de 24 horas mostrou uma reducgado significativa da viabilidade quando
comparado com 48 e 72 horas.

Para a linhagem MDA-MB-231, quando tratado com FR1, FR2 e DOX, foi
observado o comportamento tempo dependente, entretando para o PAC esse efeito
nao foi apresentado. Na linhagem MCF-10A, o tratamento com FR1 e FR2
apresentou um comportamento dependente, 0 mesmo néao foi observado para os
quimioterapicos DOX e PAC, sendo os compostos mais citotoxicos na linhagem
MCF-10A (Figura 11 e ANEXO E). Na verificagcao da IS foi observado que o extrato

mostrou uma melhor seletividade que as drogas padrbes (Tabela 9).
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Figura 11. Efeito citotoxico dos extratos de P. purpurogenum em linhagens de
células de mama, nos tempos 24, 48 e 72h dos extratos (FR1 e FR2) e os controles
positivos doxurrubicina (DOX) e paclitaxel (PAC). Os resultados foram expressos em
média £ D.P dos IC50 (n=6 testes) e as analises foram feitas pelo Teste Anova one-
way e pos-teste de Tukey (sendo significativo o valor p< 0,0001). (A) A linhagem
celular de MCF-7, o simbolo a comparado com tratamento com o FR1 em 24h, b
comparado com tratamento com o FR1 em 48h, d comparado com tratamento com o
FR2 em 24h, g comparado com tratamento com a DOX em 24h, h comparado com
tratamento com a DOX em 48h e j comparado com tratamento com tratamento com
o PAC em 24h. (B) A linhagem celular de MDA-MB-231, o simbolo a comparado
com tratamento com o FR1 em 24h, b comparado com tratamento com o FR1 em
48h, d comparado com tratamento com o FR2 em 24h, e comparado com tratamento
com o FR2 em 48h, g comparado com tratamento com o a DOX em 24h, h
comparado com tratamento com a DOX em 48h e j comparado com tratamento com
o PAC em 24h. (C) A linhagem celular de MCF-10A, o simbolo a comparado com
tratamento com o FR1 em 24h, b comparado com tratamento com o FR1 em 48h, d
comparado com tratamento com o FR2 em 24h, e comparado com tratamento com o
FR2 em 48h, g comparado com tratamento com a DOX em 24h.
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Tabela 9 - indice de seletividade dos extratos de P. purpurogenum e de drogas de
referéncia em relacdo a concentracao inibitéria para células normais de mama MCF
10A e células de cancer de mama MCF7 e MDA-MB-231

ISmck 10amcF7 ISmck 10amDA-MB-2317
24h 48h 72h 24h 48h 72h
FR1 9,26 16,38 23,97 2,39 8,45 13,04
FR2 30,89 34,93 32,76 4,65 6,83 12,05
Doxorrubicina 0,20 0,18 0,38 0,09 0,08 0,19
Paclitaxel 0,18 0,13 0,18 0,14 0,14 0,19

5.3 Avaliagao do Efeito do extrato FR1 no desenvolvimento do Tumor sélido de
Ehrlich

O extrato FR1 obtido de P. purpurogenum foi utilizado no tratamento do tumor
sélido por via intraperitoneal. Durante o tratamento foi observado que apenas o
grupo que recebeu ciclofosfamida apresentou redugao significativa do peso dos
animais, quando comparado com o animal Sham, entretanto, essa diferenga nao foi
verificada nos animais que foram inoculados com o tumor e tratados com o extrato
(Figura 12A).

Quando foi avaliado o peso da pata dos animais inoculadas com tumor foi
observado que o grupo que recebeu ciclofosfamida apresentou redugéo do tamanho
da pata quando comparado com o controle negativo e as doses do extrato
demostraram atividade similar, da menor a maior dose (Figura 12B).

O volume da pata ao longo do tratamento nos mostra que o grupo controle
negativo apresenta uma curva ascendente e os grupos tratados com ciclofosfamida
e as fracbes mantém valores proximos ao inicial. O extrato obtido do P.
purpurogenum apresentou uma redugao significativa a partir do oitavo dias de
tratamento quando comparado com o controle negativo. O controle positivo reduziu

significativamente o volume do tumor a partir do decimo dia (Figura 12C).
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Figura 12. Efeito do extrato P. purpurogenum no desenvolvimento do tumor de Ehrlich. No
dia 0, foi feito inéculo do tumor de Ehrlich na pata, seguido do tratamento intraperitoneal
com solucdo de tampéo fosfato (CTL-), Ciclofosfamida 25mg/kg (CTL+) e extratos na
concentracdo de 4 mg/kg (FR1 4mg/kg), 20 mg/kg (FR1 20mg/kg) e 100 mg/kg (FR1
100mg/kg), os grupos sem indugao tumoral receberam solugao de tampao fosfato (Sham) e
extrato na concentragdo de 20 mg/kg (FR1 20mg/kg) nos em intervalos de 24h, sendo os
animais eutanasiados no decimo quinto dia. (A) O peso corporal dos animais no final do
tratamento. O simbolo a p<0,005 comparando com Sham, b p<0,005 quando comparado
com FR1 20mg/kg sem indugao tumoral, ¢ p<0,001, p<0,0001 comparando com controle
negativo e d p<0,0001 comparado com controle positivo. (B) O peso médio (g) do tumor foi
determinado nos grupos apds o tratamento. O simbolo a p<0,0001, p<0,05 quando
comparado com o controle negativo. (C) Cinética do volume médio da pata inoculada com
tumor ao longo do tratamento de 15 dias. O simbolo * demonstra que no oitava dia os
grupos tratados com extrato apresentaram menor volume tumoral que o controle negativo, #
representa os dias em que tanto o grupo tratado com o estrato com com o controle positivo
foi diferente do controle negativo. Valores foram expresso como média + erro padrao das
médias (S.E.M. e S.D.) e analisado pela andlise de variancia (AN one-way or two-way
ANOVA).
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5.4 Andlise histopatolégica do tumor de Ehrlich em animais tratados

diariamente com o extrato FR1 de P. purpurogenum

Na avaliagcdo histopatologica das patas inoculadas com tumor de Ehrlich
verificou-se a presenga de massas tumorais em todos os grupos com excegao do
Sham e do extrato FR1 20 sem inducgéo tumoral (Tabela 10). Em todos os grupos
com indugdo, as massas tumorais exibiram elevada celularidade e diferentes
padrées de crescimento, sendo observadas algumas diferengas na morfologia das
células neoplasicas, com nucleo redondo a ovoide, central, de pleomorfismo
moderado a muito elevado, com formas nucleares bizarras, presen¢ca de um ou mais
nucléolos e padrées de cromatina heterogéneos. O citoplasma apresenta-se
eosinofilico, abundante, de limites pouco definidos. Identificam-se células gigantes
multinucleadas ocasionais (associadas com pleomorfismo de padrédo 3) e até 2
figuras de mitose por campo de grande ampliagao. O grupo tratado com o extrato na
dose de 100mg/kg apresenta menor invasdao tumoral dos tecidos adjacentes, em

comparagao com os restantes grupos.

Tabela 10 - Média dos escores relacionados aos parametros histopatoldgicos do
tumor de Ehrlich obtido dos grupos tratados com PBS, Ciclofosfamida e extrato FR1.

