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RESUMO

O céncer é uma doenca multifatorial que surge a partir de mutacdes génicas mediada
por erros durante a replicacdo do DNA. Os tratamentos tradicionais disponiveis além de
apresentarem muitos efeitos adversos e toxicidade, se tornam ineficazes no tratamento
de tumores resistentes. Assim, é essencial a busca por novas estratégias terapéuticas
com baixa toxicidade, maior especificidade e mais eficazes. Nesse cenario, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a modulagdo da inflamacdo mediada pela formulacéo
nanoestruturada contendo o extrato das folhas de Fridericia platyphylla em modelo de
tumor ascitico de Ehrlich. Para o ensaio experimental foram utilizados 44 camundongos
Swiss distribuidos em 6 grupos (Saudavel, controle negativo, controle positivo, veiculo,
e formulacdo nanoestruturada em duas doses, 10 e 25 mg/Kg) e tratados por 8 dias
consecutivos. Nos dias 1, 5 e 8, foram registrados o peso e a circunferéncia abdominal
dos animais. Apos o Ultimo dia de tratamento, os animais foram eutanasiados para a
coleta do liquido ascitico, 6rgaos linfoides, revestimento da cobertura interna da parede
peritoneal, medula e sangue para 0s ensaios de viabilidade celular, dosagem de
citocinas, éxido nitrico, ciclo celular, morte celular e Imunofenotipagem. Em relacdo ao
tumor ascitico de Ehrlich, ocorreu 0 aumento do peso total dos animais devido ao
crescimento das células tumorais. Os tratamentos, particularmente na dose de 25
mg/kg, reduziram os parametros associados ao desenvolvimento tumoral, como peso,
circunferéncia abdominal, volume, celularidade. Além disso, ndo demonstraram efeitos
relevantes no tipo de morte celular desencadeada ou modificagdes no ciclo celular das
células tumorais. O tratamento na maior concentragdo foi capaz de aumentar a
frequéncia de células CD11c+, linfécitos T auxiliares e células CD3*CD4*. O aumento
da populagdo de células dendriticas no liquido ascitico e o perfil de citocinas no
microambiente tumoral, sugere um perfil mais supressor, notadamente pela diminuigdo
das citocinas TNF-q, IFN- y e até mesmo IL-10. A formulagéo das folhas de F. platyphylla
ndo promoveu efeitos citotoxicos diretos in vivo, porém apresentou um interessante
potencial imunomodulador, particularmente na regulacdo da inflamacao associada ao

tumor.

Palavras-chave: formulac&o; produtos naturais; citocinas; quimioterapicos.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease that arises from gene mutations mediated by errors
during DNA replication. Traditional treatments available, in addition to presenting many
adverse effects and toxicity, are ineffective in treating resistant tumors. Therefore, the
search for new therapeutic strategies with low toxicity, greater specificity and greater
efficacy is essential. In this scenario, the objective of this study was to evaluate the
modulation of inflammation mediated by the nanostructured formulation containing the
extract of Fridericia platyphylla leaves in an Ehrlich ascites tumor model. For the
experimental assay, 44 Swiss mice were distributed in 6 groups (healthy, negative
control, positive control, vehicle, and nanostructured formulation in two doses, 10 and 25
mg/kg) and treated for 8 consecutive days. On days 1, 5 and 8, the weight and abdominal
circumference of the animals were recorded. After the last day of treatment, the animals
were euthanized for collection of ascitic fluid, lymphoid organs, lining of the inner lining
of the peritoneal wall, bone marrow and blood for cell viability assays, cytokine levels,
nitric oxide, cell cycle, cell death and immunophenotyping. Regarding Ehrlich ascitic
tumor, there was an increase in the total weight of the animals due to the growth of tumor
cells. The treatments, particularly at a dose of 25 mg/kg, reduced the parameters
associated with tumor development, such as weight, abdominal circumference, volume,
cellularity. In addition, they did not demonstrate relevant effects on the type of cell death
triggered or changes in the cell cycle of tumor cells. Treatment at the highest
concentration was able to increase the frequency of CD11c+ cells, T helper lymphocytes
and CD3+CD4+ cells. The increase in the population of dendritic cells in the ascites fluid
and the cytokine profile in the tumor microenvironment suggests a more suppressive
profile, notably due to the decrease in the cytokines TNF-a, IFN-y and even IL-10. The
formulation of F. platyphylla leaves did not promote direct cytotoxic effects in vivo, but
presented an interesting immunomodulatory potential, particularly in the regulation of

tumor-associated inflammation.

Keywords: formulation, natural products; cytokines; chemotherapeutics



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

COX-2 Ciclooxigenase- 2
BCL-2 Linfoma de células B 2
BCL-XL Linfoma de células B- extra grande
DCM Diclorometano
F 127 Copolimero de 6xido de etileno e 6xido de propileno
FDA Food and Drug Administration
HIF-1a Fator induzido por hipdxia-1
IL-18 Interleucina 1 beta
IL-6 Interleucina-6
IL-7 Interleucina-7
IL-10 Interleucina-10
IL-17 Interleucina-17
IFN-y Interferon-gama
IP lodeto de propideo
MDSCs Células mieloides supressoras
NF-kB Fator de transcricdo nuclear kappa B
NK Célula natural killer
NO Oxido nitrico
OH Hidroxila
OCHs Metoxi
PCR Proteina C Reativa
PEO Oxido de etileno
PPO Oxido de propileno
PC-3 Linhagem celular de cancer de prostata
PBS Solucao salina tamponada com fostato
ROS Espécies reativas de oxigénio
SFB Soro bovino fetal
STAT-3 Transdutor de sinal e ativador de transcricao 3
Tregs Células T reguladoras
TGF-B Fator de crescimento transformador beta

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.

Figura 18.
Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.

Figura 22.

LISTA DE ILUSTRACOES

Caracteristicas d0 CANCE........c.ceeuiiiiiiiiiiee e 16
Vias que conectam a inflamag&o e CAncer...........ccccccevveeeeeeeneee 21
Fridericia platyphylla...........coooiiiiiiii e 31
Estrutura quimica das braquidinas isoladas da F. platyphylla...... 39
Nanoparticulas utilizadas no transporte de farmacos................... 36
Estrutura geral dos copolimeros triblocos do tipo Pluronic®......... 36

Representagdo esquematica dos mecanismos de associagdo do 37
Pluronic F127 €m agUa............ccooevviiiiiiiiiie
Desenho experimental e avaliacdo dos parametros 42
INFIAMALOTIOS. .. .eeeeee e
Efeito do tratamento com a formulac&do nanoestruturada no peso 50
e contagem total de células do sangue............ccccevvieeeeiniinceennn
Efeito do tratamento com a formulag&o nanoestruturada no peso 51

dO figado. ..o

Medida da circunferéncia abdominal e volume do liquido 52
= Yo 1ol o 1R SSUSPRPPRRRR

Celularidade do liquido aSCitiCO..........ccceeviiiviiiiieee e 53
Andlise dos 0rgaos liNfoides...........oocueiiiiiiiie i 54
Avaliagéo da angiogénese nos grupos experimentais.................. 56
Fendtipo de células imunes no liquido ascitico.............ccccuveeeennee. 57
Fenotipo de células imunes no liquido ascitiCo............ceeeeeeeernnes 58

Concentracdo de citocinas inflamatorias no soro e no liquido 62
=Yoo PP RERR
Concentracao do 6xido nitrico no liquido ascitico..............ccccuuuees 62

Andlise do tipo de morte celular utilizando a técnica de coloracdao 64
com laranja de acridina e brometo de etidio nas células do
lIQUIdO ASCItICO.....coviiiiiiiiiie
Andlise do ciclo celular por meio da marcacdo com iodeto de 65
propidio nas células do liquido ascitiCo...........cccccveeeeeiiiiirinennnnn.
Fotomicrografia do figado de animais com tumor de Ehrlich 68
tratados e ndo tratados com a formulacéo nanoestruturada.........
Fotomicrografia do rim de animais com tumor de Ehrlich tratados 70
e ndo tratados com a formulacdo nanoestruturada.......................



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

LISTA DE TABELAS

Descricdo dos grupos experimentais conforme o tratamento e
INAUGEOD tUMOTAL.....ccoiiiiiiiiiiiii e
Contagem diferencial de leucécitos no sangue de animais dos
grupos experimentais tratados e n&o com a formulagdo
NANOESIIULUIA@. ... .eeveeeeeeeieeeeeeeeeee et e et a e e e e e e e e e
Andlise histopatologica do figado de animais dos grupos
experimentais tratados e nédo tratados com a formulagéo
[ EoTToTe TSy 1 U1 (U] = o F- VPSPPI
Andlise histopatoldgica do rim de animais dos grupos
experimentais tratados e nao tratados com a formulacéao

NANOESITUTUTATA. .. ee e

43

58

68

70



Sumario

1. INTRODUGAO. ...t ittt ettt ettt ettt ettt et e et e eae e aes 15
2. REFERENCIAL TEORICO .....coiicieeeeeceeeeee ettt 18
2 O O - 1 g o= PO PP 18
2.2, INFIAMAGED € CANCET......uuiiiiiiiii it 19
2.3. Papel da inflamacao na CarCiNOgENESE ..........uuuvrurrrurerrrrrrirrrrerrnernrernnrrnr. 21
2.3.1. L4 (003 o - T 3PP 24
2.3.2. (@ TH 1010 Tod o =T PP 28
2.3.3. Fatores de tranSCHGAD ........covviiiiiiiiiiee e 29
P N U1 Vo] o [N =l o [ T] o TP 30
2.5. O género Fridericia (BIgNONIACEAE) ........uuuvurrrrrrerrrerrierrrnnrinrrrerrrernrnrmrrrnr.. 32
2.6.  Potencial biolégico da Fridericia platyphylla (Cham.) LG Lohmann (sinonimia

Arrabidaea brachypoda) ..........ccooiiiiiiiii 33
2.7, BragUIdiNas ......cccooiiiiiiiiiiii et a e 35
2.8. Sistema de veiculacdo de farmacos- Copolimero Plurdnico F127 ................... 37
T @ 1= 1 I LY 1 T 41
0 I =T | PP SRR 41
3.2, ESPECITICOS ittt 41
4. MATERIAL E METODOS ... ..ottt ettt ettt 42
4.1. Coleta e processamento da espécie vegetal ..., 42
4.2. Preparagdo da formulagdo nanoestruturada contendo o extrato das folhas da

Fridericia platypiyIla.........oooo oo e 42
4.3.  Animais para ensaio experimental...........cccccciiiiiii 42
4.4. Manutencado do tumor ascitico de Ehrlich e tratamento dos animais ............... 43
4.5. Celularidade e viabilidade das células tumorais ..........cccccoevuvviiiiieeeeeiiniiiineee, 45
4.6. Contagem diferencial por MiCrOSCOPIA......ccovieiiieiiiieeeeee e e e 45
4.7. D0SAQEM A€ CIOCINGS. ... .uuvieiiiieeeeeeiiiite et e e e e e e et e e e e s e e e e e e 45
4.8. Imunofenctipagem por Citometria de FIUXO.........cooooeeiiiiiiiii e, 46
4.9. AvaliaGao da aNQIOgENESE ......cceiiiiiiiiiiieiee ettt 47
4.10. Avaliacéo histopatologica do figado € MM .......cccceeviiiiiiiiiiiiiiee e, 48
4.11. Determinac&o de Oxido Nitrico no liquido ascitiCo .........c.ccveveverereennenn. 49
4.12. Determinacdo de apoptose e necrose por microscopia de fluorescéncia

49

4.13. Andlise do ciclo celular em células tumorais do liquido ascitico .......... 50
4.14. ANAIISE STAtISTICA....ci i s 50

5. RESULTADOS ... oottt 51



5.1. Caracterizacao fisico-quimica das micelas poliméricas F127 ............ccccccvvvnnnes 51
5.2. Avaliacao do tratamento no peso e na celularidade do sangue periférico ....... 51
5.3.  Efeito no desenvolvimento da aSCite ...........cccuvrririieeiiiiiiiiiiiee e 52
5.4. Efeito do tratamento na celularidade do liquido ascCitiCo ..............eevvvvviiiiiinnnnns 54
5.5. Determinagdo da apoptose e necrose do liquido ascCitiCO .............cccvvvvvvereeenns 54
5.6. Analise do CICIO CEIUIAN ........cocuiiiiiiii e 56
5.7. Contagem diferencial por microscopia OptiCa ..............evvvvvrvvivririiiiiiniiiineinnnnnnn, 57
5.8.  Perfil imunofenotipico de células do liquido ascitiCo ...........ccceeeeriiiiiiiiiieeneenn, 58
5.9. Efeito do tratamento na produc@o de 0Xido Nitrico .........cccvvvvveeeeeeiiiiiiiiiieeeeenn, 60
5.10. AValiagao da anQIOgENESE .......ceiiiiiiiieieiee ettt 61
5.11. Efeito do tratamento nos 6rgaos linfoides...........cccccci 62
5.12. Efeito do tratamento no peso do figado..........oocueviiiiiiiiiiiiii e 63
5.13. Efeito do tratamento da formulacdo nanoestruturada de Fridericia platyphylla
NA ProOdUGEAOD UE CILOCINAS ... ..uvviiiieieeei ittt e e e e et e e e e e s e neb e e e e e e e e as 64
5.14. Avaliacdo histopatolégica do figado e rim dos grupos experimentais .......... 67
5.14.1. Avaliacdo histopatolégica do figado (Figura 21).........cccoccuvveeiiiiiieeiiiiieeeene 67
B.  DISCUSSAD ..ottt 72
7. CONCLUSAO ...ttt s e 76
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooviiitieeeeee ettt 77
9. APENCIDE A- PRODUCAO CIENTIFICA (2019-2024) ......ccoveveeeeieeeeeeeeereeeenenns 86

10. ANEXO A- COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA..........cccco....... 93



15

1. INTRODUCAO

O cancer € uma doenca genética que surge em decorréncia de mutacdes
cumulativas no DNA da célula, sendo considerada a segunda principal causa de
mortalidade em todo mundo (Hassanpour; Dehghani, 2017; Yuan; Fuchs, 2024).

Nas ultimas décadas surgiram indicios de que a resposta inflamatoria
desregulada, a nivel molecular, € responsavel pela maioria das doencas
cronicas, incluindo o cancer (Fernandes et al., 2015; Zhao et al.,, 2021). A
interacdo entre as células normais e células geneticamente alteradas no
microambiente tumoral fornecem informacfes importantes a respeito do
desenvolvimento tumoral (Sgambato; Cittadini, 2010).

Os fatores de crescimento e mediadores inflamatorios desempenham
papéis essenciais em todas as etapas do processo de carcinogénese,
influenciando a proliferacao celular, a resisténcia a morte celular por apoptose,
as mutacoes genéticas, a angiogénese, a invasao e a metastase (Fares et al.,
2020). Nos ultimos anos, a ciéncia tem testemunhado avancos significativos no
tratamento do cancer. Apesar das vantagens das terapias tradicionais, como a
quimioterapia e a radioterapia, € importante reconhecer suas limitacdes, que
incluem toxicidade, efeitos colaterais graves e o desenvolvimento de resisténcia
medicamentosa (Jafari et al., 2022).

Muitos agentes quimioterdpicos empregados na terapia do cancer atuam
a nivel de DNA, afetando diretamente o ciclo celular de forma inespecifica, e por
consequéncia ocasionando muitos efeitos adversos (Khazir et al., 2014; Reuvers
et al., 2020). Essas desvantagens limitam o uso de drogas antitumorais por
diminuirem a qualidade de vida dos pacientes (Rayan et al., 2017). Assim,
sistemas de nanocarreadores tém sido utilizados para veiculacdo de farmacos
téxicos minimizando sua toxicidade e maximizando o efeito terapéutico (Ribeiro
et al., 2016). Em vista disso, o copolimero do tipo Pluronic, particularmente o
F127 (poli (6xido de etileno)-(poli(6xido de propileno)-(poli(6xido de etileno) é
uma alternativa para a producdo de micelas poliméricas por possuirem
propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, sendo aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso parenteral (Silva et al., 2022).

Apesar da biotecnologia auxiliar a terapia combinada mediante o0 emprego

de nanotransportadores para reduzir a toxicidade de farmacos convencionais,
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faz-se necesséario a busca por novas drogas antineoplasicas (Ribeiro et al.,
2016). Nesse contexto, os produtos naturais tém contribuido de forma
significativa na descoberta de novos medicamentos, especialmente voltados
para o tratamento de doencas infecciosas e cancer (Atanasov et al., 2021).

As plantas medicinais tém sido durante décadas uma importante fonte
para o desenvolvimento de novos medicamentos. O Brasil apresenta uma das
maiores biodiversidades do mundo e durante geracfes, inGmeros povos tinham
as plantas como Unica fonte de tratamento para as doencas (Atanasov et al,
2015; Resende et al, 2017).

Entre as plantas brasileiras com potencial biologico, destaca-se a
Fridericia platyphylla (Cham.) L.G.Lohmann (sinonimia Arrabidaea brachypoda),
conhecida popularmente como "tinteiro" ou "cipo-una". Esta espécie € uma
importante representante do género Fridericia, possuindo diversas classes de
metabdlitos, como flavonoides e triterpenos, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes, leishmanicidas, anti-inflamatorias e antitumorais (Nascimento et
al., 2022).

Os varios constituintes presentes nas diferentes espécies do género
Fridericia demonstraram ampla propriedade farmacologica para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, entretanto, seu potencial tem
sido pouco explorado (Nascimento et al., 2022). Foi descrito recentemente que
extratos hidroetandlicos brutos e compostos isolados de F. platyphylla revelaram
propriedades antitumorais, no entanto, os mecanismos pelos quais esses
compostos modulam a atividade no microambiente tumoral é pouco
compreendido (Nunes et al., 2020).

De acordo com Rocha et al. (2014) a partir da fragao diclorometano (DCM)
do extrato das raizes da F. platyphylla, foi possivel identificar e caracterizar trés
novos compostos que foram classificados como flavonoides diméricos de
estruturas incomuns, chamadas de braquidinas A, B e C. Os flavonoides fazem
parte de um grupo de compostos fendlicos complexos, podendo modular o papel
das enzimas antioxidantes por meio do sequestro de radicais livres ou quelando
ions metalicos. Além disso, participam da inibicdo da proliferacdo celular,
induzem a apoptose e modificam a expressao de genes pré-inflamatérios em

células tumorais (Ullah et al., 2020).
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Sabe-se que a resposta inflamatéria representa um componente
fundamental do microambiente tumoral, sendo responsavel por mediar a rede de
comunicacao biolégica e o fluxo de sinalizacdo molecular, que caracterizam o
tecido neoplasico (Khandia; Munjal, 2019). As células inflamatérias presentes no
tecido tumoral podem contribuir para o desenvolvimento e manutencdo do
cancer pela liberacdo de potentes mediadores sollveis que regulam a
sobrevivéncia e proliferacdo celular, angiogénese, remodelamento tecidual,
metabolismo e integridade gendmica (Zhao et al., 2021).

Nesse cenario, os modelos experimentais de cancer em animais
desempenham um papel crucial ao permitir a avaliacdo da acdo dos compostos
bioativos sobre o crescimento, cinética e principalmente no que diz respeito a
resposta imunoldgica do hospedeiro ao tumor. Uma vez que, as células
cancerosas, bem como as células estromais e inflamatorias circundantes, se
envolvem em interacfes reciprocas bem orquestradas para formar o
microambiente tumoral inflamatério (Queiroz et al., 2004; Ozaslan et al., 2011;
Greten; Grivennikov, 2019).