Pleomorfismo  Necrose Flglfras de Inflamagao Invasao
Mitose
CLT- 2,4+0,511 2,4+0,843 1£1,155 2,840,421 2+0,666
CLT+ 0,2*+0,421 0,2*+0,421 0*10,000 1*£1,333 0,6"10,843
FR1 4 2,241,122 1,241,033 1£1,155 1,411,075 110,667
FR1 20 211,155 0,611,265 0,210,421 0,8*10,788 110,667

FR1 100 0,8*+1,033 0,2*+0,421 0*+0,000 0,6*+0,843 0,4*+0,843

Escores: 0 (ausente), 1 (fraco), 2 (moderado), 3 (intenso)
* p<0,05 em relagéo ao controle negativo. N=5/grupo.

Em relagdo ao processo inflamatério, todos os grupos com indugéo tumoral
apresentaram infiltrado inflamatoério peritumoral, multifocal a coalescente de tipo
linfo-histiocitario e intensidade variavel. Os grupos tratados com o extrato nas doses
de 20 e 100mg/kg apresentam infiltrados inflamatérios menos intensos (Figura 13).

Em todos os grupos com indugéo tumoral foram observadas areas de necrose
onde massas tumorais exibem necrose de liquefaccdo multifocal, com acumulagao

de detritos celulares eosinofilicos e amorfos, associados a infiltrado neutrofilico. Os
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grupos tratados com maior concentragdo do extrato tendem a exibir menores areas
de necrose.

Na avaliagdo histopatoldgica do rim nenhum grupo exibiu altera¢des dignas
de registro renal. Enquanto que no figado dos animais do grupo de controle
negativo, ndo apresentaram alteragdes histologicas. Todos os grupos restantes
exibiram incidéncia variavel de hepatite leve, multifocal, periportal ou centrolobular,
cronica, caracterizada pela acumulagao de linfocitos, macrofagos e raros neutrdfilos,
nos espagos-porta e junto das veias centrolobulares. Presente também hiperplasia
dos ductos biliares, com até 3 secg¢des ductais observaveis em cada espago-porta.
Identifica-se ainda um aumento do numero de células de Kupfer e a presenca de
degenerescéncia microvacuolar hepatocelular centrolobular a panlobular (sugestiva

de esteatose).
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Figura 13. Infiltragdo  leucocitaria  em  tumores de  Ehrlich  com e sem
tratamentos. Infiltrados leucocitarios em tumores de Ehrlich. Camundongos Swiss foram inoculados
na pata com 2x108 células de tumor de Ehrlich e foram tratados diariamente com extrato FR1 pela via
intraperitoneal. Ao final dos quinze dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e as patas
amputadas, pesadas e fixadas. Os cortes histolégicos foram corados com Hematoxilina-Eosina. Nas
fotos é possivel ver as células tumorais e o infiltrado inflamatério presentes nas patas dos grupo
Sham (A), CLT- (B), CLT+ (C), os animais tratados com o extrato nas dose 4mg/kg (D), 20mg/kg (E),
100mg/kg (F) com amplicdo 100 vezes e o grupo Sham (G) e tratado com extrato na dose 100mg/kg
(H) com amplicdo 400vezes. Em que T sao celulas tumorais e | inflitrado inflamatério.
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5.5Avaliacao da Celularidade dos 6rgaos Linfoides

Durante o tratamento foi observado que, os animais inoculados com tumor,
apenas o grupo Controle negativo e o grupo tratado com o extrato FR1 4
apresentaram um aumento da celularidade do linfonodo popliteo quando comparado
com o animal Sham. Entretanto, essa diferenca nio foi observada nos animais que
foram inoculados com o tumor e tratados com a ciclofosfamida e as fragbes FR1 20
e 100 (Figura 14A).

Quando foi avaliado o numero de células do bago foi observado que o grupo
controle negativo apresentou aumento da celularidade quando comparado com o
animal Sham, entretanto essa diferengca nao foi observada nos animais que foram
inoculados com o tumor e tratados com ciclofosfamida ou com o extrato (Figura
14B). Ja4 na contagem de células da medula, apenas os grupos controle negativo
que nao recebeu tratamento e extrato FR1 4 apresentaram um aumento significativo
da celularidade da medula quando comparado com o animal Sham, entretanto, essa
diferengca nao foi verificada nos animais que foram inoculados com o tumor e
tratados com a ciclofosfamida ou com os extratos FR1 20 e 100 (Figura 14C).
Podemos observar ainda que os extratos em estudo sao dose dependente. Quanto
ao percentual de leucécito circulante ndo houve diferenga significativa entre as

populagoes.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com a extrato de P. purpurogenum sobre os o6rgaos
linfoides. Os grupo foram divididos em sem tumor tratados com solugao salina (Sham) e
com o extrato na dose de 20mg/kg (FR1 20), dos grupos com tumor solido de Ehrlich
tratados intraperitoneal com extratos nas doses respectivamente 4 (FR1 4), 20 (FR1 20) e
100mg/kg (FR1 100), controle positivo € negativo administrado ciclofosfamida (CLT+) e e
com solugdo salina (CTL-) respectivamente. (A) A contagem total de células do linfonodos.
O simbolo a p<0,0001, p<0,05 comparando com Sham, b p<0,0001 quando comparado com
FR1 20mg/kg sem indugdo tumoral, ¢ p<0,05, p<0,005 quando comparado ao controle
negativo, e p<0,005 quando comparado a FR1 4. (B) Foram verificados a celularidade dos
esplendcitos. O simbolo a p<0,005 comparando com Sham, b p<0,0001, p<0,05 quando
comparado com FR1 20mg/kg sem indugao tumoral, ¢ p<0,0005, p<0,005, p<0,0001 quando
comparado ao controle negativo, d p<0,0001 quando comprado ao controle positivo. (C) Os
valores da celularidade da medula 6ssea. Em que o simbolo a p<0,0001, p<0,005
comparando com o Sham, b p<0,0005 comparado com FR1 20mg/kg sem indug&o tumoral,
¢ p<0,005, p<0,05, p<0,0001 quando comparado ao controle negativo, e p<0,0005 quando
comparado a FR1 4. Os resultados foram expressos como a média + desvio padréo e as
analises foram feitas pelo Teste Anova one-way e pds-teste de Tukey.
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5.6Efeito dos Extratos sobre as concentragcdes de citocinas no soro dos
animais portadores de tumor solido de Ehrlich

A quantificagao de citocinas demonstrou que o tratamento foi capaz de alterar
apenas os niveis de TNF (ANEXO F). Ap6s o tratamento com o extrato de P.
purpurogenum foi realizado a andlise das citocinas nos soros dos animais,
verificamos um aumento na concentragdo de TNF-a no soro dos animais que foram
tratados com o extrato ou que foram inoculados com o tumor (controle negativo).
Comparando os grupos inoculados com o tumor foi observado que assim como a
ciclofosfamida, o extrato de 4 e 20mg/kg apresentaram uma diminuicdo em relagéo

ao animal com tumor sem tratamento (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do Extrato sobre as concentragdes de citocinas no soro dos
animais portadores de tumor solida de Ehrlich. Camundongos Swiss tratados
intraperitonealmente com solugéo de tampao fosfato (CTL-), Ciclofosfamida (CTL+)
e extrato FR1 nas doses 4, 20 e 100mg/kg, sendo os animais eutanasiados no dia
16. No 16° dia foi obtido soro dos animais para a determinagao da liberagao de
citocina TNF-a. O simbolo a representa o valor de p<0,05 comparado com o animal
Sham, c representa o valor de p=0,002, p=0,031 e p=0,0215 (para o grupo CLT + e
FR1 4, 20 e 100) comparado com o controle negativo (CTL-). As analises foram
feitas pelo Teste Anova one-way e pos-teste de Tukey.
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5.7 Avaliagado dos Parametros bioquimicos e hematolégicos

A avaliagdo de parametros bioquimicos ndo houve diferencga significativa nas
concentragdes séricas das enzimas AST e ALT em nenhum dos grupos analisados.
Assim como nado foi observado diferenga no peso do rim e figado nos grupos
analisados (Tabela 11). Os dados representam a média + D.P. de 5 animais por

grupo, comparado os grupos entre si por ANOVA seguido de Tukey.

Tabela 11. Parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos de Swiss
(sem indugdo tumoral tratamento intraperitoneal com solu¢do de tampéo fosfato
CTL-), FR1 20 (sem indugado tumoral com tratamento do extrato na dose de
20mg/kg), e os com indugcdo tumoral o controle positivo (tratado com a
Ciclofosfamida) e as doses do extrato FR1 4, 20 e 100 (tratados com as doses 4, 20
e 100mg/kg respectivamente).

FR1 FR1 FR1 FR1
SHAM 20mg/kg CLT- CLT+ 4mg/kg 20mg/kg 100mg/kg
ALT 125,2 122,5 207,9 112,5 50,12 68,3 48,88
(U/L) +103,5 +101,5 +181,8 79,92 33,38 +57,5 121,68
AST 267,7 295,3 438,3 293 178,6 1851 1791

(U/L) +200,5 #236,1 +328,5 +131,8 #9515 #1112 +61,28
0,1805 0,1835 0,1763 0,184 0,776  0,1949 0,1855
+0,0213 +0,0198 +0,0216 +0,0402 #0,0345 +0,0269  +0,0288

FIGADO 1,184 1,326 1,266 1,451 1,347 1,346 1,302
(9) +0,2736 +0,2384 +0,1554 +0,0626 +0,2421 +0,3063  +0,1439

RIM (g)

5.8 Avaliagao do extrato FR1 sobre a sobrevivéncia de animais portadores de

carcinoma soélido de Ehrlich

A analise da sobrevida dos animais foi realizada pelo teste de Kaplan-Meier,
demonstrada na Figura 16. O grupo controle negativo (CLT-) e o quimioterapico
(CLT+) aparecem estatisticamente diferentes (p=0,009), comprovando a efetividade
do teste. Quando comparamos os grupos, o controle negativo (CLT-) apresentou um
percentual de sobrevida 79,12% e o controle positivo (CLT+) de 85,72% e enquanto
que o grupo tratado com as fragdes apresentou diferenga significativa (p<0,0001)
frente ao CLT- em todas as doses analisadas com um percentual de sobrevida de
100%.
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Figura 16. Apds o tratamento os animais, permaneceram em observagao por trinta
dias. Os dados representam uma média + SEM (n=5 animais/grupo). A diferenga foi
analisada estatisticamente pelo teste de comparagao mdultipla de Kruskal-Wallis e
Dunn. Em que o simbolo a p<0,05, p<0,0005 quando comparado com o Sham, b
p<0,05, p<0,0005 comparando com FR1 20 sem inducdo tumoral, e p<0,05
p<0,0005 quando compardo aos extratos.
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6 DISCUSSAO

Estudos com espécies de Penicillium sp. mostram que metabdlitos
secundarios isolados de fungo tem um potencial em que ja foram relatadas
atividades biologicas (HAN et al. 2009; DESHMUHK et al. 2009), Entretanto, cepas
mutadas s&o as que apresentam metabdlitos com maior relevancia, essas mutacoes
geralmente sdo induzidas no laboratério a partir de uso na cultura de antibiéticos e
antifungicos (FANG et al., 2012; HE et al., 2016; TANG et al. 2017). Assim,
resolvemos verificar se esse mesmo género isolado de ambientes naturais, mas com
estresse de poluentes, poderiam também induzir metabdlitos de interesse biolégico
ou com atividade bioldgica. A partir desta hipétese o presente trabalho verificou se o
extrato de fungo marinho isolado de local poluido poderia induzir metabdlitos com
atividade antitumoral, focando no cancer de mama por ser o principal cancer
incidente na populagao feminina.

Diante do exposto acima, a nossa cepa € a primeira a ser descrita, nessa
espécie isolada em ambiente marinho maranhense, sem ter sido induzida a mutagao
e que apresenta potencial com propriedades terapéuticas sobre uma doenga que
tem um grande impacto social como o CM.

Na analise dos metabdlitos secundarios presentes no extrato do P.
purpurogenum obtida no litoral maranhense, observou-se a presenca de compostos
como: Macrophorin A, Purpurogemutantidin, Purpurogemutantin, Berkeleyacetal C,
Rubratoxin B. A molécula Macrophorin A ja foi descrita por Tang et al. (2017) em
cepas mutantes do género Penicilllum com atividades biolégicas como
antimicrobiana, nematicida, antimicético, imunossupressoras. Ratificando essas
informagdes Fang et al., (2012) e He et al., (2016) mostraram que a presenca
Macrophorin A foi capaz de inibir significativamente o crescimento das células de
linhagens tumorais de K562 (leucemia cronica humana) e HL-60 (leucemia aguda
humana) pelo método MTT.

Além da Macrophorin A, outra molécula que foi encontrada no nosso extrato e
que também ja foi descrita com atividade antitumoral é o Purpurogemutantidin e
Purpurogemutantin que sado meroterpenoides, descrito por Fang et al., (2012), sendo
observada sua presenca em uma cepa de Penicillium mutante inibindo as linhagens
K562, HL-60 e Hela (cancer cervical), o adenocarcinoma gastrico BGC-823 e o

cancer da mama MCF-7 no ensaio MTT. He et al. (2016) verificaram também a
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presenca de Purpurogemutantin no fungo Gliomastix sp. exibiu citotoxicidade in vitro
para as linhagens celulares K562, MCF-7, Hela, DU145, U937, H1975, SGC-7901,
A549, MOLT-4 e HL60.

A substancia Berkeleyacetal C detectada no extrato obtido neste estudo foi
descrito pela primeira vez por Stierle et al., (2007) e isolado do fungo Penicillium
rubrum Stoll, onde foi testado contra linhagem de cancer de pulméo e inibiu o
crescimento da ceélula NCI H450. Enquanto que, Etoh et al. (2013) ao encontrarem
Berkeleyacetal C no fungo Penicillium relatam que ele apresentou atividade anti-
inflamatoria. Li et al. (2017) ao estudarem o extrato obtido do Penicillium
purpurogenum também verificaram a presenga de Berkeleyacetal C com atividade
antiinflamataria.