Um dos modelos mais comuns € o do carcinoma de Ehrlich, que pode se
desenvolver na forma ascitica, quando inoculado por via intraperitoneal, ou na
forma sdlida, quando inoculado por via subcutanea em camundongos (Ozaslan
et al., 2011; Campos et al., 2013). Além disso, sua reprodutibilidade é facil e o
desenvolvimento r4pido da neoplasia restringe o tempo de estudo (Campos et
al., 2013).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial
antitumoral da formulagdo nanoestruturada contendo o extrato das folhas de F.
platyphylla através da modulacéo da resposta inflamatéria no microambiente

tumoral.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cancer

O cancer é uma doenca genética e a maioria das modalidades de
tratamentos convencionais se concentram em matar diretamente as células
tumorais (Zhao et al., 2021). Nesse contexto, a resisténcia medicamentosa das
células cancerigenas é uma das razbes para a baixa eficacia da terapia e
aumento da mortalidade (Bray et al., 2024).

As neoplasias malignas sdo responsaveis por 3 em cada 10 mortes
prematuras globais causadas por doencas ndo transmissiveis (30,3% entre as
faixas etarias de 30-69 anos) e esta entre as trés principais causas de morte em
177 paises (Bray et al., 2021). O estudo das diferentes neoplasias que acomete
a populacdo humana permitiu identificar as caracteristicas gerais que permitem
a sobrevivéncia e a progressdo tumoral. Esses mecanismos e propriedades
fornecem uma compreensdo mais abrangente sobre possiveis estratégias
terapéuticas e medicamentosas que poderiam ser utilizados no tratamento do
cancer (Hanahan; Weinberg, 2011; Feitosa et al., 2021).

As caracteristicas primordiais do cancer que permitem o crescimento do
tumor e disseminacdo metastatica fornecem uma base sdlida para sua
compreensao (Figura 1). Elas incluem o aumento da sinalizag&o proliferativa,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, inativacdo de supressores

de crescimento, angiogénese e metastase (Hanahan; Weinberg, 2011).

Proliferagdo celular

Inativagdo de
supressores de
crescimento

Resisténcia a morte
celular

Angiogénese Metastase

Imortalidade
replicativa

Figura 1. Caracteristicas do cancer. Representagéo das caracteristicas do cancer que
permitem que a doenca se estabelega. As caracteristicas incluem: proliferagéo celular,
inativacdo de supressores de crescimento, metastase, imortalidade replicativa,
angiogénese e resisténcia & morte celular
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Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011.

A aquisicdo dessas caracteristicas pelas células tumorais esta
diretamente ligada a mutacdes genéticas. Destas, apenas 5-10% ocorrem na
linhagem germinativa, enquanto a maioria (90%) esta relacionada a mutagdes
somaticas e fatores ambientais. Cerca de 20% dos canceres estdo associados
a inflamacdo cronica, 30% ao tabagismo e 35% a fatores ambientais
(Grivennikov et al., 2011).

Esses fatores estdo diretamente ligados ao processo de formagéo das
células neoplasicas, chamado de carcinogénese. Este processo é caracterizado
por mutacdes genéticas que levam a ativacdo de oncogenes, responsaveis por
transformar células normais em tumorais (Darwiche, 2020). A carcinogénese é
composta por trés estadgios denominados de iniciagdo, promoc¢ao e progressao
tumoral (INCA, 2024).

O estéagio de iniciacédo € caracterizado por mutagcdes em genes normais,
causadas por agentes cancerigenos, que podem provocar alteracdes
irreversiveis no funcionamento das células afetadas. No estagio de promocéo,
as células geneticamente alteradas sofrem o efeito dos oncopromotores e a
célula iniciada é transformada em célula maligna de forma lenta e gradual. O
terceiro e ultimo estagio é chamado de progressao, na qual, as células malignas
se multiplicam de forma descontrolada e podem adquirir a capacidade de
subverter o sistema imunoldgico do hospedeiro (INCA, 2024). Deste modo, 0
cancer € uma doenca com alta complexidade, pois além das células cancerosas,
os tumores também séo formados por células recrutadas e células inflamatdrias
que formam o estroma tumoral. Esses elementos e intera¢des contribuem para
aguisicao de novas caracteristicas e promovem a formacéo do microambiente
tumoral (Feitosa et al., 2021). Ademais, a remodelacdo da matriz extracelular
colabora com o microambiente tumoral, participando da progresséo, migracéo e

disseminacédo neoplésica (Jiang et al., 2020).

2.2. Inflamacéo e céancer
O desenvolvimento do cancer e sua resposta a terapia € regulado pela
inflamacéo e esse mecanismo pode promover ou impedir a progresséao tumoral

(Zhao et al., 2021). A resposta inflamatdria representa um elemento essencial
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no microambiente tumoral, mediando a rede de comunicagcdo biolégica e a
sinalizacado molecular do tecido neoplasico (Atsumi et al., 2014).

A primeira proposicdo documentada que sugeriu a associacdo entre
inflamacé&o e cancer foi atribuida ao patologista aleméo Rudolf Virchow em 1863
(Grivennikov et al., 2011). Essa hipétese baseou-se em achados de infiltrados
inflamatorios em tumores solidos que posteriormente, foi reconhecido como uma
caracteristica fundamental do cancer (Hanahan; Weinberg, 2011).

A inflamacao consiste em uma resposta biolégica complexa e coordenada
do sistema imunoldgico a estimulos nocivos, como infec¢des, danos celulares
ou irritacbes (Suarez-Carmona et al., 2017). Caracteriza-se por uma série de
eventos moleculares e celulares, incluindo a liberacdo de mediadores quimicos,
recrutamento de leucécitos ao local afetado, aumento da permeabilidade
vascular, e inducao de sinais classicos como rubor, calor, edema, dor e perda de
funcao (Greten; Grivennikov, 2019).

A resposta inflamatoria visa eliminar o agente causal, remover células
danificadas e iniciar processos de reparo tecidual. Em particular, a inflamacéo
aguda é uma resposta inicial a agressdo celular ou tecidual, na qual, o
reconhecimento exercido pelas células da imunidade inata pode dar inicio a
resposta imune efetiva contra as células neoplasicas. Esse processo pode levar
a ativacdo da imunidade adaptativa, onde as células dendriticas da imunidade
inata apresentam antigenos tumorais aos linfocitos T, iniciando uma resposta
imune mais especifica (Grivennikov et al., 2010; Greten; Grivennikov, 2019).

Por outro lado, o tumor pode cooptar os mecanismos da inflamacao,
levando a inflamacéo crénica, criando um microambiente imunossupressor que
favorece a tumorigénese, progressdo, metastase e resisténcia ao tratamento
(Shalapour; Karin, 2015). Nesse contexto, o tumor manipula a imunidade inata e
adaptativa para promover um ambiente que suprime a resposta imune efetiva
(Thl), permitindo seu crescimento e sobrevivéncia (Hanahan; Weinberg, 2011).

Além disso, a inflamacao também pode afetar a vigilancia imunoldgica e
as respostas a terapia (Grivennikov et al., 2011; Zhao et al., 2021). Sabe-se que
a inflamacédo crénica desregulada tem sido associada ao aumento do risco de
malignidades e progressédo do cancer na maioria das neoplasias (Elinav et al.,
2013).
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Atualmente, estd bem estabelecido que um ambiente inflamatério,
caracterizado pela presenca de células imunoldgicas ativadas de forma
subodtima, fatores de crescimento, estroma ativado e agentes promotores de
danos ao DNA, pode potencializar o risco neoplasico (Zhao et al., 2021). Este
microambiente inflamatério proporciona condi¢cdes propicias para a
sobrevivéncia, proliferacdo e invasdo das células tumorais, além de facilitar a
angiogénese e a evasao da resposta imune. Os fatores de crescimento, como
VEGEF (fator de crescimento endotelial vascular) e TGF-B (fator de crescimento
transformador beta), estimulam a proliferacédo celular e a formacado de novos
vasos sanguineos, enquanto o estroma ativado fornece suporte estrutural e
sinais bioquimicos que promovem a progressao tumoral. Além disso, os agentes
que causam danos ao DNA, como espécies reativas de oxigénio (ERO),
contribuem para a instabilidade genémica, aumentando as mutacdes genéticas
gue podem levar ao desenvolvimento do cancer (Zhao et al., 2021; Grivennikov
et al., 2011).

Nesse contexto, tem sido discutido o papel crucial da inflamacdo na
tumorigénese. Propfe-se que o estado de ativagdo das células presentes no
microambiente tumoral € determinante na direcdo que a inflamacéao tomara:
induzir o crescimento tumoral ou ativar a imunidade antitumoral (Zhao et al.,
2021).

2.3. Papel dainflamagédo na carcinogénese

A inflamacgé&o contribui para o desenvolvimento da carcinogénese atravées
da inducdo de instabilidade genética, alteracdes epigenéticas, proliferacdo
celular exacerbada, inducéo da angiogénese e promocao da invasao (Mantovani
et al., 2008; Atsumi et al., 2014). A relacéo entre inflamacao e cancer é mediada
por duas vias: via intrinseca e via extrinseca. A via intrinseca é impulsionada por
alteracfes genéticas que ocorrem nas células tumorais, incluindo a ativacao de
oncogenes, amplificacdo ou rearranjos cromossomicos e a inativacao de genes
supressores tumorais. Essas alteracbes promovem uma desregulacdo no
controle do ciclo celular, resisténcia a apoptose e aumento da proliferacédo
celular, estabelecendo condi¢des favoraveis para o desenvolvimento tumoral.
Simultaneamente, essas células geneticamente alteradas estimulam a producéo

de mediadores inflamatorios, como citocinas e quimiocinas, que recrutam células
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do sistema imune inato e adaptativo para 0 microambiente tumoral,
intensificando a inflamacgéo local e contribuindo para o suporte do crescimento
tumoral (Mantovani et al., 2008; Zhao et al., 2021).

Por outro lado, a via extrinseca é desencadeada por condicdes
inflamatorias preexistentes, como infeccdes crénicas, doencas autoimunes ou
exposicdes prolongadas a agentes irritantes. Essas condi¢des levam a producéo
sustentada de mediadores inflamatorios e radicais livres, que ndo apenas
induzem danos ao DNA, mas também favorecem a remodelacdo da matriz
extracelular, angiogénese e supressdo da resposta imune antitumoral. A
persisténcia desse estado inflamatério cria um ambiente permissivo para a
transformacdo maligna e progressao tumoral, aumentando significativamente o
risco de desenvolvimento do cancer (Mantovani et al., 2008; Zhao et al., 2021).

As duas vias (Figura 2) unem-se para ativacao de fatores de transcricao,
em especial o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), transdutor de sinal
e ativador da transcricdo 3 (STAT3) e fator induzido por hipoxia-1 alfa (HIF-1a).
Estes fatores de transcricdo sdo responsaveis por ativar mediadores
inflamatoérios como citocinas, quimiocinas, COX-2 (Ciclooxigenase-2) e ativacdo
da enzima 6xido nitrico-sintase (sintese de NO). Esses fatores sao importantes
para ativar as vias moleculares da inflamacdo relacionadas ao cancer
(Coussens; Werb, 2002; Mantovani et al., 2008; D’Ignazio et al., 2017).
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Via extrinseca Via intrinseca

Inflamacao e infecgao Ativacao do oncogene

Fatores de transcrigao (NF-kB, STAT3, HIF-1a)
Ativado em células tumorais

|

Citocinas, quimiocinas, prostaglandinas (e COX2)
Produzidos por células tumorais

|

Células inflamatorias
recrutadas

Célula supressora

Macrofago g
9 mieloide

7

Eosinéfilo 1 Neutréfilo

Fatores de transcricao (NF-kB, STAT3, HIF-1a)
ativados em células inflamatérias, células
estromais e células tumorais

|

Quimiocinas, citocinas, prostaglandinas(e COX2)
produzidas

Inflamacao relacionada ao cancer

Proliferagao celular, sobrevivéncia celular e transicao epitelial-mesenquimal
* Angiogénese
* Migracao, invasao e metastase de células tumorais
* Inibicao da imunidade adaptativa
* Resposta alterada a hormoénios e agentes quimioterapicos

Figura 2. Vias que conectam a inflamacado ao cancer. A representacdo esquematica
destaca caracteristicas que permitem o estabelecimento da doenca. A via extrinseca é
iniciada por inflamacao e infeccdo, enquanto a via intrinseca é ativada pela oncogénese.
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Ambas as vias levam a ativacao de fatores de transcricdo (NF-kB, STAT3, HIF-1a) em
células tumorais, que produzem citocinas, quimiocinas e prostaglandinas (e.g., COX2).
Fonte: Adaptado de Mantovani et al., 2008.

Assim, as citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos, NF-kB, HIF-1a e
STAT-3, foram identificados como os principais reguladores envolvidos no
processo inflamatoério e no cancer (Zhao et al., 2021). Para compreender o papel
da inflamacéo na evolucédo da carcinogénese, € importante entender como o0s
mediadores inflamatorios contribuem para o0s processos fisioldégicos e

patolégicos, sendo descritos abaixo o0s principais:

2.3.1. Citocinas
. TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatoria,
produzida principalmente por macréfagos ativados em resposta a infeccoes e
inflamacdes (Grivennikov et al., 2011). Tem papel crucial na resposta
imunoldgica, promovendo a ativacdo de células imunoldgicas, fagocitose,
vasodilatacao e apoptose (Van Horssen et al., 2006). No cancer, TNF-a pode
induzir a morte de células tumorais e destruir vasos sanguineos tumorais,
reduzindo o crescimento do tumor (Van Loo; Bertrand, 2023).

No entanto, a producado sustentada de TNF-a pode ser cooptada pelo
tumor para promover a angiogénese, criando vasos sanguineos que nutrem o
tumor (Dudley; Griffioen 2023). A inflamacédo crénica resultante da presenca
continua de TNF-a cria um ambiente favoravel a sobrevivéncia e proliferacéo das
células tumorais. Além disso, pode contribuir para a resisténcia aos tratamentos
quimioterapicos (Liu et al., 2022).

Mecanismos de morte induzidos pelo TNF-a incluem a apoptose, um
processo de morte celular programada, e a necrose, onde as células tumorais
sdo destruidas de forma ndo programada, resultando em inflamacg&o. O TNF-a
se liga aos receptores TNFR1 e TNFR2, ativando vias intracelulares como NF-
KB, que promovem a transcricao de genes proé-inflamatérios e de sobrevivéncia
celular (Van Loo; Bertrand, 2023). A ativagdo de caspases leva a apoptose,
enquanto a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode resultar em

necrose (Anderton et al., 2020).
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No tumor de Ehrlich na forma ascitica, o TNF-a ndo apresenta um
aumento significativo e ndo esta associado a progressao tumoral (Gentile et al.,
2015). Todavia, na sua forma soélida, o aumento dessa citocina durante o
desenvolvimento tumoral esta relacionado a caquexia induzida nesse modelo

(Frajacomo et al., 2016).

° IL-6

A interleucina-6 (IL-6) é uma das citocinas pro-inflamatérias mais
importantes no contexto fisiolégico/patologico, sendo produzida por diversas
células como macroéfagos, células T, células B, fibroblastos e células endoteliais.
Esta citocina desempenha um papel crucial na regulacdo da resposta imune e
inflamatdria, tanto em condi¢cdes normais quanto patolégicas (Eir6; Vizoso, 2012;
Aliyu et al., 2022).

A IL-6 é essencial para a ativacdo e diferenciacdo de linfocitos T e B,
fortalecendo a resposta imunoldgica adaptativa. Durante infeccbes, estimula a
producdo de proteinas de fase aguda pelo figado, como a proteina C reativa
(PCR), limitando a propagacéao da infeccdo (Mohamed et al., 2024). Além disso,
IL-6 promove a diferenciacédo de células T reguladoras (Tregs), cruciais para a
manutencao da autotolerancia e prevencao de doencas autoimunes (Skartsis et
al., 2021).

No contexto do cancer, a IL-6 pode ser cooptada pelo tumor para
promover a sobrevivéncia e proliferacdo das células cancerigenas. A via de
sinalizacdo JAK/STAT, ativada por IL-6, aumenta a expressdo de genes anti-
apoptéticos como Bcl-2 e pro-proliferativos como c-Myc, facilitando o
crescimento tumoral (Mohamed et al., 2024). Além disso, IL-6 induz a
angiogénese, criando vasos sanguineos que fornecem nutrientes e oxigénio
para o tumor, promovendo sua expansao (Middleton et al., 2014).

A IL-6 contribui para a criagdo de um microambiente imunossupressor,
facilitando a evasao das células tumorais da deteccéo pelo sistema imunoldgico.
Pode induzir a producao de citocinas imunossupressoras como IL-10 e promover
a expansao de células mieloides supressoras (MDSCSs) e células T reguladoras
(Tregs), que inibem a resposta antitumoral efetiva (Soler et al., 2023).

A producédo continua de IL-6 pode levar a um estado de inflamacéo

cronica, associado a progressdo do cancer. A inflamacdo cronica promove
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alteracdes no microambiente tumoral, como a remodelagdo da matriz
extracelular e a inducdo de mutacdes genéticas adicionais nas células tumorais,
aumentando a agressividade e a resisténcia ao tratamento (Huang et al., 2022).
Além disso, na forma ascitica do tumor de Ehrlich, o aumento de IL-6 esté
relacionado a alterac6es metabdlicas compativeis com a caquexia, sendo a sua
expressao associada aos macrofagos M2 (Molotkov et al.,1998; Radulski et al.,
2023).

° IFN-y

O interferon-gama (IFN-y) € uma citocina que pode desempenhar funcées
anti- e pro-tumorigénicos, podendo ativar ou inibir a transcricdo de mRNA de
genes inflamatérios (Zaidi, 2019; Zhao et al., 2021). E uma citocina produzida
por células T auxiliares do tipo 1 (Thl), células NK e algumas células T CD8*
(Kak et al., 2018).

IFN-y é conhecido por sua capacidade de estimular a resposta imune
contra células tumorais (Thl). Esta citocina ativa macréfagos e células natural
killer (NK), que desempenham funcdes citotdxicas diretas contra células
tumorais (de Groen et al., 2015). Ademais, o IFN-y aumenta a apresentacao de
antigenos tumorais e ativa células dendriticas, aprimorando a capacidade do
sistema imunoldgico adaptativo de detectar e eliminar células transformadas
(Zhou, 2009). A ativacdo das vias de sinalizacdo JAK/STAT pelo IFN-y leva a
transcricdo de genes que promovem a apoptose e inibem a proliferacéo celular
(Su et al., 2020).

Apesar de seus efeitos antitumorais, IFN-y pode, em certas condigdes,
promover a progressao do cancer. Em um ambiente tumoral crénico, IFN-y pode
induzir a expressdo de genes inflamatérios que favorecem a sobrevivéncia e
proliferacdo das células tumorais (Zaidi, 2019). A indugdo de enzimas proé-
inflamatorias, como a COX-2, pela sinalizacdo de IFN-y pode levar a produgao
de prostaglandinas que suportam o crescimento do tumor (Kulesza et al., 2023).
Além disso, IFN-y pode contribuir para a criagdo de um microambiente
imunossupressor, facilitando a evasdo das células tumorais da resposta
imunolégica (Rozman; Svajger, 2018).

No tumor ascitico de Ehrlich, a producéo de IFN- y é inicialmente baixa,

crescendo gradativamente apds 10 dias de inocula¢do. Sua producdo ndo esta
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vinculada aos linfécitos presentes na cavidade peritoneal (Fernandes et al.,
2015). A producdo de IFN-y e de outros mediadores induz um processo
inflamatorio sistémico, caracterizado por neutrofilia, aumento de macroéfagos,
trombocitopenia, esplenomegalia e hematopoiese esplénica nesse modelo
(Radulski et al., 2023).