Foi verificada ainda a presenca de Rubratoxin B que & um metabdlito
encontrado em fungos como Penicillum rubrum e Penicillum purpurogenum. Natori et
al., (1970) relata que Rubratoxin B € uma micotoxina que oferecem nenhum risco a
saude na forma natural, mas ela pura € uma bisanhydride lactone com propriedades
hepatotoxicas. Pesquisas in vitro com a micotoxina isolada relatam que ela dificulta a
proliferagdao celular (NAGASHIMA; GOTO, 2000; SHARMA; NAGASHIMA, 2005).
Nagashima et al., (2015) verificou que Rubratoxin B induz a secreg¢do de varias
citocinas proé-inflamatérias.

Os metabdlitos citados acima foram encontrados no extrato FR1 (metabdlitos
secretados pelo fungo) e FR2 (metabdlitos intracelulares). Esses dados sugerem
que a presenga desses metabdlitos secundarios ja descritos em outros fungos
mutantes, mas ainda n&o descrito na nossa espécie de P. purpurogenum, que nao
sofreu nenhuma mutagdo em laboratério, embora tenha sido proveniente de
ambiente marinho poluido, corroboram para geragdo de protétipos de moléculas
com atividade antitumoral.

Considerando que a literatura ja descreve um potencial para algumas das
moléculas encontradas no nosso extrato de fungo, nos questionamos se estes
seriam capazes de atuar diretamente nas células tumorais, entdo foi realizado o
ensaio in vitro para avaliar se esta atividade esta realmente presente, devido ao fato
da alta incidéncia de CM na populag¢do feminina.

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade dos extratos FR1, FR2 e dos
quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel nas linhagens tumorais humanas MCF-7,

MDA-MB-231 e linhagem de mama normal MCF-10A. Diversas pesquisas em busca
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de alternativas para um tratamento menos invasivo e menos prejudicial ao paciente
sao realizadas, com isso novas terapias baseadas em metabdlicos secundarios de
origem fungica tem sido pesquisadas, visando uma melhor qualidade de vida e
almejando a descoberta de novos agentes quimioterapicos que possam auxiliar na
sobrevida de paciente com cancer.

Nossos resultados mostraram o efeito citotoxico dos extratos de fungo e dos
quimioterapicos padrdes contra as linhagens de tumores mama. Verificou-se ainda
que a linhagem celular MDA-MB-231 apresentou maior resisténcia, ou seja, maior
IC50 entre as linhagens tumorais testadas. Os quimioterapicos testados foram mais
citotoxicos que os extratos em estudos e apresentaram comportamento parecido
sendo, menos citotoxico para linhagem MDA-MB-231.

Sugerimos que provavelmente pode estar relacionado ao fato de ser uma
linhagem de cancer de mama triplo-negativo, caracteriza-se por maior
agressividade, possui frequéncia de recidiva local e metastase de 6rgaos. Eles séo
mais comuns em mulheres mais jovens e estdo associados com a ocorréncia de
formas hereditarias de cancer mama causada por mutagdes patogénicas no gene
BRCA1 e, em casos raros, também BRCA2 (MAROTTI et al.,2017).

Basile et al. (2015) verificaram que o potencial citotoxico do extrato de
acetona de Xanthoria parietina mostrou atividade antiproliferativa e dose dependente
contra células MCF-7, com o maior efeito obtido nas concentragdes de 1,5 a 3
mg/mL. Em trabalho realizado por Felczykowska et al. (2017) com extratos de
acetato de etila dos fungos Xanthoria parietina, Caloplaca pusilla apresentaram
potencial para diminuir a viabilidade celular dependente da dose com IC50 menor
que 8 pg/mL em linhagem MCF-7. Enquanto, Ying et al. (2018) ao estudarem o
extrato metandlico de fungo Neosartorya fischeri ndo apresentou efeito citotoxico
sobre a linhagem celular MDA-MB-231.

Cong-kui et al. (2008) ao pesquisarem a cepa do fungo P. purpurogenum G59
originalmente derivada de origem marinha, contra a linhagem K562 nao verificaram
um efeito citotoxico ou qualquer efeito inibitdério a uma concentragao de 1000 pg/mL
Enquanto, Chai et al., 2012 ao pesquisarem a mesma cepa demonstraram o efeito
citotoxico em concentragdo de 100ug/mL a um percentual de inibicdo de 5,8%.
Pesquisas realizadas com mutantes do extrato do P. purpurogenum G59 resistentes

a antibidticos apresentaram citotoxicidade frente a linhagem K562 (CHAI et al., 2011;
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CHAI et al., 2012; WU et al., 2014; XIA et al., 2014; FANG et al., 2012; FANG et al.,
2014).

Pesquisa realizada por Ramos et al. (2016) e Castro-Carvalho et al. (2017)
em extratos de acetatos de etila de fungos de origem marinha contra células MCF-7
quando comparados com a doxorrubicina verificaram que o quimioterapico
apresentou IC50 menor que os extratos em estudo concordando com os achados na
nossa pesquisa. O mesmo comportamento foi verificado para o paclitaxel em Badr
El-Din et al. (2018) apresentando um IC50 menor quando comparado com o extrato
de fungo em linhagens de células de mama.

O paclitaxel e a doxorrubicina sao quimioterapicos comuns no tratamento de
cancer de mama. Eles induzem um efeito apoptdtico no céncer em altas
concentracbes, como resultado, o seu tratamento esta associado a efeitos
secundarios graves, incluindo gastrintestinal, pulmonar, e toxicidades
neuromusculares, dentre outros. Portanto, nossa pesquisa sugere o uso de drogas
padrées combinados aos extratos de fungos que poderdo apresentar a capacidade
de reduzir a toxicidade durante quimioterapia, necessitando de concentragdes mais
baixas das drogas, mantendo seu potencial contra células neoplasicas.

Realizou-se ao mesmo tempo analise em célula normal, para verificar a
seletividade do extrato se eles exibissem resultados similares ao das células
tumorais n&o haveria janela terapéutica. Diante desse questionamento avaliou-se o
extrato de P. purpurogenum em célula MCF-10A poderia apresentar o mesmo efeito
verificado nas linhagens tumorais. Conforme os dados encontrados, nenhum dos
extratos utilizados nesta pesquisa apresentaram efeito citotoxico menor que as
células tumorais analisadas, sugerindo que os extratos de fungos podem apresentar
propriedades que reconhegcam e causem danos apenas em linhagens celulares
tumorais. Enquanto que as drogas testadas apresentaram IC50 menor do que o
verificado para células tumorais ndo apresentando nenhuma seletividade.

Considerando os resultados analisados acima e comparando os extratos FR1
e FR2, em que FR1 mostrou IC50 em concentragées mais baixas que FR2 para as
duas células tumorais estudadas, possuindo uma melhor atividade terapéutica
antitumoral e quando analisamos os dados quimicos encontramos duas moléculas
com ions de m/z 480,1929 e m/z 579,2181 que se encontram presentes apenas em
FR1. Dessa forma, podemos sugerir que estas moléculas podem ter acao direta no

efeito bioldgico, assim como, servir de protétipos para novas drogas.
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Como também podemos sugerir que FR2 por se tratar de um extrato de
origem intracelular, ou seja, dentro da célula deve ter inumeras moléculas que
podem exercer um papel de diluigdo, com isso a agao de FR2 tem um menor efeito
quando comparado com o extrato FR1 que secreta os metabdlitos e podemos obter
de maneira mais concentrada.