Experimentos com macrofagos demonstraram que a ascite pode polarizar
esses macrofagos para um perfil menos imunogénico e mais tolerogénico (M2).
A producao de IFN-y desde o inicio da indugao parece ser uma forma de manter
uma populacédo de macréfagos (M1) capazes de conter o avanco do tumor por
tempo limitado (Kalish et al., 2015).

) IL-10

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatoria produzida por
varias células, incluindo células T reguladoras (Tregs), células B, macréfagos e
células dendriticas (Saraiva; O'garra, 2010). Esta citocina desempenha um papel
crucial na regulagdo da resposta imune e na manutencdo da homeostase
imunoldgica, atuando como um regulador central da inflamacgéo (Ouyang et al.,
2011).

A IL-10 é conhecida por sua capacidade de inibir a producéo de citocinas
pré-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a, promovendo um ambiente anti-
inflamatorio (Fujio et al.,, 2010). Durante infec¢des, IL-10 ajuda a controlar a
resposta inflamatdria, prevenindo danos excessivos aos tecidos. Além disso, IL-
10 promove a sobrevivéncia e proliferacdo de células T reguladoras (Tregs), que
sdo essenciais para a manutencdo da tolerancia imunolégica e prevencao de
doencas autoimunes (Cope et al., 2011).

No contexto do cancer, IL-10 pode ter funcbes ambiguas. Por um lado,
ela pode suprimir a resposta imunoldgica contra o tumor (Thl), favorecendo a
sobrevivéncia das células cancerigenas (Mannino et al., 2015). Por outro lado,
IL-10 pode ajudar a controlar a inflamagdo cronica associada ao cancer,
reduzindo a progressdo da doenca. A via de sinalizacdo Jak1l/Tyk2 e STAT3
ativada por IL-10 é crucial para essas funcbes (Carlini et al., 2023). Durante
muitas infec¢des, células T CD4* produzem tanto IFN-y (a citocina caracteristica
de Thl) quanto IL-10. A IL-10 produzida por células Thl efetoras ajuda a



28

controlar a inflamacdo excessiva, mas isso pode também limitar a eficacia da
resposta imunoldgica (Kubo; Motomura, 2012).

No tumor ascitico de Ehrlich, existe um aumento progressivo de IL-10 na
ascite, que parece tentar contrabalancar a acao de citocinas inflamatoérias como
MCP-1 (Fernandes et al., 2015). A produc¢éao de IL-10 provavelmente representa
uma tentativa do organismo de conter o processo inflamatério causado pelo

desenvolvimento tumoral.

2.3.2. Quimiocinas

As quimiocinas fazem parte de uma familia de citocinas que s&o
responsaveis por controlar a migracdo leucocitaria em condi¢cdes de
homeostase. As células neoplasicas produzem uma variedade de quimiocinas
que sao quimioatraentes para mastécitos, fibroblastos, macréfagos e células
endoteliais. As células do sistema imunolégico recrutadas pelas quimiocinas
potencializam o crescimento tumoral, estimulando a angiogénese e
disseminacdo metastética (Coussens; Werb, 2002; Mantovani et al., 2008).

No contexto do tumor ascitico de Ehrlich, as quimiocinas desempenham
papéis cruciais na modulacdo do microambiente tumoral e no desfecho do
desenvolvimento tumoral. CCL2 (MCP1l) é uma quimiocina que recruta
mondcitos e macréfagos para o local do tumor, promovendo inflamacéo e
angiogénese. Durante o desenvolvimento tumoral na forma ascitica do tumor de
Ehrlich, essa citocina aumenta progressivamente, atingindo o pico no 14° dia de
inoculacdo (Fernandes et al., 2015). No microambiente tumoral ascitico, os
macréfagos associados a tumores (TAMs) liberam fatores de crescimento e
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6, que promovem a sobrevivéncia,
proliferacdo e invasividade das células tumorais. Esse ambiente inflamatorio
sustentado favorece a tumorigénese e a progressdo do cancer (Wang et al.,
2022).

A interacdo dessas quimiocinas e das células recrutadas pode levar a
diferentes desfechos no tumor. A promocéo da tumorigénese ocorre quando o
microambiente tumoral € dominado por sinais pré-inflamatérios e angiogénicos,
que facilitam a sobrevivéncia e expansao das células cancerigenas (Marcuzzi et
al., 2018). Em contraste, a inducédo de respostas imunoldgicas eficazes pode

resultar na destruicdo das células tumorais e no potencial regressao do tumor
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(Ozga, Chow, Luster, 2021). Portanto, a manipulagédo terapéutica das vias de
sinalizacao dessas quimiocinas e dos tipos celulares recrutados representa uma

estratégia promissora para o tratamento do cancer.

2.3.3. Fatores de transcricéo
. NF-kB

O fator nuclear kappa B (NF-kB) € um dos principais elos de comunicacao
entre a inflamacao e a carcinogénese, permitindo o escape das células tumorais
da apoptose (Naugler; Karin, 2008).

No contexto fisioldégico, o NF-kB desempenha um papel importante na
regulacdo da resposta imune e inflamatdéria. Ele é ativado em resposta a varios
estimulos, como citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-18), estresse oxidativo
e infec¢cdes. Uma vez ativado, o NF-kB transloca-se para o nucleo da célula,
onde se liga ao DNA e regula a transcricdo de genes que codificam proteinas
envolvidas na inflamacgéo, sobrevivéncia celular, proliferacdo e angiogénese.
Isso permite que o organismo responda rapidamente a infeccOes e lesoes,
promovendo a defesa contra patdégenos e a cicatrizacdo de feridas (Gilmore,
2006).

No cancer, a ativacdo de NF-kB pode ter efeitos pré-tumorigénicos. NF-
KB regula a expressao de produtos de genes associados a proliferagao tumoral,
como Ciclina D1, c-myc e COX-2. A ativacdo de NF-kB promove a transcrigdo
de genes que aumentam a progressao do ciclo celular e a resisténcia a apoptose,
facilitando o crescimento e a expanséao dos tumores (Naugler; Karin, 2008). A
desregulacdo da via de sinalizacdo de NF-kB esta associada a uma variedade
de canceres, incluindo cancer de mama, pulmao, prostata e célon (Zhang et al.,
2021).

O NF-kB permite que as células tumorais escapem da apoptose. A
ativacdo deste fator de transcricdo resulta na expressdo de genes
antiapoptoéticos, como BCL-2 e BCL-xL, que previnem a apoptose das células
tumorais, permitindo sua sobrevivéncia e proliferacdo continua mesmo em
condicOes adversas (Hayden; Ghosh, 2012).

Nesse sentido, NF-kB desempenha um papel na criacdo de um
microambiente tumoral imunossupressor. Ele regula a expressao de citocinas e

quimiocinas que recrutam células imunossupressoras, como as células
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mieloides supressoras (MDSCs) e células T reguladoras (Tregs), que inibem a
resposta imunolégica antitumoral efetiva. Isso facilita a evasdo das células

tumorais da deteccéo pelo sistema imunologico (Taniguchi; Karin, 2018).

. STAT3

O transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT-3) um fator de
transcricdo envolvido na mediacdo da sinalizacdo de citocinas e um importante
regulador na resposta inflamatéria de macrofagos. A ativacdo de STAT3 em
células neoplasicas induz a invaséo e inibe a maturacdo de células dendriticas
(Yu et al., 2009). Quando ativado por citocinas como IL-6 e IL-10, STAT3 se
dimeriza e transloca-se para o nucleo, onde regula a expressao de genes
responsaveis pela sobrevivéncia celular, proliferacéo e diferenciacdo (Hillmer et
al., 2016).

No contexto fisiolégico, o STAT3 desempenha um papel essencial na
resposta imune e inflamatoria. Ele promove a diferenciacdo de macrofagos em
células com propriedades anti-inflamatorias, auxiliando na resolucdo da
inflamacéo e na reparacéao de tecidos danificados (Bode et al., 2012). Além disso,
STATS3 é fundamental para a homeostase de células T, influenciando a resposta
imune adaptativa através da formacado de células reguladoras (Schmetterer;
Pickl, 2017).

Todavia, em células neoplasicas, a ativacdo persistente de STAT3 pode
induzir ainvasao das células tumorais e inibir a maturacao de células dendriticas,
comprometendo a apresentacdo de antigenos e a resposta imunoldgica contra
o tumor (Yu et al., 2009).

Além do mais, o STAT3 regula a expressdo de citocinas
imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B, e quimiocinas que recrutam células
mieloides supressoras (MDSCs) e células T reguladoras (Rébé et al., 2013).
Adicionalmente, promove a angiogénese pela producdo de novos vasos
sanguineos que fornecem nutrientes e oxigénio ao tumor, facilitando sua

expansao (Jones et al., 2016).

2.4. Tumor de Ehrlich
O tumor de Ehrlich foi descrito pela primeira vez pelo médico aleméao Paul

Ehrlich em 1906, como um adenocarcinoma mamario espontaneo de
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camundongos fémeas (Matsukaki, 2004). Esse tumor possui alto poder
tumorigénico, crescimento rapido, isento de regressao espontanea e sua
agressividade pode ser controlada através do controle quantitativo do indculo
tumoral (Feitosa et al., 2021). Esse modelo pode ser empregado em suas formas
sOlida ou ascitica, dependendo da via de inoculagdo, permitindo investigar
diferentes aspectos da biologia tumoral, como proliferacéo celular, angiogénese,
resisténcia a apoptose e mecanismos metastaticos (Ozaslan et al., 2011;
Campos et al., 2013).

Na forma sélida, o tumor de Ehrlich é utilizado para estudar a interacéo
tumor-hospedeiro, incluindo remodelacdo da matriz extracelular e invaséo
tecidual, enquanto na forma ascitica, € amplamente explorado para avaliar a
dindmica de crescimento tumoral em microambientes ricos em fluido inflamatorio
e metabolismo alterado (Feitosa et al., 2021). Além disso, 0 modelo ascitico é
valioso para examinar o impacto do microambiente inflamatério sobre as
respostas imunoldgicas, tanto no contexto da vigilancia antitumoral quanto da
imunossupresséao induzida pelo tumor (Radulski et al., 2023).

A versatilidade do tumor de Ehrlich o torna também relevante para
investigacbes de terapias antitumorais, incluindo a avaliacdo de agentes
guimioterapicos e imunomoduladores, bem como para o estudo de disturbios
imunoldgicos associados ao cancer, como imunossupressao tumoral e
polarizacdo de macrofagos (Gentile et al., 2015; Kalish et al., 2015).

Na oncologia experimental, o tumor de Ehrlich é largamente utilizado
como modelo tumoral para testar a acdo antineoplasica de drogas. Assim como
permite avaliacdo de aspectos imunoldgicos e bioquimicos, essenciais para
entender a eficacia e os mecanismos de acéo de potenciais terapias anticancer
(Symchych et al., 2017).

A resposta imune no tumor ascitico de Ehrlich apresenta uma dinamica
bifasica. Inicialmente, ha ativacdo de mecanismos efetores que buscam conter
a proliferacéo tumoral. Essa fase é caracterizada pela producgéo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IFN-y, que estimulam a atividade de macréfagos e
células NK, além de promoverem a apresentacdo de antigenos por células
dendriticas para linfocitos T, fortalecendo a resposta imune adaptativa (de Groen
et al., 2015; Fernandes et al., 2015). Essa resposta inicial pode limitar o avango

tumoral em estagios precoces. A medida que o tumor progride, ocorre uma
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mudanga no microambiente tumoral, favorecendo a imunossupressdo e a
progressao neoplasica. A polarizacdo de macrofagos para o perfil M2, o aumento
de citocinas imunossupressoras, como IL-10, e o recrutamento de células T
reguladoras e células mieloides supressoras (MDSCs) criam um ambiente
tolerogénico, que protege as células tumorais da eliminacdo imunoldgica
(Radulski et al., 2023; Kalish et al., 2015). Além disso, a inflamacao crénica
promove angiogénese, remodelacdo tecidual e instabilidade gendmica,
contribuindo para a progressao tumoral e resisténcia terapéutica (Zhao et al.,
2021).

A resisténcia a morte celular e agressividade do tumor de Ehrlich estéo
associadas a alta expressdo de chaperonas Hsp70 que promovem a
proliferacdo, invasédo e metastase. Além disso, as células deste tumor n&o
apresentam receptores de estrégeno (Matsukaki, 2004). Ressalta-se que, 0
tumor de Ehrlich € um modelo espécie-especifico, desenvolvendo-se em
diferentes linhagens de camundongos e, sugere-se que o principal motivo da
capacidade de crescimento em diferentes cepas murinas é devido a perda de
antigenos do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) das células

tumorais de Ehrlich (Feitosa et al., 2021).

2.5. O género Fridericia (Bignoniaceae)

O género Fridericia pertence a familia Bignoniaceae que inclui 80 géneros
e cerca de 840 espécies que estao distribuidas desde o México até a Argentina
e Sul do Brasil (Kaehler et al., 2019).

A planta com maior destaque sobre seu uso popular é a Fridericia Chica
(Bonpl.) L.G. Lohmann, popularmente conhecida como “Cipo-pau’,
“Carapiranga”, “Cip6-crus” ou “Pariri”, comum na regiao amazénica é bastante
utiizada como anti-inflamatorio, antianémico, cicatrizacdo de feridas e
adstringente (Branddo et al., 2010). Esta espécie tem sido amplamente
investigada, pois faz parte da Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema unico de Saude (RENISUS) desde 2009 (Do Nascimento
et al., 2022).

A segunda espécie em termos de importancia é a F. platyphylla. As suas
raizes sao utilizadas na medicina tradicional no nordeste e sudeste do Brasil para
dores nas articulagdes e pedras nos rins (Do Nascimento et al., 2022).



33

Muitas espécies do género Fridericia sdo utilizadas na medicina popular
devido suas propriedades antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoéria e
antitumoral (Rocha et al., 2011; Miranda et al., 2017). Das 60 espécies que fazem
parte desse género, apenas 11 foram alvo de investigacdo em estudos quimicos,
84 substancias foram descritas e 44 destes produtos naturais pertencem a classe
dos flavonoides (Carvalho et al., 2022).

A literatura discorre sobre o potencial biolégico das espécies do género
Fridericia e menciona que seus compostos extraidos de extratos apresentaram
atividade leishmanicidas, antimicrobianas e atividades antitumorais da fracéo
hidroetandlica e braquidinas isoladas (Rocha et al., 2018; Nunes et al., 2020;
Serpeloni et al., 2020; De Sousa Andrade et al., 2020; Lima et al., 2022). Os
varios constituintes presentes nas diferentes espécies demonstraram amplo
potencial farmacoldgico para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(Do Nascimento et al., 2022).

2.6. Potencial biolégico da Fridericia platyphylla (Cham.) LG Lohmann
(sinonimia Arrabidaea brachypoda)

A F. platyphylla (Figura 3) € uma planta em forma de arbusto, de origem
ndo endémica, presente em todas as regides brasileiras, com exce¢do dos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Amapéa e Rio Grande do Norte
(Kaehler et al., 2019). De acordo com Pereira et al. (2012), o extrato bruto das
folhas desta espécie e suas fracdes demonstraram atividade leishmanicida sob
as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) amazonenses,
inibindo a acdo de enzimas e proteases importantes para a sobrevivéncia do

parasita, no entanto, ndo apresentaram efeitos antioxidantes.
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Figura 3. Fridericia platyphylla. Imagem de Fridericia platyphylla exibindo flores roxas
em diferentes estagios de flora¢do. O género Fridericia pertence a familia Bignoniaceae,
que inclui 80 géneros e cerca de 840 espécies. Esta planta € conhecida por suas
propriedades anti-inflamatorias, antileishmanicidas e antitumorais.

Fonte: Rocha et al., 2017.

Em outro estudo, o extrato etanolico das raizes de F. platyphylla
demonstraram efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios em camundongos,
inibindo a formacdo de granulomas (Rocha et al., 2011). Além disso, estudos
recentes com o extrato hidroetandlico das raizes de F. platyphylla mostraram
efeito gastroprotetor em ensaios com ratos portadores de Ulcera gastrica, sendo
observada uma diminuicao significativa dos danos causados pela tlcera (Rocha
et al., 2017).

Em estudos realizados por Rocha et al. (2014), avaliou-se a atividade das
braquidinas A, B e C contra tripomastigotas extracelulares de Trypanosoma
cruzi. A braquidina A foi inativa enquanto as braquidinas B e C exibiram atividade
citotoxica. Ademais, em ensaio in vivo com camundongos infectados com T.
cruzi, a braquidina B reduziu a mortalidade dos animais quando comparados com
0 grupo controle.

Por sua vez, Rocha et al. (2019) avaliou a atividade antileishmanicida dos
trés novos flavonoides raros e observou que a braquidina B foi a mais ativa contra
a forma promastigota de Leishmania sp. mas sem exibir toxicidade para células
hospedeiras.

Em estudos sobre a atividade antitumoral do extrato da F. platyphylla,
Serpeloni et al. (2020) avaliaram extratos hidroetandlicos brutos das raizes desta
espécie que demonstrou citotoxicidade em células de cancer gastrico, mediado
por necrose. Observou-se também a reducéo de genes envolvidos no controle
do ciclo celular e apoptose.

Nunes et al. (2020) examinaram o efeito das braquidinas A, B e C em uma
linhagem de células de cancer de préstata (PC-3) e o0s ensaios de
viabilidade/citotoxicidade realizados mostraram reducéo da proliferacao celular.
Embora o presente estudo tenha avaliado o efeito das braquidinas apenas em
linhagens celulares de cancer de prostata, foi possivel definir limites minimos de
toxicidade que poderao ser usados em trabalhos subsequentes para analisar sua
eficdcia sem consequéncia adversa.

O trabalho de Alcerito et al. (2002) descreveu atividade antifungica contra

Cladosporium sphaerospermum do extrato das folhas de F. platyphylla e a
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andlise fitoquimica revelou alto contetdo de flavonoides, na qual, o cirsiliol foi
pela primeira descrito na familia Bignoniaceae. Em outro trabalho, Rocha et al.
(2015) avaliaram a atividade anti-inflamatéria do triterpeno olenano da F.
platyphylla e confirmaram seu efeito antiflogistico. Estas pesquisas reforcam a
importancia do potencial biolégico das espécies do género Fridericia para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

Uma revisdo abrangente sobre o género Fridericia destacou os diversos
efeitos biologicos dos extratos e compostos isolados de diferentes partes da
planta, com énfase em suas atividades anti-inflamatorias e antitumorais
(Henrique et al., 2024). Nesse contexto, o triterpenoide do tipo oleanano, extraido
das raizes de Fridericia platyphylla, demonstrou atividade anti-inflamatoria em
doses de 5, 10 e 15 mg/kg, administradas por via oral. Esses efeitos foram
evidenciados pela reducéo do edema da pata induzido por carragenina e pela
diminuicdo do tempo de lambida em camundongos submetidos a injecdo
subplantar de formalina, indicando potente acao anti-inflamatoria (Rocha et al.,
2015). A maioria dos estudos relacionados aos efeitos antitumorais desse
género foi conduzida in vitro, sendo encontrado apenas um estudo in vivo
avaliando o impacto do extrato aquoso e etanolico de Arrabidaea chica (folhas)
sobre o tumor solido de Ehrlich em camundongos. Ambos o0s extratos,
administrados na dose de 30 mg/kg por via oral, reduziram significativamente o
desenvolvimento tumoral apés dez dias de tratamento. O extrato etandlico
apresentou acao antitumoral direta, evidenciada pelo aumento de neutrofilos,
alteracbes nos niveis de globulinas séricas e reducdo de células T CD4* no
sangue, sugerindo um efeito citotéxico direto sobre as células tumorais, sem
alterar as células mononucleares inflamatérias no microambiente tumoral. Por
outro lado, o extrato aquoso demonstrou atividade antitumoral associada a uma
acao anti-inflamatéria, com reducéo das células T CD3* no tumor, especialmente
nas subpopula¢cées T CD8* e NK, além de diminuir as células T CD4* no sangue
(Ribeiro et al., 2012). Com base nesses achados, foram utilizadas doses de 10
e 25 mg/kg para investigar os possiveis efeitos anti-inflamatérios e antitumorais
da formulacéo contendo as folhas de Fridericia platyphylla no modelo ascitico do

tumor de Ehrlich neste trabalho.

2.7. Braquidinas
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As braquidinas séo flavonoides inéditos isolados do extrato hidroalcodlico
da porcéo diclorometano das raizes da F. platyphylla (Rocha et al., 2014). Para
isolar esses compostos ativos, os autores deste trabalho dividiram o extrato em
uma fracdo de CH2CL: (diclorometano) e fizeram a andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, sendo as trés estruturas descobertas denominadas de
braquidinas A, B e C (Figura 4). A braquidina A possui um grupo hidroxila (OH)
no anel C, a braquidina B possui um grupo metdxi (OCHs) e a braquidina C ndo

possui radical, respectivamente.

OCH;,

Figura 4: Estrutura quimica das braquidinas isoladas da F. platyphylla.
Fonte: Rodrigues et al., 2017.

A atividade das braquidinas A, B e C foram avaliadas em ensaio in vivo,
utilizando camundongos infectados com T. cruzi, na qual, a braquidina B (100
mg/Kg) reduziu a presenca de parasitos no sangue e a mortalidade dos animais

(Rocha et al., 2014).

Em recente estudo, a associacao das braquidinas A, B e C do extrato das
raizes de F. platyphylla foi investigada quanto aos seus efeitos contra a dor
aguda em camundongos Swiss machos e suas interacées com 0s nociceptores.
Os dados mostraram uma reducao da resposta nociceptiva dos camundongos
relacionados ao alivio da dor aguda (Rodrigues et al., 2017).

Rocha et al. (2018) investigaram o potencial leishmanicida das
braquidinas, sendo observado atividade farmacolégica da braquidina B no
ensaio in vitro. Por sua vez, Salgado et al. (2020) investigaram a atividade anti-
inflamatdria in vitro em sinovidcitos artriticos (semelhantes a fibroblastos) do
extrato hidroetandlico de F. platyphylla e dos flavonoides diméricos purificados,
sendo encontrado efeito contra a liberacdo da citocina pro-inflamatoria IL-6.
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Estes achados esclarecem o uso tradicional das raizes desta espécie no
tratamento da osteoartrite. Trabalhos como este reforcam a importancia de
investigar plantas com potencial terapéutico.

2.8. Sistema de veiculagdo de farmacos- Copolimero Plurénico F127

A utilizacdo de nanocarreadores como sistemas de entrega de farmacos
para agentes terapéuticos podem aumentar as propriedades farmacolégicas dos
compostos comumente utilizados no tratamento do céancer (Bonifacio et al.,
2014). Isso é possivel gracas a sua pequena dimenséo e a capacidade de serem
funcionalizados com ligantes especificos que reconhecem e se ligam a
receptores sobreexpressos em células tumorais (Digesu et al., 2016).

Estes complexos nanoestruturados com formulagdes adequadas podem
modificar a liberacdo de estimulos que atuam no sistema imunoldgico,
permitindo a sua modulacdo para proteger o organismo da atividade pré-
inflamatéria intensa e induzir uma resposta mais eficiente contra doencas
(Pessoa et al., 2014).

Os nanotransportadores sao sistemas em escala nanométrica capazes de
transportar agentes anticancerigenos de baixa massa molecular ou
macromoléculas, evitando seu contato com os tecidos sadios e permitindo o
acumulo em células tumorais (Crucho; Barros, 2017). Numerosos tipos de
nanoestruturas sao utilizados no transporte de farmacos incluindo lipossomos,
nanocristais, micelas, quantum dots, nanotubos de carbono, dendrimeros e
nanoparticulas poliméricas (Figura 5).

Essas nanoplataformas variam em composi¢do e funcionalidade, mas
todas séao projetadas para melhorar a entrega de medicamentos. Lipossomos
encapsulam farmacos em bicamadas lipidicas, enquanto nanocristais aumentam
a solubilidade de farmacos pouco soluveis. Micelas formam agregados que
transportam farmacos hidrofobicos, e quantum dots sdo usados para imagens
biomédicas. Nanotubos de carbono possuem alta capacidade de carga e
conducdo, dendrimeros oferecem entrega controlada, e nanoparticulas
poliméricas permitem a liberagédo direcionada de farmacos. Essas tecnologias
visam melhorar a eficacia dos tratamentos e reduzir efeitos colateral (Dhiman et
al., 2024).
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Figura 5.Nanoparticulas utilizadas no transporte de farmacos.
Fonte: Adaptado de Digesu et al., 2016.

Na atualidade, varios tipos de nanomateriais poliméricos tém sido alvo
para producdo de micelas, principalmente os copolimeros anfifilicos da classe
triblocos (Costa et al., 2024). Nesse contexto, os copolimeros do tipo Pluronic®
séo constituidos por arranjos de blocos hidrofilicos de poli (6xido de etileno)
(PEO) e blocos hidrofébicos de poli (6xido de propileno) (PPO) organizados em
uma estrutura tribloco A-B-A: PEO-PPO-PEO (Figura 6).

N
@) (@)
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Figura 6. Estrutura geral dos copolimeros triblocos do tipo Pluronic®.
Fonte: Cagel et al., 2016.
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Os pluronics tém sido de grande interesse para a producao de sistemas
carreadores por serem atoxico e biocompativeis, interagindo com membranas
biolégicas e superficies hidrofébicas (Batrakova; Kabanov, 2008). Dentre os
numerosos tipos de pluronics, F127 merece énfase devido ao seu potencial
como veiculo para a administracdo de farmacos e sua propriedade para formar
gel in situ dependendo da sua concentracdo e temperatura (Dumotier et al.,
2006). Deste modo, solucbes concentradas de F127 (20-30%) podem alternar
de uma fase liquida a um gel sélido com alta viscosidade, sendo um processo
termorreversivel (You; Van Winkle, 2010). Este processo esta representado na

figura 7.
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Figura 7. Representacdo esquematica dos mecanismos de associac¢do do Pluronic
F127 em agua.
Fonte: Adaptado de Dumortier et al., 2006.

Assim, as micelas poliméricas a base de copolimeros podem aumentar a
solubilidade dos componentes e aumentar a absor¢céo de compostos ativos (Wu
et al., 2011).

A busca por novos agentes terapéuticos que possam modular o
microambiente tumoral € crucial para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes. Nesse cenério, a espécie vegetal F. platyphylla se destaca por possuir
propriedades tanto anti-inflamatérias quanto imunomoduladoras. A formulacao
nanoestruturada contendo o extrato das folhas dessa espécie visa melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade do composto ativo. O copolimero F127 é
poloxamero conhecido por suas propriedades surfactantes, que facilitam a
entrega de farmacos em células tumorais, minimizando o impacto nos tecidos

saudaveis (Batrakova; Kabanov, 2008).
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A modulacdo da inflamacdo e da resposta imune € um aspecto
fundamental na terapia antitumoral. Citocinas inflamatorias como IL-6 e TNF-a
estdo frequentemente elevadas no microambiente do tumor, promovendo a
sobrevivéncia e proliferagdo das células tumorais. Acredita-se que a formulacao
contendo o extrato das folhas da F. platyphylla possa reduzir a expresséo dessas
citocinas pro-inflamatérias, ao mesmo tempo que estimula a atividade de células
imunoldgicas, promovendo a eliminacdo das células tumorais.

Estudos anteriores com outros extratos de plantas e formulagdes a base
de Pluronics demonstraram efeitos promissores na inibicdo do crescimento
tumoral e na modulacéo da resposta inflamatéria. Diante do exposto, investigar
o efeito da formulacdo F127 contendo o extrato das folhas da F. platyphylla no
modelo ascitico do tumor de Ehrlich € uma abordagem inovadora com potencial

terapéutico significativo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

v Avaliar a modulacdo da inflamacdo mediada pela formulagéo
nanoestruturada contendo o extrato das folhas de Fridericia platyphylla em
modelo de tumor ascitico de Ehrlich.

3.2. Especificos
v Avaliar o desenvolvimento do tumor ascitico (volume, angiogénese e

viabilidade) durante o tratamento com a formulacao das folhas de F. platyphylla;

v Avaliar a producdo de citocinas inflamatérias no sangue e no liquido
ascitico;

v Caracterizar o perfil imunofenotipico de células do liquido ascitico;

v Analisar a capacidade de producédo de oOxido nitrico no liquido ascitico

apos o tratamento com a formulacéo de F. platyphylla;

v Determinar o indice de apoptose e necrose em células obtidas do liquido
ascitico;

v Analisar o ciclo celular das células do liquido ascitico;

v Analisar as alteracdes histopatologicas do figado e rim dos camundongos

dos grupos experimentais.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta e processamento da espécie vegetal

As folhas foram coletadas no municipio de S&o Luis, no intervalo das 17h
as 18h. Apds a coleta, o material vegetal foi seco a 40°C em estufa com
circulagédo de ar e pulverizado em moinho elétrico para obtencdo do p6, que foi
embebido em alcool etilico a 70% na proporcdo de 1:4 (v/v) e colocado em
maceracado, com agitacdo manual diaria. A extracdo alcoodlica do macerado foi
realizada mediante trés trocas sucessivas a cada 72 horas, com a renovacao do
solvente. Ao final deste processo, os extratos foram reunidos e filtrados com
gaze. O filtrado foi concentrado em rotaevaporador (MARCON), a presséo
reduzida e a temperatura de 40°C. Deste processo foi obtido o extrato
hidroalcodlico.

O extrato hidroalcodlico obtido das folhas da F. platyphylla foi
encapsulado em micelas poliméricas do copolimero Plurdnico F127 (poli (6xido
de etileno)-(poli(6xido de propileno)-(poli(6xido de etileno), conforme descrito no
item 4.2.

4.2. Preparacado da formulacdo nanoestruturada contendo o extrato das
folhas da Fridericia platyphylla

As plataformas de administracdo liquidas (solucdo coloidal) foram
preparadas pela combinacéo do copolimero Plurénico F127 (0,1% m/v) e extrato
hidroalcodlico da F. platyphylla (1%). A solucdo foi solubilizada em etanol e
mantida sob agitacdo constante por 30 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o solvente foi evaporado a presséo reduzida para obtencdo de uma
matriz solida na forma de filme fino, o qual foi mantido por 24 horas em
dessecador para a eliminacao de tracos do solvente. A matriz solida (filme fino)
foi ressuspendida em agua ultrapura sob agitacdo suave a 60 °C por cerca de 2
horas (Costa et al., 2024).

Este processo teve como objetivo obter micelas carregadas contendo o

extrato hidroalcodlico da F. platyphylla na concentracdo de 1% (10 mg/mL).

4.3. Animais para ensaio experimental
Foram utilizados camundongos (n=44) da espécie Mus musculus var.

Swiss albinos adultos (x 60 dias de idade), machos, obtidos do Biotério Central
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da UFMA. Os animais foram mantidos no biotério setorial localizado no Prédio
da Pdés-graduacdo do CCBS/UFMA durante todo o periodo experimental. Foram
alimentados com racdo padrdo e tiveram acesso a agua ad libitum, sendo
mantidos sob condi¢gdes controladas de luz (ciclo de 12 horas de luz e 12 horas
de escuridédo) e temperatura (23 = 2°C). Todos os procedimentos descritos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMA n°
n°23115.006978/2024-79 (Anexo A).

Os camundongos foram distribuidos de forma randémica e os grupos

experimentais foram formados, conforme a tabela 1.

Tabela 1.Descricdo dos grupos experimentais conforme o tratamento e indugéo
tumoral.

Via de

Grupos n Tratamento administracdo Tumor

Saudavel 3 Agua destilada (100ul) Oral Sem tumor
Controle negativo (CN) 7 Agua destilada (100pl) Oral Com tumor
Controle positivo (CP) 7  Ciclofosfamida (25 mg/kg) Intraperitoneal Com tumor

Veiculo 7  Polimero F127 (25 mg/kg) Oral Com tumor

10 mg/kg 10 Formulacédo 10 mg/kg Oral Com tumor

25 mg/kg 10 Formulacéo 25 mg/kg Oral Com tumor

Para a administracdo da formulacédo e ciclofosfamida (quimioterapico),
todos os animais foram pesados para o ajuste da dose a ser utilizada. A
formulacdo nanoestruturada da F. platyphylla (F127= 0,1%; Extrato
hidroalcodlico= 1%) foi diluida em &gua destilada para a obtencéo das doses de
10 e 25 mg/Kg. O veiculo (F127 0,1%) foi diluido em agua destilada para
obtencéo da dose de 25 mg/Kg. A ciclofosfamida foi diluida em PBS 1x estéril
para obtencéo da dose de 25 mg/Kg. Os tratamentos com a formulag&o e veiculo
foram realizados via oral (gavagem) com volume de 100 ul e a ciclofosfamida via

intraperitoneal com volume de 200ul, uma vez durante 8 dias consecutivos.

4.4. Manutencdo do tumor ascitico de Ehrlich e tratamento dos animais
Para obtencdo das células neoplasicas, camundongos com 7 dias de
evolucdo do tumor ascitico de Ehrlich foram eutanasiados com uma
superdosagem de solucdo anestésica (cloridrato de quetamina [Ceva] e
cloridrato de xilazina [Agener unido], 300/30 mg/kg). Apos a assepsia com alcool

70%, foi realizado uma excisdo da parede abdominal e o liquido ascitico foi
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puncionado, sendo ressuspendido em PBS pH 7,2. Em seguida, a suspensao foi
centrifugada a 200g por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugacao o sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em 5 mL de PBS. Para a
determinacdo da concentracdo de células tumorais presentes na suspensao
celular, foi diluida uma aliquota para a realizacdo da contagem na camara de
Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusdo com azul
de Tripan.

A inducgé&o do tumor nos animais foi realizada por meio do in6culo de 200
UL na cavidade peritoneal contendo 2x108 células tumorais de Ehrlich e ap6s 24
horas da inoculacéo, iniciou-se o tratamento dos grupos experimentais (Dagli,
1992). Durante o tratamento, os animais foram pesados e seu bem-estar foi
avaliado utilizando a escala de Grimace (Matsumiya et al., 2012). No 10° dia os
animais foram eutanasiados com dose letal de anestésico e o liquido ascitico foi

coletado para analise dos parametros inflamatdérios (Figura 8).
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Figura 8. Desenho experimental e avaliagdo dos parametros inflamatérios. O
sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca para a obten¢éo do soro, destinado a dosagem
de citocinas. Também foram confeccionadas laminas para a contagem diferencial de
células. A parede do peritdnio foi removida para avaliagdo da angiogénese. O liquido
ascitico foi coletado para a contagem celular, avaliacdo do tipo de morte celular,
dosagem de oOxido nitrico (NO), quantificacdo de citocinas e andlise do ciclo celular.
Além disso, os 6rgédos (figado, baco e rim) foram retirados para posterior avaliacao
histologica.

Fonte: autoria propria com software BioRender.
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4.5. Celularidade e viabilidade das células tumorais

Apo6s 10 dias do inéculo do tumor, os animais foram anestesiados com
uma dose letal de anestésico (cloridrato de quetamina [Ceva] e cloridrato de
xilazina [Agener unido], 300/30 mg/kg, via i.m). Ap0s a entrada em plano
anestésico profundo, o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca (HOFF, 2000).
Nos grupos sem formacdo de liquido ascitico (saudavel e CP), a cavidade
peritoneal foi lavada com 2 mL de PBS gelado para garantir a coleta de citocinas
no local do indculo. Esse procedimento foi realizado para uniformizar a analise
das concentracdes de mediadores inflamatérios e garantir comparabilidade entre
0S grupos experimentais.

Uma vez atingido o 6bito, foi realizada a avaliacdo do niumero de células
tumorais. Para isso, a cavidade peritoneal foi aberta e o liquido ascitico coletado.
Os seguintes parametros foram observados: volume e aspecto da ascite (n&o
hemorragica — 1, semi-hemorragica — 2 e hemorragica — 3), numero e viabilidade
das células tumorais através do ensaio de exclusdo com azul de tripan (0,04%)
em camara de Neubauer (SERRA, 2009; SAAD-HOSSNE; SAAD-HOSSNE;
PRADO, 2004). A partir dessa contagem inicial a densidade celular foi ajustada

para 0s experimentos posteriores.

4.6. Contagem diferencial por microscopia

Para a quantificacdo e identificacdo das células imunologicas no sangue,
foi realizada a técnica de esfregaco. Para isso, 50 puL do sangue foram
depositados em uma lamina de histologia. Com uma lamina extensora o sangue
foi espalhado pela lamina. O material foi deixado para secar a temperatura
ambiente (VALENCIANO et al., 2013). Apés esse periodo, as células foram
fixadas e coradas com o Kit Instant Prov (NewProv) conforme as instru¢cées do
fabricante.

A contagem diferencial foi feita pela analise e classificacdo de 100 células
por lamina, com a leitura realizada em microscépio optico com aumento de 100X
(SAAD-HOSSNE; SAAD-HOSSNE; PRADO, 2004).

4.7. Dosagem de citocinas
Apoés a obtencdo do sangue terminal, o sangue foi deixado em repouso

por 30 minutos para a formacdo do coagulo. As amostras foram entdo
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centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos, a 20°C, para a obtenc¢ao do soro.
O liquido ascitico foi centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos, a 4°C, para a
obtencdo do sobrenadante (VERCOSA JUNIOR et al., 2006). Tanto o soro
guanto o sobrenadante das amostras foram usados para a dosagem de citocinas
pelo Ensaio Citométrico de Esferas Ordenadas (CBA). Todos os reagentes
utilizados foram provenientes do Kit Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, obtido
da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA).

Em resumo, 25 pL de cada amostra a ser testada ou as curvas de controle
fornecidas pelo fabricante foram adicionados em placas de 96 pogos de fundo
redondo. Em seguida, cada pogo recebeu 25 pyL do mix de beads (esferas
recobertas com anticorpos especificos contra as citocinas a serem dosadas),
distinguiveis pela coloracédo detectavel no canal FL-2 (vermelho) do citdmetro de
fluxo, e 25 pL de anticorpo conjugado a ficoeritrina (PE). A placa foi incubada a
temperatura ambiente por 2 horas, protegida da luz. Apds o periodo de
incubacdo, as amostras foram ressuspendidas com 150 pL do tampao de
lavagem e a placa foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi entdo descartado e as amostras foram ressuspendidas em 120 pL de solugao
tampdao para leitura no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). Aproximadamente 2100 eventos por amostra foram lidos no
gate de interesse (beads) e os resultados foram analisados no software FCAP
ARRAY Verséo 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores

foram expressos em pg/mL para cada citocina.

4.8. Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

Para a marcacao fenotipica, as células peritoneais foram suspensas em
PBS contendo 5% de BSA (Albumina sérica bovina), na concentragao de 5x10°
células/100 pL, e incubadas por 30 minutos. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em PBS contendo 1%
de BSA. Os anticorpos foram adicionados a suspensdo celular nas
concentracdes recomendadas pelo fabricante: CD3e FITC (Clone 145-2C11, BD
Pharmingen, catalogo: 553062), CD4 PerCP (Clone RM4-5, BD Pharmingen,
catalogo: 553052) e CD11lc PE-Cy7 (Clone HL3, BD Pharmingen, catalogo:
558079). As células foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos no

escuro, a temperatura ambiente.
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ApOs aincubacao, as células foram lavadas com 250 pL de PBS contendo
1% de BSA, centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado. Esse procedimento foi repetido duas vezes para
remover o excesso de anticorpos néo ligados. As células foram, entdo, fixadas
com paraformaldeido a 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. ApGs a
fixacdo, as células foram lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em 200 pL de
PBS.