A partir dos resultados in vitro foi observada a atividade antitumoral e com
baixa citotoxicidade na célula normal. Apds este resultado, executamos um teste in
vivo para verificar se no sistema bioldgico integro a atividade observada in vitro
também seria verificada in vivo e optamos por testar o extrato FR1. Pois este é rico
em metabdlitos secretados e que podemos usar a mesma matriz para fazer varias
extragdes, sem comprometer a viabilidade do fungo para obter um metabdlito
secundario.

Com base nos resultaos in vitro escolh-se o extrato FR1, desenvolveu-se um
novo experimento para avaliar o efeito antitumoral em um modelo mais complexo, o
modelo animal. Ruggeri et al., (2014) descreveram a importancia de avaliar a
atividade de farmacos em modelos animais, pois estes reproduzem os mecanismos
bioldgicos relacionados a absorgao, biodisponibilidade, efetividade e toxicidade.

Os modelos animais que reproduzem neoplasias, nos demosntram uma
resposta clinica que é um pré-requisito importante para utilizacdo de terapias
antineoplasicas de moléculas e produtos biolégicos que se mostraram promissores
em modelos in vitro (CEKANOVA; RATHORE, 2014). O modelo pré-clinico é
indispensavel no processo de descoberta e desenvolvimento de drogas para novos
medicamentos contra neoplasias. Pequenas moléculas e produtos bioldgicos
surgem como sistemas de teste que devem ser utilizados em estagios especificos
do processo de descoberta de drogas, de maneira pragmatica e hierarquica, de
crescente complexidade, relevancia fisioldgica e previsibilidade clinica da resposta
humana. (RUGGERI et al.,2014).

Nossos resultados in vivo foram realizados mediante o tratamento com o
extrato em trés concentragbes para melhor avaliar a atividade terapéutica, os
animais utilizados no estudo foram inoculados com tumor de Ehrlich na pata, para o
desenvolvimento da forma sodlida, e durante a evolugdo da doenca foi avaliado
aspectos de comportamento, consumo de ragao e peso corporal. Os resultados

mostraram que o tratamento com extrato de P. purpurogenum foi capaz de manter o
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peso corporal dos animais com tumor. Por outro lado, os animais n&o tratados ou
tratados com a droga quimioterapica padréo apresentaram perda de peso.

A manutengdo peso corporal € importante porque, ndo sé caracteriza o
melhor aproveitamento metabdlico a partir da alimentagdo (THOM et al., 2017),
como também pode representar uma melhor resposta do hospedeiro ao
desenvolvimento do tumor (MURPHY et al., 2011). Na evolugéo do tumor, alteragdes
metabodlicas fazem com que a célula cancerosa tenha maior gasto energético,
consumindo mais nutrientes que induzem a perda de massa muscular e de tecido
adiposo (LORDICK; HACKER, 2016).

Mesmo eficiente no tratamento do cancer, alguns quimioterapicos podem
intensificar a perda de peso ou perda de massa muscular, reduzindo a qualidade de
vida dos pacientes oncoldgicos (LORDICK; HACKER, 2016; LAU; IYENGAR, 2016;
HESS et al 2017). O fato do extrato ndo reduzir o peso dos animais, nos
observamos como um dado positivo, pois sugere que mesmo com o tumor ele pode
ter algum efeito positivo na manutengéo da massa corporal.

A partir desses resultados investigamos o efeito do extrato no contexto do
desenvolvimento tumoral. O tratamento com o extrato de P. purpurogenum mostrou
uma reducgao na cinética do desenvolvimento do tumor, de forma mais precoce e se
equiparando ao controle tratado com ciclofosfamida ao final do protocolo
experimental.

Assim, os resultados sugerem uma atividade antitumoral do extrato,
entretanto, o tumor de Ehrlich € um tumor inflamatério e na forma sdlida se
caracteriza como uma massa de células polimorficas apresentam caracteristicas
com alto grau de atipias (anaplasia), com nucléolos evidentes e numerosos,
cromatina condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagdo nucleo citoplasma
maior que a de células normais (SILVA et al., 2017), que apresenta edema e
infiltrado inflamatdrio essencial para o crescimento do tumor, uma vez que constitui a
fonte nutricional direta para as células tumorais (SANTOS et al., 2016).

Quando se avalia o desenvolvimento do tumor por meio da medida e do peso
da pata, vale destacar que o processo inflamatorio pode influenciar as analises (DE
CAMARGO et al.,, 2017). Nossos resultados ainda concordam com o trabalho
realizado com extrato de Piper umbellatum L. que demonstra atividade antitumoral
contra tumor sélido de Ehrlich, como evidéncias de reducédo do peso e volume do
tumor (IWAMOTO et al., 2015). O mesmo foi verificado Aldubayan et al., (2019) ao
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pesquisarem a atividade antineoplasica de Avenanthramides um alcaldide de origem
vegetal contra o crescimento de tumor solido de Ehrlich.

Diante do exposto, os resultados sugerem uma atividade antitumoral, porém
ao analisarmos o desenvolvimento da pata nds devemos considerar ndo apenas o
crescimento das células tumorais, mas de todo o microambiente tumoral que
incluem formagdo de edema e infiltrado de outras células como células imunes,
estromais e fibroblastos.

Nossos dados mostram essa redugdo, porém para verificarmos se realmente
o crescimento foi menor porque houve uma redugao da atividade tumoral direta ou
se teve um efeito imunomodulador nds fizemos a analise histopatoldgica.

Na analise histopatolégica verificou-se que o tratamento do tecido tumoral foi
consistente em determinar um efeito direto citotoxico ou citostatico sobre as células
neoplasicas, pois foram observadas alteragdes em figuras de mitose e na area do
tumor. Entretanto, foi observado uma redugéao do infiltrado inflamatério.

Existe uma discussdao sobre o papel dicotdbmico da inflamagdo no
desenvolvimento tumoral (DIAKOS et al., 2014). A inflamagao consiste de um
mecanismo imunoldgico que envolve componentes celulares e moleculares que tem
como objetivo eliminar o agente agressor e reparar o tecido (RAPOSO et al., 2015).

Entretanto, a inflamagdo pode ser considerada um fator que favorece o
crescimento do tumor quando, apresenta uma cronicidade (MARELLI et al., 2017),
os tumores desencadeiam uma resposta inflamatdria intrinseca e um microambiente
pro-tumorigénico, apoiado na infiltracdo de macrofagos e orquestrado por
mediadores quimicos, como a interleucina (IL) -8 e a IL-10 (RAPOSO et al., 2015).
No modelo do tumor de Ehrlich, o processo inflamatério inicial € essencial para a
formagcao de um microambiente rico em citocinas e fatores de crescimento que
auxiliam no processo de carcinogénese (IWAMOTO et al., 2015).

Os dados obtidos no nosso estudo mostraram que o extrato de P.
purpurogenum mesmo apresenta dados evidentes de uma agéo direta reduzindo o
tumor, assim como um importante mecanismo de controle da inflamagéao com efeito
no crescimento do tumor.