Para a aquisi¢édo dos dados, foram coletados 10.000 eventos utilizando o
citbmetro de fluxo Guava® easyCyte 8HT (Merck, Catalogo: 0500-4008). A
analise dos dados foi realizada no software FlowJo v10 (FlowJo LLC, Ashland,
OR, USA), permitindo a identificacdo das populacdes celulares marcadas com
0s anticorpos especificos.

Na estratégia de andlise, foi feito o gating da populacdo de células
peritoneais com base nos parametros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC).
As células CD11c positivas foram analisadas quanto a expressdo desse
marcador em relacdo a complexidade celular (SSC). Os linfécitos totais (CD3) e
linfécitos T auxiliares (CD4) foram discriminados em um dot plot que avaliou a
expressao dos respectivos marcadores. Controles negativos, sem a adicdo de
anticorpos, foram incluidos para definir os limites de autofluorescéncia. A
compensacdo de fluorescéncia foi realizada para corrigir a sobreposicéo
espectral entre os diferentes fluoréforos, utilizando marcacdes individuais para

cada um dos anticorpos empregados.

4.9. Avaliacdo da angiogénese

A angiogénese foi avaliada através da analise da microvasculatura do
revestimento da cobertura interna da parede peritoneal em animais
eutanasiados, seguindo o método descrito por Balaji et al. (2016). As amostras
de tecido foram fotografadas e a morfometria dos vasos foi determinada
utilizando o software ImageJ (Bethesda, MD). Resumidamente, as imagens
foram inicialmente recortadas e convertidas para 8 bits. Em seguida, utilizando
a ferramenta de threshold, os vasos sanguineos foram destacados com base no
contraste de cor. ApGs a segmentacédo, a area ocupada pelos vasos sanguineos

foi quantificada, e os dados foram expressos em pixels quadrados (pix?).
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4.10. Avaliacéo histopatoldgica do figado e rim

Apés a eutanasia, os figados e rins dos animais foram coletados e
armazenados em formalina tamponada a 10% por 48 horas para preservar sua
estrutura celular. Em seguida, as amostras foram desidratadas através de uma
série de banhos em &lcool com gradientes crescentes de concentragdo: 70%,
80%, 95% e 100%, permanecendo por 30 minutos em cada concentracao para
garantir a remocéo completa da agua do tecido.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a diafanizagdo com xilol,
passando por trés banhos de 30 minutos cada, para substituir o alcool e preparar
o tecido para a inclusdo em parafina. A impregnacao das amostras foi realizada
em parafina liquida aquecida a cerca de 60°C, com trés banhos de 30 minutos
cada. Em seguida, as amostras foram transferidas para moldes em aco inox,
onde a parafina foi deixada esfriar e solidificar, formando blocos de parafina.

Esses blocos foram entéo cortados em secdes finas de 3 um usando um
micrétomo. As secOes obtidas foram montadas em laminas de vidro e
submetidas a um processo de reidratacdo, passando por banhos de xilol e alcool
em concentracfes decrescentes: 100%, 95%, 80%, 70% e agua destilada.
Posteriormente, as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H/E),
cobertas com laminulas e seladas com meio de montagem, ficando prontas para
a analise microscopica para permitir a visualizacdo das estruturas celulares e
teciduais.

A anélise das laminas sem identificacdo dos grupos foram realizadas por
um patologista em microscopio éptico (Leica®, modelo ICC50) com objetiva de
10 e 40x. Os cortes foram fotografados em microscoépio Optico (Leica ICC50-)
utilizando o programa Scopelmage 9.0 com objetiva de 10 e 40x.

Os parametros analisados para o figado e rim foram: Infiltrado celular
(Células inflamatérias no parénquima hepatico e renal), alteracdo celular
(Degeneracdo hidropica e necrose) e alteracdo circulatéria (Congestdo e
hemorragia). O sistema de escore utilizado para caracterizar 0os parametros
analisados foram determinados da seguinte forma: (0) ausente, (1) leve, (2)
moderado e (3) intenso. Os dados foram apresentados como média e * erro

padrdo da média.
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4.11. Determinac&o de Oxido Nitrico no liquido ascitico

A producéao de oxido nitrico (NO) foi medida por meio dos niveis de nitrito
nos sobrenadantes dos liquidos asciticos coletados apds a eutanasia dos
animais. Foram transferidos 50 uL dos sobrenadantes para uma placa de 96
pocos de fundo chato, aos quais foram adicionados 50 uL do reagente de Griess
(1% de sulfanilamida, 0,1% de dihidrocloreto de naftaleno, 2,5% de acido
ortofosférico) a temperatura ambiente, por 10 minutos. A absorbancia foi
determinada por espectrofotometro com filtro de 540 nm (MIRANDA; ESPEY;
WINK, 2001). Os valores obtidos em densidade 6ptica foram convertidos em uM
de NO usando uma equacéo de regressao linear baseada em uma curva padréo
(5, 10, 30 e 60 uM) de nitrito de sédio (ARAUJO et al., 2010).

4.12. Determinacdo de apoptose e necrose por microscopia de
fluorescéncia

Para avaliacdo do tipo de morte celular observada apés o tratamento,
1x10° células do liquido ascitico foram plaqueadas em placas de 48 pocos, em
300 ul por poco de meio DMEM suplementado com 1% de soro fetal bovino
(SFB). O meio foi suplementado com laranja de acridina (50 ug/ml) e brometo de
etidio (50 pg/ml). Apds isso, a placa foi centrifugada por 5 min a 1000 rpm e,
apos 2 min de incubacdo ao abrigo da luz, levada ao microscépio de
fluorescéncia (Eclipse Ti (Nikon). As imagens foram obtidas no aumento de 20x,
utiizando os cubos de fluorescéncia EGF (fluorescéncia verde) e CY3
(fluorescéncia vermelha). Apdés a aquisicdo das imagens, foi realizada a
sobreposicao das fluorescéncias e posteriormente as células foram analisadas
atraveés do software ImageJ (Bethesda, MD).

As células foram classificadas em trés categorias: 1- Viaveis, quando
apresentaram nucleo de coloracdo verde, ndo condensado e sem alteracdes
visiveis; 2- Apoptéticas, quando apresentaram nuacleo verde ou vermelho
condensado, fragmentado ou com alguma outra alteracao visivel; 3- Necraoticas,
quando apresentaram nudcleo vermelho, ndo condensado e sem alteracdes
visiveis (Smith et al., 2012). As porcentagens de células viaveis, apoptéticas e

necréticas foram determinadas pela classificacdo de 100 células por amostra.
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4.13. Analise do ciclo celular em células tumorais do liquido ascitico

Para a analise do ciclo celular, as células coletadas do liquido ascitico
foram coradas com iodeto de propideo (IP), um marcador fluorescente com
afinidade por para DNA/RNA. Inicialmente, as células foram ajustadas para uma
concentracédo de 1 x 10° células/mL em tampéao PBS (ph 7,4). Posteriormente,
as células foram fixadas em etanol etilico a 70%, previamente resfriado, e
mantidas a -20°C por 24 horas para preservacao estrutural. ApGs a etapa de
fixacdo, as células foram centrifugadas e incubadas com uma solugédo de
coloracéo contendo 50 pg/mL de iodeto de propideo, 100 pug/mL de RNase A e
0,1% de Triton X-100, sendo mantidas em ambiente escuro por no minimo 12
horas (overnight), para garantir a penetracédo uniforme do IP e a eliminacao de
contaminantes de RNA.

As amostras foram analisadas em um citdbmetro de fluxo Guava®
utilizando um laser de 488 nm para excitacdo do iodeto de propideo. Foram
coletados 10.000 eventos por amostra, com aplicacdo de um gate especifico
para excluir detritos e agregados celulares. A analise das fases do ciclo celular
(GO/G1, S e G2/M) foi realizada por meio do software FlowJo™, utilizando o
modelo de ajuste de histograma adequado para identificacdo e quantificacao das

populacdes celulares em cada fase.

4.14. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk.
De acordo com o resultado foram aplicadas as seguintes analises: para dados
com distribuicdo normal foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) one-way
seguida do Teste Tukey-Kramer para comparacgdes entre multiplos grupos. Para
dados com distribuicdo ndo gaussiana foi empregado o teste de Kruskal-Wallis
seguido do poés-teste de Dunn. Além disso, para andlise de duas variaveis
independentes, foi utilizado o Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey-
Kramer ou Bonferroni. Em todas as analises, considerou-se como significativo
um valor de p < 0,05. Para a deteccao de valores discrepantes que poderiam
afetar a normalidade e a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de Grubbs.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM).
Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Instat®
(GraphPad Software, v8 San Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao fisico-quimica das micelas poliméricas F127

A caracterizacao das micelas poliméricas F127 foram realizadas através
de trés técnicas complementares para confirmar sua formacéo e propriedades
estruturais. Primeiramente, foi utilizada a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), utilizando um espectrofotometro Tracer-100
FTIR (Shimadzu) (De Souza et al., 2024).

A sequir, foi realizada a caracterizagao das micelas utilizando Microscopia
de Forca Atdmica (AFM), empregando um microscopio Multimode 8 (Bruker). A
solucéo da formulacéo foi depositada em mica clivada para formar uma pelicula
fina, e a andlise foi realizada no modo de Nanomecanica Quantitativa de Pico de
Forca (QNM), com resolucéo de 256 x 256 linhas por varredura e frequéncia de
varredura de 0,5 Hz. A partir dessa anédlise, foram obtidas informacdes sobre as
propriedades topograficas, como o tamanho da estrutura dos filmes, altura e
rugosidade quadratica média (Rq), além da adesédo das amostras e modulo de
Young (De Souza et al., 2024).

Por fim, a estabilidade a oxidacado das micelas foi avaliada por meio de
analises eletroquimicas utilizando um potenciostato (Autolab PGSTAT 302N). A
célula de trés eletrodos foi usada, com tampéo fosfato 0,1 mol/mL a pH 5,5, e a
faixa de potencial variou de 0 a 1,50 V vs. Ag/AgCl, para examinar a resisténcia
das micelas a oxidagdo (De Souza et al., 2024). Essas metodologias foram
realizadas em colaboracdo com o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais
(Lgpn/UFMA), com o objetivo de garantir a formacdo adequada das micelas

poliméricas para o estudo subsequente.

5.2. Avaliagcdo do tratamento no peso e na celularidade do sangue
periférico

Os resultados mostraram que, durante o tratamento, o ganho de peso
variou entre os grupos. No primeiro dia de tratamento, a média inicial dos grupos
foi de 34,11 + 4,22 (SD), sem diferenca estatistica entre eles (p > 0,05). No 5°
dia, observou-se um aumento de peso nos grupos CN, Veiculo e nos dois grupos
de tratamento, com manutencdo do peso nos grupos CP e Saudavel. No 8° dia,
o grupo Saudavel (35,86 £ 0,33) e CP (34,85 = 1,28) apresentaram pouca
variacdo, enquanto o grupo CN (41,50 £ 2,11), Veiculo (40 £ 2,13) e 0 grupo
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tratado com 10 mg/Kg (41,80 + 1,14) tiveram um aumento consideravel de peso.
O grupo tratado com 25 mg/Kg (39,50 + 0,88) ficou em uma posicao intermediaria
entre os grupos CN e CP. As diferencas estatisticamente significativas
encontradas foram entre o grupo CN e o grupo CP (p = 0,0365) e o grupo tratado
com 10 mg/Kg e o CP no 8° dia (p = 0,0099) (Figura 9).

No que diz respeito a contagem total de células do sangue, o0 grupo
Saudavel (linha pontilhada no gréfico) demonstra a normalidade desse
parametro (1,80 + 0,25). Observa-se um aumento da celularidade no grupo CN
(3,30 £ 0,47), Veiculo (5,65 £ 0,87) e diminuicdo no grupo CP (1,17 £ 0,23). Em
relacdo aos tratamentos, ha um aumento notavel da celularidade nos grupos de
10 mg/Kg (7,95 + 1,002) e 25 mg/Kg (8,84 + 1,195), sendo esses valores
estatisticamente diferentes tanto do grupo CN quanto do grupo CP (p < 0,05),

como pode ser observado na figura 9.
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Figura 9. Efeito do tratamento com a formulacdo nanoestruturada no peso
corporal e contagem total de células do sangue. (A) O peso dos animais foi
mensurado em balanca nos dias 1, 5 e 8 do tratamento. No 10° dia, os animais foram
eutanasiados. (B) A contagem total de células do sangue foi realizada com liquido de
Turk (1:20) na camara de Neubauer. A comparacao entre os grupos foi feita através da
ANOVA one-way, com poés-teste de Tukey, considerando significativo p < 0,05. A letra
"a" indica diferenca estatistica em relacédo ao grupo CN, e "b" em relacdo ao grupo CP.
Os dados foram expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle
positivo.

5.3. Efeito no desenvolvimento da ascite

Ao longo do tratamento, observou-se alteracdes na circunferéncia
abdominal dos camundongos. No 1° dia, a média total foi de 9,625 * 0,43 (SD),
sem diferencas estatisticas entre os grupos (p > 0,05). No 5° dia, observou-se
um aumento no grupo Saudavel, CN, CP e Veiculo, e uma diminuigdo nos grupos

tratados com 10 e 25 mg/Kg. No 8° dia, o grupo Saudavel (9,3 £ 0,11) e o grupo
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CP (9,31 + 0,13) apresentaram uma diminuicdo acentuada da circunferéncia
abdominal. O oposto ocorreu nos grupos CN (10,28 + 0,11), Veiculo (10,1 *
0,11), 10 mg/Kg (10,4 £ 0,15) e 25 mg/Kg (9,82 + 0,09), onde se observou um
aumento da circunferéncia. Diferengcas estatisticamente relevantes entre o0s
grupos foram notadas apenas no 8° dia. Diferencas estatisticamente relevantes
entre os grupos foram notadas apenas no 8° dia. Nesse dia, observou-se
diferencas significativas entre os grupos CN e CP, CN e Saudavel, CP e Veiculo,
CP e 10 mg/Kg, saudavel e 10 mg/Kg e 10 mg/Kg e 25 mg/Kg (p<0,05), como
demonstrado na figura 10.

Em relacdo ao volume do liquido ascitico, o grupo CN apresentou 4,41 +
0,67 mL, Veiculo 3,64 + 0,28 mL, enquanto o grupo CP néo produziu ascite,
apresentando uma diferenca estatistica significativa entre os grupos (p =
0,0060). O grupo tratado com 10 mg/Kg (4,72 £ 0,82 mL) apresentou um
aumento do volume do liquido ascitico, sendo estatisticamente diferente do
grupo CP (p = 0,0029). O grupo tratado com 25 mg/Kg (3,28 + 0,37 mL) mostrou
valores semelhantes aos do grupo CN (p > 0,05), conforme observado na figura
10.
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Figura 10. Medida da circunferéncia abdominal e volume do liquido ascitico. (A)
Medida da cinética de crescimento da circunferéncia abdominal ao longo do tratamento.
(B) Volume do liquido ascitico. A comparacao entre os grupos foi feita através do teste
Kruskal-Wallis e pés-teste Dunn’s, considerando significativo p < 0,05. O “*” indica
diferenca estatistica em relagdo ao grupo Saudavel, "a" indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo CN, "b" em relacdo ao grupo CP, “c” em relagdo ao Veiculo, “d” em

relacdo a 10 mg/Kg e ‘e” em relagédo a 25 mg/Kg. Os dados foram expressos em média
+ SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle positivo.
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5.4. Efeito do tratamento na celularidade do liquido ascitico

Os resultados da analise da celularidade do liquido ascitico mostraram
uma grande quantidade de células no grupo CN (33,14 + 5,736) e uma
baixissima celularidade no grupo CP (0,1429 + 0,07), sendo 0S gQrupos
estatisticamente diferentes entre si (p = 0,0053). Os grupos tratados com 10
mg/Kg (29,45 £ 6,92), 25 mg/Kg (23,90 * 4,58) e Veiculo (30,79 £ 1,96) também
diferiram estatisticamente do grupo CP (p < 0,05), conforme observado na figura

11. 50-

S 40
o b
ol T b T
s34 [ —+ b
3 1
= 20+
E
S 10-
a
0 I 1 1 |
o’é R &0 Ql‘q Ql*q'

Figura 11. Celularidade do liquido ascitico. Numero de células totais no liquido
ascitico. A comparacao entre os grupos foi feita através do teste Kruskal-Wallis e pos-
teste Dunn’s, considerando significativo p < 0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica
em relagdo ao grupo CN, e "b" em relacéo ao grupo CP. Os dados foram expressos em
média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle positivo.

5.5. Determinacdo da apoptose e necrose do liquido ascitico

A analise das porcentagens de células viaveis, apoptoéticas e necroticas
revelou variacdes entre os grupos avaliados. No grupo controle negativo (CN), a
média de células viaveis foi de 74,50 + 8,21%, enquanto as células apoptéticas
representaram 5,17 + 1,30% e as células necroéticas, 20,33 + 7,25%. As
porcentagens de células apoptoticas e necréticas foram significativamente
diferentes em relacao as células viaveis, e a porcentagem de células necroticas
também diferiu significativamente das apoptoticas (P<0,05).

No grupo Veiculo, a média de células viaveis foi de 85,43 + 3,12%,
enquanto as células apoptéticas representaram 5,14 + 0,45 e as células
necroticas foi de 9,57 + 2,87. As porcentagens de células apoptoéticas e
necroticas diferiram significaticamente em relacdo as células viaveis (P<0,05).

N&o houve diferengas estatisticas entre as porcentagens de células apoptoticas
e necraoticas.
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No grupo tratado com 10 mg/Kg, a viabilidade celular aumentou para
83,20 £ 1,84%, enquanto a apoptose foi de 4,70 £ 0,65% e as células necroticas
representaram 12,10 + 1,53%. Tanto a porcentagem de células apoptoéticas
quanto a de células necrdticas foram significativamente menores em relacao as
células viaveis (P<0,05). O grupo tratado com 25 mg/Kg seguiu 0 mesmo padrao,
com 85,80 + 1,36% de células viaveis, 6,20 £ 0,65% de células apoptéticas e
8,00 + 1,15% de células necroticas.

Em relacdo as comparacdes entre os diferentes grupos, observou-se que
a porcentagem de células viaveis no grupo CN foi significativamente menor em
comparacdo ao grupo tratado com 25 mg/Kg (p = 0,0232). Além disso, a
porcentagem de células necroticas também foi significativamente maior no grupo
CN em comparacao ao grupo tratado com 25 mg/Kg (p = 0,0119) (Figura 12).

Apesar desses achados pontuais, as porcentagens de células viaveis,
necréticas e apoptéticas permaneceram consistentes entre os diferentes
tratamentos. Isso indica que as intervencdes aplicadas ndo promoveram
alteracOes significativas nesses eventos, conforme analisado pela ANOVA de
duas vias (p < 0,0001).
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Figura 12. Analise do tipo de morte celular utilizando a técnica de coloragdo com
laranja de acridina e brometo de etidio nas células do liquido ascitico. As células
foram ajustadas para uma concentracao de 1x10° células/300 yL de meio DMEM e
incubadas com laranja de acridina e brometo de etidio (200 pg/mL). A leitura foi
realizada em um microscopio invertido de fluorescéncia, utilizando os filtros EGF e Cy3.
As imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x, e 100 células foram analisadas
por imagem para determinar as porcentagens de células viaveis, apoptéticas e
necroéticas. As diferencgas estatisticas foram avaliadas por meio de ANOVA de duas vias,
seguido do teste de Tukey, considerando significativo P<0,05. Os dados foram
expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle positivo.
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5.6. Andlise do ciclo celular

A anadlise das porcentagens de células nas fases G1, S e G2/M do ciclo
celular revelou variacdes entre os diferentes grupos tratados, controle negativo
(CN) e Veiculo. No grupo CN, a média de células na fase G1 foi de 40,52 +
3,82%, nafase S de 8,96 £ 1,67% e na fase G2/M foi de 41,32 = 3,11%. No grupo
Veiculo, a média de células na fase G1 foi de 29,68 + 7,05, seguido da fase S
gue foi de 10,65 + 2,63 e fase G2/M de 36,37 + 8,75.

No grupo tratado com 10 mg/Kg, observou-se uma reducdo na
porcentagem de células na fase G1 (37,80 + 3,71%) e um aumento na fase S
(13,18 + 4,75%), enquanto a fase G2/M apresentou uma média de 35,51 *
7,30%. No grupo tratado com 25 mg/Kg, as porcentagens de células nas fases
G1, S e G2/M foram de 39,45 £ 3,96%, 8,74 + 2,29% e 38,50 = 5,11%,
respectivamente.

No grupo tratado com 10 mg/Kg, observou-se uma reducdo na
porcentagem de células na fase G1 (37,80 + 3,71%) e um aumento na fase S
(13,18 + 4,75%), enquanto a fase G2/M apresentou uma média de 35,51 *
7,30%. No grupo tratado com 25 mg/Kg, as porcentagens de células nas fases
G1, S e G2/M foram de 39,45 + 3,96%, 8,74 + 2,29% e 38,50 = 5,11%,
respectivamente.

Em todos os grupos, as porcentagens de células nas fases S foram
estatisticamente diferentes das da fase G1, assim como as porcentagens da fase
G2/M foram diferentes das da fase S (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa
nas fases do ciclo celular em relacdo aos diferentes tratamentos, conforme
analisado pela ANOVA de duas vias (p < 0,0001) (Figura 13).
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Figura 13. Andlise do ciclo celular por meio da marcacdo com iodeto de propidio
nas células do liguido ascitico. As células da ascite foram ajustadas para uma
concentracao de 1x10° células e fixadas em alcool etilico a 70% gelado. Apds 24 horas
de fixacdo, as células foram marcadas com uma solucéo contendo iodeto de propidio,
RNase e Triton X-100, sendo incubadas overnight. Posteriormente, as células foram
adquiridas em um citbmetro de fluxo Guava® e 10.000 eventos foram coletados
utilizando um gate de interesse. Os dados foram analisados no software FlowJo v10,
com o uso do plugin especifico para andlise do ciclo celular. As diferencas estatisticas
foram avaliadas utilizando ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey,
considerando significativo P<0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica em relacao a
fase G1, e a letra "b" em relacdo a fase G2/M.

5.7. Contagem diferencial por microscopia Optica

A analise diferencial das células sanguineas nos diferentes grupos
experimentais revelou mudancas significativas relacionadas a resposta
inflamatoria e imunolégica no modelo tumoral (Tabela 2). O grupo Saudavel
apresentou niveis basais esperados, com predominancia de linfocitos (57,3 +
1,8), neutréfilos segmentados (32,6 + 31,1) e valores reduzidos de neutréfilos
bastonetes (0,3 + 0,3), eosindfilos (0,7 £ 0,7) e mondcitos (6,3 = 2,8), sem
deteccao de blastos, plaquetas ou hemacias nucleadas.

No grupo CN, a presenca do tumor foi associada a um aumento
significativo nos neutréfilos segmentados (58,3 + 4,2) e blastos (3,8 + 1,6).
Simultaneamente, os linfécitos (27,0 £ 1,8) foram reduzidos em relagdo ao grupo
saudavel. O grupo CP apresentou aumento nos mondécitos (19,8 = 3,8) e
neutréfilos bastonetes (2,8 = 1,4) em comparacdo ao grupo saudavel. No
entanto, os linfocitos permaneceram reduzidos (47,7 £+ 6,09).

Os grupos tratados com as doses de 10 mg/kg e 25 mg/kg de extrato
apresentaram padrdes distintos de resposta. O tratamento com 10 mg/kg

resultou em um aumento significativo no nimero de blastos (62,9 + 7,9) e uma
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reducdo expressiva nos linfocitos (14,1 + 2,3) e neutrofilos segmentados (20,5 +
6,7). Ja o tratamento com 25 mg/kg mostrou um aumento menos acentuado nos
blastos (42,4 + 9,5) e uma reducdo moderada nos neutréfilos segmentados (31,4
+ 6,4), com recuperacdo parcial dos linfocitos (19,0 £ 5,5) em relagdo ao grupo
de 10 mg/kg.

Tabela 2. Contagem diferencial de leucdcitos no sangue de animais dos grupos
experimentais tratados e ndo com a formulacdo nanoestruturada.

3 Grupos
Células (100) - -
Saudavel CN CP Veiculo 10 mg/Kg 25 mg/kg
Neut. bastonetes 0,3+0,3 5,722 28tl14 4,1+1,7 0,1+0,12¢ 0,4+0,2
Neut. segmentados 32,6+31,1 58,3+4,2 28,5454 44,2+11,6 20,546,7° 31,446,4
Eosindfilos 0,7+0,7 1,3+0,6 0 0,1+0,1 12:00 AM  12:00 AM
Basofilos 2,7+1,2 1,310,4  1,0+0,8 3,6£29 0,2+0,1 0,7+0,4
Linfocitos 57,3+1,8 27,0+1,8* 47,746,09 22,3+6,9"°  14,1+2,3"P 19,0#5,5"P
Mondcitos 6,3+t2,8 2,5+0,8 19,8+3,8 10,1+4,3 2,2+1,0° 2,1+0,6°
Blastos 0 3,8+1,6 0 15,4+12,8  62,9+7,9*° 42,4+9,5°
Plaquetas 0 0,610,2 0,4+0,2 0,4+0,2 0 0,210,1
Hemécia nucleada 0 0 0 0,1+0,1 0,31#0,1 0
Leucopenia 0 0,42+0,20 1,0+0,0* 0,14+0,14° 0,1+0,31° 0°

A contagem diferencial foi realizada através da andlise de 100 células por lamina em
microscopio Optico com aumento de 100X. Os dados foram expressos em média + erro
padrdo da média (SEM), e as diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn, considerando significativo p < 0,05.
O **” indica diferenga estatistica em relacdo ao grupo Saudavel, "a" indica diferenca

estatistica em relacdo ao grupo CN, "b" em relagédo ao grupo CP, “c” em relagdo ao Veiculo,
“d” em relagédo a 10 mg/Kg e ‘e” em relagao a 25 mg/Kg. CN: Controle Negativo e CP: controle
positivo.

5.8. Perfil imunofenotipico de células do liquido ascitico

A analise fenotipica das células encontradas no liquido ascitico dos
animais revelou uma baixa porcentagem de células CD11c (imunidade inata)
positivas (Figura 14). O grupo CN apresentou 3,44 + 0,41%, Veiculo 5,41 *
0,49%, tratamento de 10 mg/Kg 4,94 £ 0,53 % e um aumento progressivo dessa
populacao no tratamento de 25 mg/Kg (8,58 = 1,50%) em relagdo ao CN. O grupo
CN foi estatisticamente diferente do grupo tratado com 25 mg/Kg (p< 0,05). O
percentual de células imunes do grupo CP foi insignificante, uma vez que nao

houve producao de ascite.
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Figura 14. Feno6tipo de células imunes no liquido ascitico. As células do liquido
ascitico (5x10°) foram marcadas com CD11c (imunidade inata) e avaliadas quanto a sua
porcentagem relativa em relagéo ao parametro de granulosidade (SCC). (A) Dotplot das
células que expressam CD11c, caracterizando células apresentadoras de antigeno,
principalmente células dendriticas. (B) Frequéncia média das células CD11c* nos
diferentes grupos. Os dados foram expressos em média + SEM. A comparacgao entre 0s
grupos foi feita através do teste ANOVA one-way com pés-teste de Tukey, considerando
significativo p < 0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo CN, a
letra "b" em relagao ao grupo Veiculo, “c” em relacdo a 10 mg/Kg e “d” em relagéo a 25
mg/kg. Os dados foram expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP:
controle positivo.

Em relacdo a porcentagem de células CD3, o grupo CN apresentou 2,60
+ 0,52, Veiculo 2,85 + 0,30 e houve um aumento progressivo no tratamento de
10 mg/Kg (5,17 + 0,89) e 25 mg/Kg (5,42 £ 0,63). O grupo 25 mg/Kg foi
estatisticamente diferente do grupo CN e Veiculo (p <0,05), conforme mostrado
na figura 15.

Em relacdo a porcentagem de células positivas para os marcadores CD3
e CD4 (linfécitos auxiliares), observou-se uma baixa populagdo no grupo CN
(0,64 £ 0,08%). Houve um aumento dessa populacdo no grupo Veiculo (0,70 +
0,04) e nos tratamentos com 10 mg/Kg (0,79 = 0,08 e 25 mg/Kg (0,94 + 0,11).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, conforme mostrado

na figura 15.
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Figura 15. Fen6tipo de células imunes no liquido ascitico. (A) Dotplot caracterizando
os linfécitos T (CD3*) e suas subpopulagfes (CD4%). (B) Média da frequéncia de células
que expressam CD3* e (C) de células CD3*CD4* caracterizando a populacdo de
linfécitos T. Os dados foram expressos em média £SEM. A comparacgao entre 0s grupos
foi feita através do teste ANOVA one-way com poés-teste de Tukey, considerando
significativo p < 0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo CN, a
letra "b" em relagao ao grupo Veiculo, “c” em relacdo a 10 mg/Kg e “d” em relagéo a 25
mg/kg. Os dados foram expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP:
controle positivo.

5.9. Efeito do tratamento na producao de 6xido nitrico

A presenca de Oxido nitrico na cavidade peritoneal dos camundongos do
grupo Saudavel ndo foi detectada. No grupo CN, a producéo foi de 4,50 + 1,48,
o grupo Veiculo foi de 3,52 + 1,00 e o grupo CP foi de 1,70 = 0,37. Nos grupos
tratados com 10 mg/Kg e 25 mg/Kg, os valores encontrados foram 4,52 + 1,05 e
7,88 £ 3,41, respectivamente. Nao houve diferencas estatisticas entre 0s grupos

analisados (Figura 16).
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Figura 16. Concentragdo do 6xido nitrico no liquido ascitico. A concentragdo de
oxido nitrico foi medida por meio dos niveis de nitrito nos sobrenadantes dos liquidos
asciticos. A absorbancia foi determinada por espectrofotdbmetro com filtro de 540 nm.
Os valores obtidos em densidade 6ptica foram convertidos em uM de NO usando uma
equacgao de regressao linear baseada em uma curva padrao (5, 10, 30 e 60 pM) de
nitrito de sodio. Os dados foram expressos em média +SEM. A comparagéo entre 0s
grupos foi feita através do teste Kruskal-Wallis e pds-teste Dunn’s. CN: Controle
Negativo e CP: controle positivo.
5.10. Avaliacdo da angiogénese

A analise da microvasculatura do revestimento da cobertura interna da
parede peritoneal mostrou 0 aumento do crescimento dos vasos sanguineos no
grupo CN (475 £ 213) e reducéo dos vasos no CP (242 * 658) e Veiculo (502 +
730), quando comparados com o grupo Saudavel (355 * 127). Observou-se
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos tratados com 10 mg/Kg
(770 £ 103) e 25 mg/Kg (734 £ 834) apenas quando comparados ao CP (p<0,05),

conforme mostrado na figura 17.
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Figura 17. Avaliacdo da angiogénese nos grupos experimentais. A vascularizacdo
foi analisada utilizando imagens obtidas da parede interna da cavidade peritoneal. Apés
a segmentacgdo, a area ocupada pelos vasos sanguineos foi quantificada em pixels
quadrados (pix?). Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média
(SEM). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pés-teste de Dunn para comparacdes mdultiplas. A letra "a" indica diferenca
estatistica significativa em relagdo ao grupo Controle Negativo (CN), e "b" indica
diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo Controle Positivo (CP). CN:
Controle Negativo; CP: Controle Positivo. A linha tracejada representa o grupo
Saudavel.

5.11. Efeito do tratamento nos 6rgaos linfoides

A celularidade dos 6rgéos linfoides variou conforme o tratamento, como
pode ser visto na figura 18. Na medula éssea, um 6rgéo linfoide primario, o grupo
saudavel (linha pontilhada) apresentou uma celularidade de 5,90 + 1,50 e o
Veiculo de 6,49 + 1,18. O grupo CN (8,07 £ 1,23) mostrou um aumento da
celularidade, enquanto o grupo CP (2,81 % 0,36) apresentou uma diminuicao,
sendo esses grupos estatisticamente diferentes entre si (p = 0,0053). O grupo
tratado com 10 mg/Kg (5,84 £ 0,48) foi estatisticamente diferente quando
comparado ao CP e o grupo de 25 mg/kg (3,88 + 0,58) quando comparado ao
CN (p < 0,05).

No baco (Figura 18), o peso do grupo Saudavel foi de 0,15 + 0,03 e do
Veiculo foi de 0,10 £ 0,004, sendo os grupos CN, CP, Veiculo e 25 mg/Kg
diferiam estatisticamente do grupo Saudavel (p < 0,05). O grupo CN (0,10 + 0,01)
apresentou uma diferenca estatistica em relagéo ao grupo CP (0,06 + 0,01), com
p = 0,0140. Os grupos tratados com 10 mg/Kg (0,11 + 0,01) 25 mg/Kg (0,10 £

0,05) e Veiculo foram estatisticamente diferentes do grupo CP (p < 0,05).
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Figura 18. Andlise dos d6rgdaos linfoides. (A) NUmero de células da medula 6ssea. (B)
Peso médio do bago. A comparacao entre os grupos foi feita através do teste Kruskal-
Wallis e pds-teste Dunn’s para a celularidade da medula 6ssea e o teste ANOVA one-
way com poés-teste de Tukey para o peso do baco. A letra "a" indica diferenca estatistica
em relacdo ao grupo CN, e "b" em relacé@o ao grupo CP. O “*” indica diferencga estatistica
em relacdo ao grupo Saudavel (Linha pontilhada). Os dados foram expressos em média
+ SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle positivo.
5.12. Efeito do tratamento no peso do figado

O peso do figado dos animais saudaveis foi de 1,82g + 0,038 (linha
pontilhada no gréafico). Os grupo CN (1,999 = 0,077) e o grupo 25mg/Kg (2,05g
+0,073) diferiram estatisticamente entre si (p <0,05). O grupo CP (2,059 + 0,073)
apresentou diferenca estatistica em relacédo aos grupos Veiculo (1,72g + 0,12) e
25mg/Kg (2,05g £0,073). J& o grupo 10 mg/Kg (1,94g = 0,05) diferiu
significamentamente do grupo 25 mg/Kg (p<0,05), como pode ser observado na

figura 19.
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Figura 19. Efeito do tratamento com a formula¢do nanoestruturada no peso do
figado. O figado foi excisado da cavidade abdominal e pesado em uma balanca
analitica de precisdo para determinacao de sua massa. A comparagao entre 0S grupos
foi feita através da ANOVA one-way, com pés-teste de Tukey, considerando significativo
p < 0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo CN, "b" em relagéo

ao grupo CP, “c” em relacao ao Veiculo, “d” em relagdo a 10 mg/Kg e ‘e” em relacao a
25 mg/Kg. A linha pontilhada representa o grupo Saudavel. Os dados foram expressos
em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle positivo.

5.13. Efeito do tratamento da formulacdo nanoestruturada de Fridericia
platyphylla na producéo de citocinas

A dosagem de citocinas no soro (efeito sistémico) e no liquido ascitico
(microambiente tumoral) sdo mostrados na figura 20.

No soro, os niveis de IL-10 foram maiores no grupo tratado com 10 mg/Kg
(4,30 = 2,05) em comparagao com os grupos CN (0,78 + 0,51), CP (0,95 + 0,63),
Veiculo (0,97 £ 0,63) e 25 mg/Kg (0,49 * 0,49). No liguido ascitico, o grupo CN
apresentou os niveis mais elevados de IL-10 (19,45 * 1,49), seguido do grupo
Veiculo (13,71 + 2,77), enquanto no grupo CP nado houve deteccédo (0 + 0). Os
grupos tratados com 10 mg/Kg (15,29 + 2,81) e 25 mg/Kg (5,75 = 1,85)
mostraram reducdo nos niveis de IL-10 em comparacdo com o CN. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

No soro, o grupo CN apresentou o0s niveis mais elevados de TNF-a (61,84
+ 6,86), seguido do Veiculo (41,18 £ 3,15), com uma reducédo substancial no
grupo CP (5,67 = 1,80). Os tratamentos com 10 mg/Kg (47,52 + 5,973) e 25
mg/Kg (36,29 + 4,02) reduziram os niveis, sendo a dose de 25 mg/Kg mais eficaz.

O grupo Saudavel (linha pontilhada) apresentou niveis basais de TNF-a (4,44 +
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0,83), consideravelmente mais baixos que o0s grupos tumorais. O grupo
Saudavel diferiu estatisticamente em relacdo ao grupo CN, Veiculo, 10 e 20
mg/kg (p<0,05). O grupo CP diferiu estatisticamente dos grupos CN, Veiculo, 10
e 25 mg/kg. O grupo CN apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo
25 mg/Kg (p<0,05).

No liquido ascitico, o grupo CN também mostrou os niveis mais altos de
TNF-a (100,60 * 19,63), seguido do grupo Veiculo (42,46 + 6,73),enquanto CP
teve niveis quase indetectaveis (0,33 = 0,28). Os tratamentos com 10 mg/Kg
(70,40 = 12,91) e 25 mg/Kg (54,11 £ 9,60) reduziram os niveis de TNF-a em
comparacao ao CN, e no grupo Saudavel, ndo houve deteccédo de TNF-a. N&o
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

No soro, o grupo tratado com 10 mg/Kg apresentou um aumento de IFN-
y (13,09 + 2,514) em comparacédo com CN (6,057 = 1,666), CP (0,3543 + 0,1495),
Veiculo (7,55 = 3,07) e 25 mg/Kg (5,635 = 1,205). O grupo Saudavel (linha
tracejada) apresentou niveis basais de IFN-y (2,73 + 2,73), sendo menores do
gue os grupos tumorais. A Unica diferenca estatistica encontrada foi em relacao
ao grupo de 10 mg/Kg e grupo CP. No liquido ascitico, os niveis de IFN-y foram
substancialmente mais altos no CN (71,43 + 29,89), seguido do Veiculo (36,25
+ 12,34) e nao foram detectados no CP (0 + 0). O tratamento com 10 mg/Kg
(37,22 + 8,153) e 25 mg/Kg (23,46 * 4,58) reduziram os niveis de IFN-y, com a
dose de 25 mg/Kg mostrando menores valores e no grupo Saudavel ndo houve
deteccdo de IFN-y. Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos.