Sugerimos que componentes do extrato, como Berkeleyacetal C que foi
pesquisado por Li et al., (2017) e exerceu fortes efeitos anti-inflamatérios inibindo as
vias de sinalizagado de NF-kB, ERK1 / 2 e IRF3, apresenta um grande potencial para

ser desenvolvido como agente terapéutico para desordens inflamatdrias. Outro
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meroterpendide que pode estar influenciando na resposta inflamatéria € o
Rubratoxin B. Nagashima (2015) observou que ele induz a secrecado de varias
citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF)-a, CXCL8 (também
conhecida como IL-8), CCL2 (também conhecida como proteina quimiotatica de
monocitos [MCP-1 1), CSF1 (também conhecido como fator estimulante de col6nias
de macrofagos [M-CSF]) e entres outras que poderiam atuar na sinalizagdo das
células imunes, modulando o tipo de inflamagdo e células infiltradas no tumor,
gerando uma resposta mais eficiente.

O tumor de Ehrlich apresenta na sua fase inicial de desenvolvimento uma
inflamagao que constitui 0 microambiente e 0 desenvolvimento tumoral (SANTOS et
al., 2016). Assim, acreditamos que o efeito de redu¢do do tamanho da pata em um
tempo mais precoce que o0 quimioterapico, corrobora para uma atividade
antiinflamatdria do extrato.

O microambiente tumoral contém células imunes inatas (incluindo
macrofagos, neutrofilos, mastdocitos, células supressoras mieldides derivadas,
células dendriticas e células natural kKiller) e células imunes adaptativas (linfécitos T
e B), além das células cancerigenas e do estroma circundante (composto por
fibroblastos, células endoteliais, pericitos e células musculares lisas) (DE VISSER et
al., 2006 ).

Nossos resultados sugerem que a redugdo no crescimento do tumor de
Ehrlich, quando correlacionamos com os dados histolégicos, apesar deles ter
mostrado uma menor redugdo na pata e menos peso do tumor ao final do
tratamento, sugerem que esse efeito foi primeiramente mediado por redugdo dos
infiltrados inflamatérios. No entanto, ndo descartamos um efeito direto do extrato nas
células tumorais, havendo necessidade de estudos que complementem os achados
histologicos.

A inflamacéo que controla o tumor se inicia com a ativagao de células imune e
essas células imunes principalmente mediadas por macrofagos do tipo M1, linfécitos
do tipo Th1 tendo produgédo de citocinas como interferon, TNF que induz uma
resposta imunogénica proporcionando um melhor controle ou eliminagdo do tumor
(RAPQOSO et al., 2015). Quando temos um processo inflamatorio com a participagao
de células como macroéfagos do tipo M2, linfoécitos do tipo Th2 presencas de
citocinas IL1, IL6 isso faz com que eu tenha um perfil inflamatério de natureza mais

cronica que acaba favorecendo o desenvolvimento do tumor, porque ele induz a
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ativacdo e formacao de fatores de crescimento, fazendo com que o tumor se
estabeleca e se desenvolva mais rapido (GRIVENNIKOV et al.,2010).

As células comunicam-se umas por contato direto ou produgao de citocinas e
quimiocinas que atuam de maneira autécrina e paracrina controlando e modelando o
crescimento do tumor. A expressdo dos mediadores e moduladores imunoldégicos,
bem como, o estado de abundancia e ativagao de diferentes tipos de células no
microambiente tumoral que determinam em qual direcéo o equilibrio € inclinado e se
a inflamagéo promove crescimento tumoral ou imunidade antitumoral (SMYTH et al.,
2006; LIN; KARIN, 2007).

Esses dados sugerem que provavelmente o extrato tem um potente efeito
imunomodulador e melhora a efetividade das células imunes no ambiente tumoral.
Para avaliar entéo se realmente teriamos um efeito imunomodulatdrio foi realizada a
andlise dos o¢rgaos linféides primarios e secundarios, € 0os nossos resultados
mostraram que o extrato consegue modular a celularidade no sentido de que ele
modula a proliferagdo ou a quantidade dessas células nos 6rgéos linféides. No
linfonodo popliteo drenante o extrato acaba provocando uma significante redugéo do
numero de células quando comparado aos grupos controle negativo sendo uma
reducado dependente da dose.

Muitas neoplasias se disseminam primeiro pelo sistema linfatico, e a presenca
de células tumorais no linfonodo drenante € um importante indicador progndstico em
muitos tipos comuns de cancer, incluindo cancer de mama (VALLENTIN et al.,
2015). Os linfonodos drenantes, s&o primeiros nodos a receber linfa de um tumor
primario e o local preferencial de metastases tumorais iniciais, sdo intensamente
expostos aos produtos bioativos de células tumorais e outras células
associadas. Isso os torna ideais para estudos dos fatores que determinam a
susceptibilidade seletiva dos tecidos as metastases (COCHRAN et al., 2006).

Quando comparamos a celularidade do linfonodo entre o animal Sham e os
tratados com o extrato foi verificado um aumento da celularidade pode esta
relacionado a ativagao das células imunes, pelo linfonodo drenante estar préximo ao
tumor, como também ndo descartamos a possibilidade de metastase, ou seja,
contamos células de tumor que ja drenou pro linfonodo, no momento em que
verificamos a redugao da celularidade isso mostra que provavelmente o extrato esta
controlando a alteracdo que o tumor causou e se for metastase isso ja € um

resultado positivo.
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A elevacao observada no controle negativo pode esta acontecendo por duas
situagdes, devido ao efeito inflamatorio, por que o tumor de Ehrlich € um tumor
inflamatorio e por ser um linfonodo drenante ele esta recebendo sinais inflamatorios
que pode esta induzido uma proliferagdo dos linfécitos no linfonodo e isso aumenta a
celularidade, como também pode esta acontecendo infiltragdo do tumor nesse 6rgéao
ja que é o linfonodo, mas proximo ao tumor. O tratamento com extrato acaba
reduzindo a celularidade e aparentemente provoca um efeito positivo, pois acaba
revertendo o efeito causado pelo tumor.

Quando observamos o0 bago e mesmo esse 6rgao nao sendo sistémico, nao
estando tao préximo ao tumor e por ser um tumor inflamatério geralmente observa-
se esplenomegalia, fica evidente 0 aumento da celularidade. A esplenomegalia pode
ocorrer como uma resposta fisiolégica ao estresse ou como um processo crénico
gue muitas vezes é prejudicial ao bem-estar do individuo (MCKENZIE et al., 2018).
Porém, os animais tratados com extrato, verifica-se uma redugdo do numero de
células quando comparado aos grupos controle negativo, mostrando um efeito
positivo, pois, ele inibe o efeito causado pelo tumor.

Podemos sugerir que o extrato tenha alguma propriedade que module a
resposta inflamatdria, pois, apdés uma lesao tecidual, leucdcitos esplénicos entram
na circulagdo migrando para locais inflamatérios, onde se diferenciam em
macroéfagos, participando de respostas pré e anti-inflamatéria (HIROYOS HI et al.,
2012; ROBBINS et al., 2012).

No 6rgéo linfoide primario nés observamos que o animal controle negativo o
tumor induz o aumento da celularidade da médula 6ssea e que o animal tratado com
o extrato reverte essa situacao.

Todas as células imunitarias sdo originarias do progenitor da médula ossea,
especificamente das células estaminais hematopoiéticas. Além disso, além das
células T, que se desenvolvem no timo, todas as outras células imunes permanecem
na medula 6ssea durante todo o processo de diferenciacdo progressiva e
especificacdo de linhagem (NIKOLICH-ZUGICH et al., 2017).