No soro, o grupo tratado com 10 mg/Kg mostrou os maiores niveis de IL-
6 (105,30 + 54,26), seguido de 25 mg/Kg (92,23 £ 27,94), enquanto CN (45,05 +
14,36), Veiculo (33,67 £ 5,74) e CP (3,98 £ 1,09) apresentaram niveis menores.
No grupo Saudavel, ndo foi detectada IL-6. Sendo a diferenca estatisticamente
relevante achada entre os grupos tratados (10 e 25 mg/Kg) e o grupo CP. No
liquido ascitico, IL-6 foi elevada no grupo CN (434,9 + 233,9) e Veiculo (255,1 +
90,02) com uma reducdo substancial no grupo CP (8,93 £ 4,023). Os grupos
tratados com 10 mg/Kg (260,00 £ 65,52) e 25 mg/Kg (961,60 = 361,70)
apresentaram variagoes, sendo o grupo de 25 mg/Kg o que exibiu o maior
aumento de IL-6, e no grupo Saudavel ndo houve detec¢éo de IL-6. Nao foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.
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Figura 20. Concentragédo das citocinas inflamatérias no soro e no liquido ascitico.
(A) Média da concentracdo das citocinas séricas e (B) das citocinas no liquido
ascitico. A comparacdo entre os grupos foi feita através do teste Kruskal-Wallis e pds-
teste Dunn’s, considerando significativo p<0,05. O “*” representa o grupo Saudavel, a
letra "a" indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo CN, "b" em relacdo ao grupo
CP, “c” em relagao ao Veiculo, “d” em relagdo a 10 mg/Kg e ‘e” em relagao a 25 mg/Kg.
Os dados foram expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle

positivo.
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5.14. Avaliacao histopatolégica do figado e rim dos grupos experimentais
5.14.1. Avaliacao histopatolédgica do figado (Figura 21)
l.Infiltrado inflamatério

Os resultados para o infiltrado inflamatdrio no figado mostraram que o
grupo Saudavel apresentou média de 0,67 + 0,33 (leve infiltracdo), enquanto o
grupo CN e o CP nao apresentaram sinais de inflamacéo (0 + 0). O grupo Veiculo
apresentou infiltracdo moderada (1,33 + 0,21), enquanto 0s grupos tratados com
10 mg/kg e 25 mg/kg mostraram infiltracdo leve (1,2 + 0,2 e 0,4 + 0,27,
respectivamente). O grupo CN diferiu estatisticamente dos grupos Veiculo e 10
mg/Kg. O grupo CP foi estatisticamente diferente do grupo Veiculo e 10 mg/Kg
(p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica no grupo de maior dose
(Tabela 3).

2.Alteracdes celulares

No que diz respeito as alteracdes celulares, o figado do grupo Saudavel
nao apresentou alteracdes (0 + 0), enquanto o CN exibiu leve alteracéo (0,67 £
0,49) e o CP apresentou alteracées muito leves (0,14 + 0,14). O grupo Veiculo
mostrou alteracfes celulares intensas (3 = 0). O tratamento com 10 mg/kg
resultou em leve alteracao celular (0,5 = 0,22), enquanto a dose de 25 mg/kg
mostrou alteragbes moderadas (1,6 * 0,22). O grupo 10 mg/kg foi
estatisticamente diferente do grupo Veiculo (p<0,05). Por sua vez, o grupo
Veiculo diferiu estatisticamente do grupo CN, CP e Saudavel (p<0,05) (Tabela
3).

3.Alteracdes circulatorias

As alteragdes circulatérias foram mais evidentes no grupo Veiculo (2,67 +
0,21). Os grupos CN e CP mostraram alteracdes leves (1,5 + 0,22 e 1,29 + 0,36,
respectivamente), enquanto o grupo Saudavel apresentou alteracbes minimas
(1 £0). Os tratamentos com 10 mg/kg e 25 mg/kg resultaram em alteracdes leves
a moderadas (1,6 + 0,16 e 1,8 £+ 0,2, respectivamente). O grupo Veiculo diferiu
estatisticamente do grupo CP (p<0,05). O grupo Saudavel foi estatisticamente
diferente do grupo Veiculo (p<0,05). Nado houve diferenca estatistica entres as

doses quando comparadas ao grupo CN, CP, Veiculo e Saudavel (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise histopatoldgica do figado de animais dos grupos experimentais

tratados e nao tratados com a formulacdo nanoestruturada.

Escore Saudavel CN CP Veiculo 10mg/kg 25mg/kg
Figado
Infiltrado inflamatorio 0,7+0,3 0 0 1,3+0,2aP 1,2+0,22b 0,4+0,3
Alteracdes celulares 0 0,7+0,5 0,1+0,1¢ 3,0+0™b (0,5+0,2¢ 1,6%0,2

Alteracdes circulatoria 1,060 15+0,2 1,3+0,4 2,5+0,2® 1,6+0,2 1,840,2
Amostras de tecido hepatico foram coletadas, processadas e emblocadas em parafina.
Andlise histopatolégica foi realizada em microscépio éptico com aumento de 40X. Os
dados foram expressos em meédia = erro padrdo da média (SEM), e as diferencas
estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dunn, considerando significativo p< 0,05. O “*” representa o grupo Saudavel,
a letra "a" indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo CN, "b" em relacdo ao grupo
CP, “c” em relagao ao Veiculo, “d” em relacdo a 10 mg/Kg e ‘e” em relagédo a 25 mg/Kg.
Os dados foram expressos em média + SEM. CN: Controle Negativo e CP: controle
positivo.
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Figura 21. Fotomicrografia do figado de animais com tumor de Ehrlich tratados e
nédo tratados com a formulagao nanoestruturada. Avaliacdo histologica do figado de
camundongos apés 8 dias de tratamento no modelo ascitico do tumor de Ebhrlich,
analisados em aumento de 100 e 400x. Os parametros analisados incluem infiltrado
inflamatorio, alteracdes celulares e alteracdes circulatérias, avaliados com base em um
sistema de escores histoldgicos: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (intenso). A seta
preta e vermelha representa as alteracdes circulatorias e celulares, respectivamente. A:
Grupo CN; B: Grupo CP; C: Grupo Veiculo; D: Grupo 10 mg/kg e E: Grupo 25 mg/kg.
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Avaliacao histopatolégica do rim quanto aos parametros (Figura 22)
l.Infiltrado inflamatério

Os resultados mostram gque o grupo saudavel e os controles (CN e CP)
ndo apresentaram sinais de infiltracdo inflamatéria (O + 0). No grupo Veiculo,
houve leve infiltracdo inflamatéria (0,17 + 0,17), enquanto os grupos tratados
com 10 mg/kg e 25 mg/kg apresentaram infiltracdo inflamatéria leve a moderada
(0,67 £ 0,17 e 0,22 = 0,15, respectivamente). O grupo 10 mg/kg diferiu
estatisticamente dos grupos CN e CP (p<0,05). Nao houve diferencas

estatisticas entre os demais grupos (Tabela 4).

2.Alteracdes celulares
Nenhuma alteracdo celular foi observada em nenhum dos grupos
experimentais (0 + 0), incluindo os tratados com F. platyphylla, controles (CN e

CP) e grupo Veiculo (Tabela 4).

3.Alteracfes circulatorias

As alteracOes circulatérias foram observadas em todos o0s grupos
experimentais, incluindo o grupo saudavel (2,33 £ 0,33). No grupo Veiculo, as
alteragcOes foram mais pronunciadas (2,71 = 0,18), enquanto nos grupos tratados
com 10 mg/kg e 25 mg/kg, as alteracdes permaneceram moderadas (2,89 + 0,11
e 2,33 = 0,17, respectivamente). Nao houve diferencas estatisticas entre os

grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise histopatologica do rim de animais dos grupos experimentais

tratados e nao tratados com a formulacdo nanoestruturada.

Escore Saudavel CN CP Veiculo 10mg/kg 25mg/kg
Rim
Infiltrado inflamatoério 0 1,5+0,2 1,3*0,4 1,0+0 1,6+0,52b 1,8+0,2
Alteracdes celulares 0 0 0 0 0 0

AlteracOes circulatéria  2,33+0,33 2,5+0,2 2,3+0,2 2,7+0,2 2,940,1 2,310,5

Amostras de tecido renal foram coletadas, processadas e emblocadas em parafina. Analise
histopatolégica foi realizada em microscopio 6ptico com aumento de 40X. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média (SEM), e as diferencas estatisticas entre os grupos
foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn, considerando
significativo p< 0,05. A letra "a" indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo CN, "b" em relacdo
ao grupo CP.
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Figura 22. Fotomicrografia do rim de animais com tumor de Ehrlich tratados e ndo
tratados com a formulagdo nanoestruturada. Avaliacdo histolégica do rim de
camundongos apo6s 10 dias de tratamento no modelo ascitico do tumor de Ehrlich,
analisados em aumento de 400x. Os paradmetros analisados incluem infiltrado
inflamatodrio, alteracBes celulares e alteracdes circulatorias, utilizando um sistema de
escores histoldgicos: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (intenso). A seta preta
representa as alterag@es circulatérias. A: Grupo CN; B: Grupo CP; C: Grupo Veiculo; D:
Grupo 10 mg/kg e E: Grupo 25 mg/kg.
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6.  DISCUSSAO

Neste trabalho, foi avaliada o potencial antitumoral e modulador da
formulacdo nanoestruturada contendo o extrato das folhas de F. platyphylla no
tumor ascitico de Ehrlich.

Para isso foi utilizado o modelo ascitico do tumor de Ehrlich, um
adenocarcinoma mamario espontaneo de camundongos fémeas (Matsukaki,
2004). A resposta imune a esse tumor € bifasica, incialmente as células da
imunidade inata sdo ativadas e produzem citocinas como TNF-a, IFN-y e
quimosinas MCP-1 (Gentile et al., 2015; Frajacomo et al., 2016). Isso leva a
ativacdo de macrofagos M1, neutrdfilos, células NK, além de ativarem células
dendriticas para apresentacdo de antigenos tumorais para a imunidade
adaptativa de padrédo Thl (Farooque et al., 2014). Caso essa ativacao aconteca
de forma 6tima, o crescimento tumoral é impedido ou retardado (Farooque et al.,
2014; Feitosa et al., 2021).

A progressdo do tumor, porém, esta associada a uma subversdo da
resposta imune, que ocorre principalmente pela reprogramacao de macréfagos
para o perfil M2, producéo e ativacdo de células Treg e recrutamento de células
mieloides supressoras (MDSCs) (Kalish et al., 2015; Palos et al.,, 2012;
Bhattacharyya et al., 2010; Aboalsoud, et al., 2020). Esse processo de
cooaptacédo do sistema imune, estd associado a liberacéo de citocinas como IL-
10, IL-6 e VEGF, promovendo uma cronificacdo da inflamagéo, impedindo a
manutencdo de uma resposta antitumoral efetiva (Palos et al., 2012; Kalish et
al., 2015).

Quanto maior for o desequilibrio da resposta inflamatéria, maior sera o
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, aumentando a quantidade
de liquido na cavidade peritoneal, dando suporte nutricional as células tumorais
e a deplecéo de células imunoldgicas tanto no microambiente tumoral quanto em
sitios distantes, como sangue e baco (Fernandes et al., 2015; Feitosa et al.,
2021). Além de danos a o6rgaos como figado devido ao stress metabdlico
induzido (Violato et al., 2014). Devido as caracteristicas do modelo, existe 3
formas conter o crescimento tumoral, destruicdo direta das células tumorais,
modulacdo da resposta imunolégica e regulacdo da resposta inflamatéria
(Feitosa et al., 2021; Radulski et al., 2023).
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A Fridericia platyphylla, assim como outras espécies do género, ja teve
sua citotoxicidade direta em células tumorais largamente estudadas em modelos
in vitro, tanto dos seus extratos quanto de compostos isolados (Nunes et al.,
2020; Serpeloni et al., 2020). Sendo os mecanismos relacionados a isso sé&o
ativacao do apoptose, expressao de genes pro-apoptéticos e regulacédo negativa
do ciclo celular (Serpeloni et al., 2020). Apesar dessas propriedades, a utilizacédo
da nanoformulacdo nas concentracdes de 10 e 25 mg/Kg contendo o extrato
hidroalc6olico das folhas dessa espécie ndo foi capaz de alterar de forma
significativa os parametros associados ao desenvolvimento das células tumorais
no modelo escolhido.

A falta de efeito citotoxico direto sobre as células do tumor de Ehrlich
podem ser explicadas por 3 motivos, inefetividade nesse modelo, processos de
biotransformacéo e a liberacédo lenta causada pelo copolimero Pluronic F127.
Esse € o primeiro trabalho a estudar o extrato da F. platyphylla no modelo do
tumor de Ehrlich, logo ndo podemos comparar nossos achados com outros
trabalhos. Além disso, as células tumorais desse modelo ndo sdo adaptadas ao
cultivo in vitro e o ensaio de citotoxicidade direta também ndo é viavel (Radulski
et al., 2023; Shiomi et al., 2024).

Sabe-se que a translocacao de dados in vitro para modelos biolégicos sdo
complexos e com 0s in vivo sdo desafiadores, devido a complexidade dos
sistemas bioldgicos (Liu et al., 2017; Antunes et al., 2022). Além da toxicidade,
uma das principais causas da n&o utilizacdo de drogas descobertas in vitro
(Brown, Jacobs, Fitzpatrick, 2012), temos a questdo da biotransformacédo. No
contexto in vivo, sabe-se que o0s processos metabdlicos podem gerar
biotransformagdes significativas, podendo diminuir ou aumentar os efeitos
bioldgicos previamente observados (Lichota; Gwozdzinski, 2018). Pode-se
especular que devido a administracdo oral, os compostos com propriedades
biolégicas antitumorais nao tenham sido absorvidos ou entdo foram degradados,
se tornando compostos inativos.

Outra possibilidade para a falta de achados citotoxicos é que a formulacao
com o copolimero Pluronic F127 tenham diminuido a quantidade de compostos
liberados, alterando a capacidade antineoplasica. As micelas do copolimero
Pluronic F127 s&o utilizadas primariamente como uma forma de melhorar a

estabilidade e biodisponibilidade de compostos devido a suas propriedades
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hidrofilicas e hidrofébicas, aumentado a biocompatibilidade da formulacao (Silva
et al., 2022). Além disso, quando associado a drogas antitumorais diminuem o
seu IC50 e reduzem seus efeitos téxicos devido a liberacdo controlada do
farmaco (Akash; Rehman, 2015). Compostos como flavonoides com
propriedades antitumorais também se beneficiam dessa formulacao, aumentado
sua efetividade no cenario tumoral (Ronka et al., 2023). Em vista disso, especula-
se que a liberacdo mais controlada dos compostos talvez n&o tenha atingido a
concentracdo necessaria para produzir ou manter um efeito antineoplasico.

Outra forma de se controlar o desenvolvimento de tumores em geral e no
modelo aqui estudado e através da modulacdo imunoldgica. Uma das principais
espécies estudadas da familia Bignoniaceae é a Arrabidaea chica (Brandao et
al., 2010; Nascimento et al., 2022). Os extratos dessa planta demostraram
atividade antineoplasica no modelo de tumor de Ehrlich na dose de 30 mg/Kg,
tanto de forma direta quanto indireta através da diminuicdo de células
inflamatorias na ascite e no sangue (Ribeiro et al., 2012).

A partir disso, nos debrucamos sobre os possiveis efeitos da
nanoformulagéo sobre pardmetros imunolégicos em nosso modelo. Durante a
avaliacdo das células imunoldgicas presentes na ascite, foi observado um
aumento de células dendriticas e linfocitos (auxiliares e possivelmente
citotoxicos) no grupo tratado apenas com o copolimero F127. Sabe-se que
micelas de Pluronic F127 carregadas com antigenos (albumina) aumentam a
atividade de células dendriticas, melhorando a ativacdo de células CD8* e
linfécitos B em camundongos. Esse mesmo estudo, utilizando essas micelas em
modelo tumoral, observaram uma diminuicdo do tumor devido a ativacao da
imunidade antitumoral (Li et al., 2018).

Essa propriedade do copolimero F127 o faz ser considerado um
imunomodulador, sendo usado para aumentar a resposta imune desencadeada
por microesferas de quitosana (CMs) carregadas com antigenos de Bordetella
bronchiseptica. Essas particulas foram capazes de ativar macroéfagos murinos
(aumento de citocinas como TNF-a) tanto in vitro quanto em vivo (Kang et al.,
2007). Parte desse efeito imunoestimulante parece estar sendo observado no
cenario tumoral, embora sem efeito nas células do tumor de Ehrlich. A
associacdo do copolimero F127 com o extrato vegetal, tende a diminuir essa

ativacdo, corroborando com os achados anti-inflamatorios associados a essa
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espécie (Rocha et al., 2011; Rocha et al., 2015; Henrique et al., 2024). Esses
mecanismos parecem estar associados a uma pequena modulagéo das citocinas
encontradas no soro, onde a maior dose do extrato reduziu a concentracdo de
TNF-a e IFN-y. Apesar de aumentar a concentracdo de IL-6 tanto de forma
sistémica quanto, no microambiente tumoral.

Curiosamente, IL-6 é uma das citocinas liberadas por macrofagos em
resposta a ativacdo por antigenos (Aliyu et al., 2022), e em células dendriticas
essa citocina é capaz de diminuir a apresentacao de antigenos devido a ativagao
de STAT3 (Kitamura et al., 2017).

De forma sistémica, os tratamentos foram associados ao aumento do
namero de células sanguineas, particularmente de blastos, e uma diminuicao de
células da medula, o que pode sugerir um recrutamento de células mieloides
supressoras. Assim como uma diminui¢cao do infiltrado inflamatério no figado e
diminuicdo de alteracfes celulares nesses 6rgaos, podendo demostrar um efeito
sobre a inflamacao de forma sistémica. Dessa forma, substancias capazes de
controlar a inflamacdo no ambiente tumoral ainda sédo escassas, devido a
complexidade dos mecanismos imunolégicos desencadeados e manipulados
pelos tumores (Hou et al., 2021). Diante do exposto, substéncias naturais com
propriedades moduladoras da resposta imune e da inflamacdo associada ao
cancer sdo de grande importancia e necessitam de mais investigagdes a respeito

de seu mecanismo de agao.
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7.  CONCLUSAO

v A formulacdo nanoestruturada ndo promoveu efeitos citotoxicos diretos
in vivo, mas se mostrou um importante regulador da inflamacédo associada ao
cancer,

v O tratamento com a formulagcdo reduziu as citocinas pré-inflamatérias
(IFN-y e TNF-a);

v A formulacdo teve apenas um discreto efeito na reducdo de células
dendriticas e linfocitos encontrados no liquido ascitico;

v A formulacdo aumentou o numero de células presentes no sangue,
particularmente blastos.

v A formulacdo nanoestruturada das folhas da Fridericia platyphylla se
revelou um potencial alvo terapéutico no contexto do cancer, embora sejam
necessdarias mais investigacdes a fim de compreender melhor seu mecanismo

de acéo sob o crescimento tumoral.
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Medicine

Angiolymphatic invasion and absence of
koilocytosis predict lymph node metastasis
in penile cancer patients and might justify
prophylactic lymphadenectomy

Athienne D, M. T. do Meadmento, MA*, Jaqueine D. Finha, PRDP, Antonio Augusto L. Telera Jonior, BS2°,
Jowoe S Larges”, Fabrido M. Soamss, MDY, José Ribamar R. Calixto, PRD, Rongd W, P. Codhao, MO®,
Marta Regna C. Beliort, MA®, Leudivan R. Nogueirs, MO™, lsabda W. da Cunha, PhD', GME. B. Sha, PhDF"

Abatroot

Ta swlym poesibles dnica-peibdogical paemetes and prediciors of lymph node msdaster d svaleds e impacs of

asiamy in fia sundal of e pe s

l\"\.
-\.
i

& ratroepeci shudy of pafen i disgrossd wilh panils cancsr and abmitisd o mgional prphadensciamy & fea refemnos
haspitals in Meranhda, Morfessi, Bragl, an area whrs fo disssss has a high nodenos. 'We desaibed heme dingal and
hetopeihdngical dheraclredios of patents disgnosad belween Jaruery 2008 and Sepdernber 2017,

Fifty-five pai s with an avegaage of 552 yearsmnge: 2584 wersweraaralpad, with 22 4 mordhes baing $a aveaga tma
Enert et 1 crent of sy o and st of readmerd. Among pediend s wilhoud papatlalymph nodes 2 Fa et eermation, 51%
wamn afiacied by ngunal metastasi= In e muliaiaie aayss, He presancs of angormphetc irvesion (P= 025 and abeenos of
kalacyioeis ([P 001) wam found 1o ba pmdcia Bolos for hph node metestesis. Palns sbmiied fo prophdacis
yrphaden aciomy preseried with a dssse-fres paiod of 25.4 montbs (=581) wheress fom who undersen espeuic
yrmphaden sciomy presenied wilh a dessses-fes padod of 199 monds (=112,

Angokyrmphaic rvasion and atwencs of kalboyioss appeamd 1o ba predicie Sacios o rmph nodemetestess. Themtora, o
sz of palents with motesisis dee o poghyisclic phadnaciomy may mprowae iher sundal. Thee, prophylacis
yrmphaden aciomy in palers & risk for inguinal metastass may cexle & posiive impact in aurdal eres.

Abbraviationm AJOC = dmadcan Jard Commities on Cancoe, Bl = Eumpean desocdaion of Lmbgy EAL), HPY = Humen

Pabrmaing, PC = Paila canoer.

Kaywords: yrohadenaciony, metssiee, pailn canor, padicior, suraal
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1. Introd uetion

Paniile cancer (PC) & dagnosad & different rares warldenide, and
afleas men with a fregquency of 17 00000 in the Univsd Sraes
and 0167 0000 in the Unired Kingdam. In develo pin g coon mies,
Brazil presenes high ravss of PC, with a disoribarion of 2.9 1o 6.8/
100000 u'lu.'l'.nnu.“'“ﬂqumm::d] carcinama |50 i the
ot cormmon histological rppe of PC, accoonong, for 9 5% of all
cans. Degpite dhieetnlogy heing ondear, same risk Baoors soch
as phimoses history, homan papillemavines (HFY] infagion,
rohacon, b socneconomic condivins dhar colminate
precarioes hygiene habis, and repeasd penial exooriaions
can be highlightad ™#1

Clinically, ghe disease has a slow onset, presenting superficial
in jaries ghar deepen inmn the penile ossoe and invade ge dharion,
spangy tiwne and conpora cavermdsd. Lymph node imvolvement
& the most impantant prognostic facmn s, gwen tharthe main rome
of ramar cells diseminaton & the lmphaoc vesel. However,
there are soll no paramees thar can safely predicr the Ipmph
node stams and ganghonic imvolvement.™

The presence of palpable lpmiph nodes in e dinical evaloason
of patients varies herwesn 30% and 86%. However, the presence
af lpmph node hyperplasia and infectons is very common, and
can miskad e lpmph node evalorion and dinical dagnoss of
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Increased Glycated Hemoglobin
Levels in Patients With Helicobacter
pylori Infection Are Associated With
the Grading of Chronic Gastritis
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Background: Recent studies have found an sssociation between Helicobscier pyon
infection and predisbetes. Whethar H. pylon per 28 or host faciors ae nvolved in
the disturbance of giycated hemogiobin needs further investigation. The am of this
study was to determine the association of glysated hemoglobin levels with endoscopic
diagnosiz end the nflammatony response in H. oo infection.

Methods: & crose-sectional study was caried out in B8 dyspeptic non-disbstic aduks
who undersent esophegogastroducdenoscopy. The diagnosis of H. pyion infection
w=s performed through urease test and histopathological exam. Casss were intialy
distributed into two growps: control fwithout H. pylod indection, n= 27) and HP (patients
with H. ppion’ infection, n = 66]. HbAlc was messured to determine predisbetes
stahus sccording to the Amencen Diabeies Association criteria, and then the groups
were subdiided imto non-prediabetic (p = 14), prediabetic {n = 8], non-prediabetic
HP |n = 26) end predisbetic HP [n = 40) groups. Gasinc mucosa was histologicaly
evalusted 1o determine H. pylon denaity and inflammatory activity eccording to Sydney
System. Toinvestigeie the balance of anti-nflammatory and pro-inflammatony cytokines
we measured intereukin 10 janti-inflarmmatony) and Tumor Mecrose Factor-a (pro-
imfizrmmatony] in the plasma or in the gastic muooss.

Results: Patiant= with H. pylon infection had higher maan HoAdc levels than thoss
without H. pyion infection. However, increased Hbdic levels were not sssociaied with
H. pyon-relaied f=ctors but with the bactenial density, the intensity of inflammation and
the =ctivity of the chronic gasiriis. In addtion, H pylon infection per == did not gter
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Genomic profiling reveals the pivotal role of hrHPV driving
copy number and gene expression alterations, including
mRNA downregulation of TP53 and RB1 in penile cancer
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Abwsiract

The incidence of penlle cancer [PeCa) & inoneasing wordwide, however, the
highest rates are neported in underdevel oped countries. The moleoular me-
clanisms that underly the ons=t and progresion of these tumors are sl unchear.
Therefore, our goal was to determine the genome-wide copy number alter ations
and the involvement of heman paplloma wviws (HPY) (TPSS and RE1) in-
flammat ory {C0K2 and BGFR), and PI3K/AKT pathway (AKT1, AKT2, BEGFR, ERBES,
ERB84, P ICA, and PTEM) associated genes in patients with PeCa from a high
incidence region in Brazid Maranbdo] HPY geotyping was performed by nest-
PCR and genome sequencing. copy number aberations (CHAs) by array oom-
parative genomic hybridization and gene oopy mumber simtus, gene, and protein
expression by quantitative polymerase chain reaction, reverse tramscoriptase-
guaniitative polymeras= dhain readion, and immunohi stodhemisitry, respectively.
HFY genotyping revealed one of the highest frequencies of HPY reported in
PeCa, affecting #64% of the cases. The most common CHAs obhesrved were
located at the HPY integration sites, sudch a5 2p12-p1l2 and 143233, where

ik a0, ey Tk HA, copy rarsber iy, epnitd il cniton cyde; PP, fearmeslin-food poraifine P i,
Iiri=iP ] g riske FP BRICT PR dhasdni PaCs, panls s gPC R, cuond B v polyrera & chein reacton; RT-gP CR, resvens
raracriptas- cpondestve pelvrsrass droln resat oy TR, e me rl creaamay
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MIR-107, MIR-223-3P and MIR-2I-3P Reveals Potential
Biomarkers in Penile Cancer

Jagueline Diniz Pinho'*, Gvl Eanes Barros Silva®, Antonio Auzuzto Lima Teixeira
Junior', Marta Regina de Castre Belfort’, Juliana Melo Macedo?®, Izabela
Wernerck da Cunha®, Luciana Goncalves Quintana?, Jozé de Ribamar Rodrigues
Calixto®, Lendivan Ribeiro Nogueira’, Ronald Wagner Pereira Coelho®, André
Salim Khayat*

Abstract

Background: Ingninal hzoph nods tolvement & the main proguostic facter i patients with pexile cancer.
Howeneen, there tn 2 lack of marker’s for lymph node metactaais. migeRNAs kave bean meetigaied as potential
moarker: for prognosic of vadons types of camcor. Taking this o consdderytion, owr main goal was to dabaming
thie psochbon of wef=2280p, ml- 007, and w2 1-5p copressiom with clini ical characteristics, as well
a5 pressnce of lymph node metastals in patients with pexdle cancar. Metheds: Formalin-fixed pandfEn-emteddod
pﬂn.lhsq_'mmm-:-nllmrrmnma gﬂm&mﬁﬁmnﬂumtaﬂpmmm CANCAr TRAMmEnt, wWers
obtamed Tiane samplos comprising at least 70%: malignamt cells and adjacent non-mesor Sssmes wwne eramaied by
ming qET-PCR for axpression level of mt®-223-3p, sulR-1 07 and watf-21-5p. Additonalhy, m]-n-:u.l.a.r:iﬂnmiﬁ:aﬁnnui’
HFV was parformed by PCRL and the expression levels of ATEN wae mhmi'h:.rlmnnh:u. . Reezmliz:
Pomils squemaons call carciner primary temaers presented highor aepresadon of miR- 225 3p, mif- /07, and mif-2.0-5p
when copparsd to nep-tursor adjacent tissues. Upmmnlation of mifR-225-p vas associaid lyeph node metastasis.
Highar axprasaon of mil-/ 07 was asseciated with womaning of progmosis (25 chearved by histolegical grade II and
I, temnors bigper than 20 cm, siage I and TV, and looeer dissase-froe surdval) In addition, kgher saprussion of
iR -1 07 and w2 - Spwas corelated to the sbeence of FTEN protwin expression. Comclosien s- Jur data depsonsiratbe
ihiat bigher sopression of mef-223- Ip, maf=707, and w8-2/-3p is correlated with poor progoosis i penils cances. The
epeumnlaticn of these microRMA s potentialhy affect critical camcer pathoways 2nd may be impostant for the prognoads
and recponse to therapy In pexile cancar.

Erywords: mifNAz- prognosiz- hmph neda

Antam Pae J Cancer Prev, T1 (1), 391-367

Introeduction

Panile canper {PC) has a high incidence mate in
developing coemiries sach s Brasil {Coslho ot al, 201E).
Th.-u-ma]n:r:ns]: factors for pemile camcar ars kmman
papilloma vims infection lnﬂ.]:h.u:l:ln-m [{:h.l:ul:-:-'u.l.l.-i:-'n
ot al, 2015). Moreower, owing to poor socic-economic
fuctors, the dagnosis is delayed (Geo et 2l, 2018).
Consequently, patients are wimally diagnosed a2t am
adhanced stage, manlting in total or partal peneciomy,
and often present with regiomal hrmph node metastasis and
reduced sunvival (Promsd etal, 2009; Beds et 2l 2011}

The factoms of poor progoosis in patients with PC
are: histological grade II a=d IV, advanced stage of
tamor, vascular and perngural im-aion, 2ad bymph node
mvolvament:, the lather amongst thess is comsidered the
most relerant (Protzal ot al, 200%). Treatment of PC
imyolves hyophadenectonyy, which s associated with
post-surgical complications and kigh morhidity (0 Briex
st al, J007; Protmal ot al, 3009 In addition, paiients
withowt diagnosable hmph nodes may precest muicrs
metastsss (Laijie ot al., 2007) and those with ngeinal
hmph node metsiases ave a diseas-fee survival
of less than 40%: for thees ywan (Proal et 2l 2009).
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CELLULAR AMD MOLECULAR BROLDGY

DNA damage in an estuarine fish inhabiting
the vicinity of a major Brazilian port

SOLAKGE F ALMEIDG, MARTS B.C BELFORT, MARCD VI CUTRI, LUIS E
CARVALHO-COSTA, SILMA RF. PEREIRA & RICARDO LUNIZOTTO-SANTOS

absirart- The Itaqui Port Complax (northoastern Brard) is ona of the lagest Brazlon
port facil ies, whose effieents and wasto ane dumped directly into the estuarine waters.
Mthoegh emironmental mantoring hes bean a concem around this sig, tham has been
no bosioogenetics: shedy on onganisms lving in this emimonment. Thus, we 2ssemed the
ftkogenetics potential of the estuarng waters wrrcunding Ragqul, using the natve
catfsh Sodes herzherpy 2= 2 blomaonkor. We found a significintly higher frequency
of genotic damage and mutzbions in tha animals mlleded near to Hagui in bath
seasons compared to the reference sie (distant from Hagui with no pant activities) We
alse quantified chemical elements in the surface water and sediments naar the port
and found thai dering, phaspharus, Ainc, and bamn wene above the limits set by the
Brarilian legislaticn. We suggest that such contaminants are invelved inthe origin of DNA
damage Moreover, we recommend Induding icxicogenetics amxays In the environ mental
moniboring of pollutants, 2 wel as in the definition of their allowable limits, as they
ool be wmed| 2s Law enforcement bools and help o predict brge-somle contaminaticn
avonls ammociabed with por activibies.

Koy words: Comet azxry, echeary rentamination, Ragul Ford, micronudees test, Sciades
heremil

INTRODUCTION

Historically, coastal environments such as
estuaries nave been the main sHes for human
settlement Such 2 preference IMposes 3 large
number of stressors on these areas, with
chemical-derlved xenobiotics posing the most
Important threat to the blota (Martins & Costa
215). Xenablotics are chemlcal elemeant(s) or
compound(s} found In an organism but that
I not naturally produced or expected to be
present, and can Initiate a cascade of harmrul
consaquences to cells, organs, the organism as
a whole and even the population and entire
Communities (Amado et al 2006, Grisolla et al
2009).

One of the possible outcames of xenodlotics
Is damaging the genetlc material of organisms, In
that many contaminants might have mutagenic
andjor carcinogenic effects (Arslan et aL 2010},
gven at low concentration. Thus, toxicogenetics
255ays are highly effective methods for
evaluating the Impact of environmental
contamination {Scalon et al 2010, Martins &
Costa z01s), especialty considering that many
substances released Into natural environments
(and their resulting metabaolites) nave not had
thelr potential Impacts been fully characterized
vet (Van der Dost at al. 20031 For Instance,
genotoxlc and mutagenic effects have been
described In animals exposed o estuarine
environments near ports (e, Barsiene 2002,
Domingos et al 2009, Barslene et al. 202).

An Acod Brox Oenc (2001 {3}
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Downregulation of miR-145 is associated with perineural invasion
in penile carcinoma
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Backgrennd: Hunun papalloscisus (HPV) infection is 3 risk facaor for pende cancer (PCL The nsR-
145 expression has been comelated 1 thes virw genonsde amplificaion. In this comtexr, this work s w0
determine the expression level of sdR-145 in penile unsoes infected by bigh-rsk HPV and coeredate it with
the dinicopathological characteristics of the numar and protein expeession of ps .

Mothods: Forndin-fixed parafiin-cabedded from $2 gatients with PC, st disgnosis sod peior to any cancer
wesmen, were obedned. HPV identufication was performed by neseed type PCR, and miR-145 cxpression
was obtained by QRT-PCR. Inmunohseachentod ansdysis of ps3 and Ki-6) was perfonmsed.

Rosults: Tumorsd meR-145 expresion was significamly lower compared 1o adjacent tissue. Addiclonadly,
there wis 3 significant redection of miR-145 expression in invason peraeursl, histological asocated HPY,
snd absence of p83 espression in pasitive HPV cases. HPV infection wis detected in 86.5°%, the maw
frequess HPV16. Reduced disesse-free sarvival was observed in patiests widh low expresséon of mdR-145.
Concluslons: Ouwr duts suggess that the snderespession of palR-145 pay be wiggered by HPV sction,
decreasing protein expressdon of pSi, and beng correlsted with perincural invasdon. Therefore, the
deregubation of oeR-145 peovides dues a5 20 the potensal role in penile arcnogeness sod is also 1 potenial
candidste for validation w noninvasve sanples
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Introduction inhabizancs (1). The etiology of PC remains inconclusive in
Penile cancer (PC) represents a public health problem, due mrllupec&hnmmemk&ctmhﬂnhemmmd
t its high incidence, especially in countries such a5 Asia, ™t this malignant neoplasm. Amoag them, we highlight
Africa, and South America. Brazil has one of the highess the lack of personal hygiene and infection by human
incidence of PC in the world, with 2.9-6.8 per 100,000 papillomavirus (TIPV), phimaosis with chronic inflammation,

© Trandstueal Andsology and Usilogy. All rights reserved. Traned Awded Urad 20211 0522019-2026 | herps/fide domong/10.2 1037 /ram-20-1378



92

ettt et BMC Cancer

RESEARCH Open Access

A comprehensive analysis of penile cancer e
in the region with the highest worldwide
incidence reveals new insights into the disease

Antonio Augustn Lima Tebeira Jinior', Syomara Pereara da Costa Melo®, Jaquealine Diniz Pinibo®,

Thak Eastios Moraes Sobrinhio?, Thalita Mioura Siha Rocha®™, Denner Rodnigo Dintz Duarte?,

Liseana de Ollvedra Barbosz’, Wesiiany Everton Duarte™. Marta Reging de Castro Balfort™,

Kelly Gomes Duartes, Antonio Lima da Slva Meto?, Joss de Ribamar Aodnigues Calbdo’,

Licio Cristiano Palva Paha’, Francison Sérgio Moura Siva do Nasdmanto’, Antonio Machado Alencar Junior
Andre Sabm khayat®, Aita da Graca Canvalhal Frazo Coméa’, Joyoe Santos Lages’, Aodoffo Borges dios Aets®,
Wilson Siva Aradjo ' and Gyl Eanes Barmos Sika™2

Abstract

Background: Athough penike cancer (PO} & uncommian in developed countries, it is widespread in developing
countries. The stabe of Maranhaa {Morthesst, Brard) has the highest global incidence pecarded for PC, and, despite
its socipeconomic wunerability, it has besn attributed to human papilomavirus (HPY) infection. This study aimed ta
deemine the histopathalogical features, the presvalence of HPY infisction, and the immunohistochemial profile of
PCin Maranhdo,

Methods: A retrospective cobort of 200 PC cases were evalunied, HPY detection was perfamed wsing nested-PCR
followed by direct saquencing for genotyping. Immunohistochemistry iHC) was performed using monadional anti-
badizs amti-pl &M, n53, and ki67.

Results: Cur data revenled 2 delay of 17 months in dizgnosis, 2 high rate of penile amputation (96.5%], and HPV
infection (B30.5%) in patients from Meranhao (Molecular detection). We demonstrated the high raie of HPY in PCalso
by histopathological and IHC anafysis. Most patients peesented knilocytoss (7553 which was associated with thoss
reporting moes than 10 difiesnt sswal partners during thei [fetime (o= 00011, IHC revealed frequent p16™ cumr-
evpression (25 088) associabed with basaloid (p.c 0001) 2nd high-grade tumars (pe=[0.008). Interestingly, p1 & appears
niat ko be a better prognostic factor in our diseasefree survival analysis, as previowsly reparied, We also demorstrabed
high ki-&7 and p53 evpeession in a subset of moes, which was melated o warse peognostic factors such 2 high-grade
turmiars, angialymphatic and perineural imvasion, 2nd kmiph node metasags We found a sigrificant impact of high
ki-67 (g = QU002 logrank] and p53 (p={0033, log-rank) mqpresion on decreasing patients’ survieal, 25 well as grade, pl,
stage, patiem, and depth of invesion (o (.05, log-rank).
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10.

ANEXO A- COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAQ
Av. dos Poctugueses, 1966, - Bairro Vila Bacanga, Sdo LuswMA, CEP 65080-805
Telelone: (98) 3272-8000 - hopscd'www. ultna.be

Certificado Eletrdnico n® 0943342/2024/CEUA/CCBS
NUP 23115.006978/2024-79.

CERTIFICADO

SCEUR

Qm*mmhﬁkws
CIAEP: 02.0341.2015

Certificamos que 2 proposta intitulada: “Estudo do extrato de Fridericia platyphylla em modelo ascitico
de tumor De Ehrlich", Processo n. 23115.006978/2024-79, sob a responszbilidade do Pref. Dr. Rafael
Cardoso Carvalho, que eavolve 2 producio, manutengio ou utilizagio de animais pertencentes zo filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com o8 preceitos da Lei no 11,794, de 8 de cutubro de 2008, do Decreto no 6.899, de 15 de
julbo de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Coatrole de ExperimentacZo Animal
(CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhiio, na reunido realizada em 07/03/2024.

We certify the proposal: "Study of Fridericia platyphyila extract in an ascitic model of Ehrlich tumor™,
Process n. 23115.006978/2024-79, under the respoasibility of Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho,
which involves the production, maintenance, or use of animals beloaging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings) for scientific research purposes (or teaching) - is following
Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.8%9, of July 15, 2009, as well as with the rules
issved by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
APPROVED by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal University of Maranho (CEUA -
UFMA), in meeting of 03/07/2024.
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