Quanto a celularidade na médula 6ssea, observamos que o extrato quando
comparado com o quimioterapico ele aumenta a celularidade, ele reduz o tumor.
Quando um tratamento combate o tumor e ndo afeta a medula 6ssea por que
continua tendo producado de células normais ndo sé do sistema imune, mas do

hematoldégico como um todo, logo ele se apresenta bastante promissor para o
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desenvolvimento de produto que possam funcionar como adjuvantes no tratamento
do cancer.

Os dados mostraram que houve uma redugao da celularidade nos 6rgéaos,
entretanto, os dados imunoldgicos apresentaram maior infiltrado, logo, nos
sugerimos que o extrato deve modular uma resposta imune favorecendo a migragéo
da célula para o sitio tumoral e provavelmente trazendo células mais ativadas, ou
seja, mas efetoras causando uma redugao do tumor.

Para avaliar entdo se realmente teriamos um efeito imunomodulatério foi
também realizado a analise de citocinas no soro dos animais. O desequilibrio no
perfil de citocinas € um fator importante que auxilia o desenvolvimento de células
neoplasicas, sendo bem, evidenciado durante o desenvolvimento do tumor de
Ehrlich (RAMOS et al. 2010).

O tumor de Ehrlich por ser um tumor inflamatério acaba induzindo o aumento
dos niveis de citocinas inflamatérias como IL-1B, TNF-a e IL-6. Nesse sentido,
buscamos investigar o efeito dos extratos de P. purpurogenum sobre as
concentragdes de citocinas no soro dos animais inoculados ou ndo com o tumor de
Ehrlich. Nossos resultados indicam que o extrato promoveu o aumento de TNF-a no
animal sem indugdo tumoral e uma diminuicdo de TNF-a nos grupos com indugéo
tumoral quando comparados com o controle negativo.

O extrato de P. purpurogenum sozinho induz a produgao de TNF-a que isso
em determinadas condi¢des pode ser bom, porque ele pode estar estimulando a
resposta imune, induzindo a produgdo de citocinas que podem causar apoptose,
entretanto, quando realizamos o tratamento na presenga do tumor, observamos que
o extrato diminui a produgédo de TNF-a comparado ao animal controle negativo.

Este dado pode nos sugerir que no modelo de tumor de Ehrlich a presenga
do TNF-a é importante, por isso, o animal nio tratado tem altas concentragdes de
TNF-a. Entretanto, no tratamento com o extrato diminui o TNF-a para um modelo
tumor inflamatdrio tem um efeito positivo que pode explicar o menor crescimento da
pata nesse animal porque provavelmente nesse contexto o extrato teve uma acgéo
anti-inflamatéria.

Harun et al. (2015) ao estudarem o papel protetor de extratos de fungos
contra eventos inflamatérios induzidos por LPS in vitro, verificaram que todos
extratos inibiram a expressao de TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria que contribui

para uma inflamacédo descontrolada. Nossos resultados ainda concordam com os
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dados descritos por Calixto-Campos et al. (2015) e Aldubayan et al. (2019) ao
estudarem o modelo in vivo do tumor sélido de Ehrlich em camundongos, verificaram
que os niveis de TNF-a aumentaram nos animais com indug¢ao tumoral, porém, sem
tratamento em comparagao com animal sham, enquanto que, o animal tratado com a
droga de origem natural inibiu a expressao de TNF-a quando comparado com o
controle negativo.

Apesar do extrato sozinho ter mostrado um perfil pro-inflamatério aumentando
o TNF-a, na condi¢cao do tumor inflamatério teve um comportamento anti-inflamatério
mostrando que pode ter um efeito modulatério. Nessa perspectiva, os dados
sugerem que o extrato tem uma atividade antitumoral e que parece modular o
sistema imune, causando um efeito sinérgico, atuando diretamente no tumor e
melhorando a imunidade do paciente.

Considerando que é um extrato fungico, nos resolvemos verificar se nao
existia nenhuma toxicidade aguda por isso nos avaliamos alguns parametros
bioquimicos principalmente em relagéo a fungéo hepatica.

Realizamos testes preliminares avaliando a histologia do rim, figado e
enzimas AST e ALT que usamos como marcadores de toxicidade. Considerando
que trabalhamos com trés doses de tratamento e que optamos por usar a dose de
20mg/kg para avaliar a toxicidade e verificamos que nessa dose o animal nao
apresentou alteragbes de parametros que mostrassem uma toxicidade aguda.

Os dados obtidos ainda mostraram que os extratos usados nos animais com
indugdo tumoral mesmo na maior concentragdo (100mg/kg) n&o apresentaram
alteracgdes no histopatolégico, bem como, nos marcadores séricos. Esses resultados
corroboram para mostrar que o extrato ndo apresenta toxicidade.

A concentragdo média (20mg/kg) foi utilizada, para verificarmos se na menor
dose com efeito bioldgico significante teria algum efeito de toxicidade. Essa
concentracdo nao apresentou toxicidade, contudo, isso ndo exclui a possibilidade
que concentragdes maiores do extrato possam apresentar.

Do ponto de vista geral, verificamos que o extrato tanto “in vitro” em linhagens
do cancer de mama como “in vivo” em modelo de tumor de Ehrlich demosntrou
atividade antitumoral e que ainda modula a resposta inflamatéria. Mas nos
guestionamos se animal ao receber o extrato tera qualidade de vida ou sobrevida

apos o tratamento.
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Para responder essa pergunta, foi realizada a avaliagdo de sobrevida, onde
foi verificado que os animais tratados com o extrato tiveram uma sobrevida
comparavel ao animal tratado com a ciclofosfamida, lembrando que eles nao
perderam peso, mostrando até mesmo parametros de toxicidade menores que o da
ciclofosfamida.

A partir dos dados apresentados, o trabalho mostrou que o extrato de P.
purpurogenum de ambiente marinho poluido sem sofrer qualquer tio de mutagédo em
laboratério demonstrou efeito antineoplasico e possui efeito no controle do processo
inflamatorio associado ao tumor e uma das substancias provavelmente responsaveis
por esse resultado sdao Macrophorin A, Purpurogemutantidin, Purpurogemutantin,
Berkeleyacetal C e Rubratoxin B que podem servir como prototipos de moléculas
com efeito antitumoral e anti-inflamatério e/ou modulador da resposta imune,

sugerindo potencial aplicagdo no cancer e outras doengas associadas a inflamagao.
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7 CONCLUSAO

Os extratos de fungo apresentaram meroterpendides, determinados na
analise quimica por infusdo direta (ESI/MS). Foram identificados compostos
quimicos Macrophorin A, Purpurogemutantidin, Purpurogemutantin, Berkeleyacetal
C, Rubratoxin B, Purpurogemutantidin Na;

No ensaio in vitro de citotoxicidade pelo método MTT, para o extrato FR1 e
FR2 demonstraram atividade citotéxica de forma dependente concentragao sobre as
células MCF-7 e MDA-MB-231. Entretanto, nem todos os extratos demostraram
comportamento tempo dependente;

No ensaio in vitro a citotoxicidade para célula normal de mama foi verificado
pelo método MTT, que para o extrato FR1 e FR2 demonstraram ser especificos e
apresentando um comportamento dose dependente;

Em ensaio in vivo, o0 acompanhamento do desenvolvimento do tumor na
forma sélida, demonstrou uma diminui¢cao significativa na area do tumor quando
comparado ao CTL-, em que os resultados histolégicos demostraram essa
diminuicao;

Houve uma diminuicdo de TNF-a nos aminais com tumor tratados com o
extrato e o aumento de TNF-a nos animais sem inducao tratados com o extrato,
onde fica evidente seu comportamento imunomodulador;

O extrato FR1 promoveu a diminuicdo da celularidade do bago, linfonodo
periférico e médula 6ssea dependente da dose quando comparados ao CLT-. Assim
como, nao alterou as concentracdes séricas das enzimas AST e ALT em nenhum
dos grupos analisados;

O tratamento com FR1 aumentou a sobrevida dos animais.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A perspectitiva € elucidar melhor os mecanismos antitumorais através dos
estudos relacionados a morte induzida por apoptose e necrose. Estes mecanismos
podem indicar novos alvos terapéuticos. Além disso, verificar a producdo de
citocinas e radicais de oxigénio via receptor do tipo Toll-like. Este ensaio pode gerar
dados que mostrem a presenga de mediadores inflamatérios e regulatérios da
resposta imune, definindo melhor o efeito imunomodulador observado no ensaio in

Vivo.
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Peso/Idade 20g/50-60 dias
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Origem Biotério Central da UFMA

\Plor—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comisséo de Etica no uso de Animais — CEUA/UFMA
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ANEXO C

Laboratdrio de Imunologia
= Aplicada aco Cancer

PROTOCOLO DE SOVREVIDA-ENDPOINTS

Identificagdo do experimento:
Responsavel:

Data:

Grupo experimental:
Identificagdo do animal:

Nota:

- As observagdes devem ser diarias no periodo do estudo de sobrevida.

- Em caso de alteragdo de comportamento com manifestagdo de trés ou mais sinais por mais de 24h
associados a sinal de dor com escore igual ou maior que dois, 0 animal deve ser eutanasiado por
excesso de anestésico.

- Em caso de alteragdes de comportamento até trés ou escore de dor até dois manter o animal sob
vigilancia e permanecendo por mais de 72h, o mesmo deve ser eutanasiado por excesso de
anestésico.

1. Checklist de monitoramento:
Sinal Anormalidades Descrigdo do sinal e/ou
intervencdo:

Nio Sim

1) Sinais gerais de anormalidade para a espécie? *

2) Sinais especificos de problemas que podem
surgir do procedimento realizado?

3) Algum tipo de intervengdo é necessaria (analgesia,

dieta, troca de caixa, hidratagdo)?

4) Morte humanitaria é necessaria?

5) Necessidade de qualquer tratamento dado, para

que sua eficacia seja avaliada?

* Lista de sinais relacionados a estresse, dor ou desconforto em camundongos

Sinais potencials assoclados a dor ou desconforto em camundongos
Diminuigdo no consumo de agua e alimento
Perda de peso
Isolamento social
Automutilagdo, mordedura de membros
Respiragdo acelerada
Respiragdo com a boca aberta
Respiragdo abdominal
Aumento/diminuig¢do de movimentos
Aparéncia da pelagem (ericada, emaranhada, opaca)
Postura anormal
Rigidez muscular/falta de tonus muscular
Desidratagdo/olhos fundos
Espasmos/tremores
Vocalizagdo (raro)
Vermelhid3o ou inchago ao redor da ferida cirurgica
Referéncia: Conselho Nacional de Controle de Experimentag3o Animal. (2015). Normativa do CONCEA

para produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais em atividades de ensino ou pesq
cientifica.
Manual de cuidados e procedimentos com animais de laboratorio do Biotério de Produgio e

Experimentag3o da FCF-IQ/USP / Silvania M. P. Neves [et al.]. -- S3o Paulo : FCF-IQ/USP, 2013.
216 p. il
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2. Escala de avaliagdo de dor = Grimace (Observar o painel demonstrativo)

Sinal de Dor

0
Ausente

1
Moderado

2
Presente

Estreitamento da area orbital: observado por como
fechamento ocular parcial ou completo ou aperto ocular

Aplainamento do nariz / bochecha: observado por menos
protuberancia do nariz e da bochecha (ver acima), com
eventual auséncia do sulco entre a bochecha e as almofadas
de bigode

Mudanga na posi¢do das orelhas: animais com dor tendem a
dobrar, enrolar e inclinar para a frente ou para fora,
resultando em uma forma pontiaguda. O espago entre as
orelhas pode parecer mais amplo.

movem para frente (longe do rosto) da posigdo de base e
tendem a se agrupar, dando a aparéncia de bigodes em pé.

Mudanga de comportamento: observado pelos bigodes que se

Referencia: Sotocinal, S. G., Sorge, R. E., Zaloum, A,, Tuttle, A. H., Martin, L. J., Wieskopf, J. S., ... &

McDougall, J. J. (2011). The Rat Grimace Scale: a partially automated method for quantifying pain in the

laboratory rat via facial expressions. Molecular pain, 7(1), 55.

OBs:
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PAINEL DEMONSTRATIVO
Not present Moderate Obvious
111 OI‘I [ 1 ” 111 2!!

Whisker Change

Referencia: Sotocinal, S. G., Sorge, R. E., Zaloum, A., Tuttle, A. H., Martin, L. J., Wieskopf, J. 5., ... &
McDougall, J. J. (2011). The Rat Grimace Scale: a partially automated method for quantifying pain in the
laboratory rat via facial expressions. Molecular pain, 7(1), 55.
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ANEXO D
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Figura 17 - Curvas cineticas (24, 48 e 72h) relacionando a citotoxicidade e as
concentragdes dos extratos e drogas padrdes testadas nas linhagens celulares. A
frequéncia as células viaveis de MCF-7 (A,), MDA-MB-231 (B) e MCF-10 (C)
tratadas com FR1, MCF-7 (D), MDA-MB-231 (E) e MCF-10 (F) tratadas com FR2,
MCF-7 (G), MDA-MB-231 (H) e MCF-10 (I) tratadas com DOX e MCF-7 (J), MDA-
MB-231 (K) e MCF-10 (L) tratadas com PAC.
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Tabela 12 - Concentragao inibitoria de 50% das células de cancer de mama MCF7 e
MDA-MB-231 e células normais de mama MCF 10A apods tratamento com extratos
de P. purpurogenum, doxorrubicina ou paclitaxel

. Tempo ICs50 (Mg/mL)
Linhagem
(h) FR1 FR2 Doxorrubicina  Paclitaxel
24 43,97 + 1,04 29,98+1,13 37,10+£1,40 8,51+1,26
MCF7 48 23,01+1,03 22,08+1,12 19,02+1,22 3,60+1,15
72 13,85+1,03 20,14+1,13 7,57+1,19 2,27+1,21
24 170,00£1,16  198,80+1,16 78,15+1,11 10,33+1,30
MDA-MB-
037 48 44,60+1,09 112,90+1,12 40,88+1,19 3,32+1,21
72 25,46+1,06 54,77+1,13 14,95+1,17 2,12+1,12
24 407,30+1,12  926,00+1,11 7,45+1,11 1,54+1,14
MCF 10A 48 376,90+1,14 771,20%1,14 3,57+1,23 0,48+1,15
72 332,00+£1,11  659,80+1,10 2,89+1,18 0,42+1,17
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