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RESUMO

O cancer ¢é considerado a segunda causa mais comum de morbimortalidade no Brasil,
0s modelos de tratamento frequentemente utilizados para controle e cura provocam
diversos efeitos deletérios e possiveis sequelas ao paciente. Visando a reducao
desses efeitos, a busca por novas terapéuticas baseadas na utilizacido de produtos
naturais ricos em betaninas, como aquelas presentes na Opuntia ficus-indica tém
ganhado cada vez mais espaco devido as suas diversas atividades biologicas
provenientes desse metabdlito secundario que compdem os principais mecanismos de
defesa do espécime vegetal. Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi de
investigar o efeito antitumoral in vitro e in vivo do extrato de Opuntia ficus-indica rico
em betanina (SistP). Para isso, a citotoxicidade do extrato contra as linhagens
celulares responsaveis pelo cancer de célon (HCT-116), glioblastoma (SNB19) e
cancer de préstata (PC3) foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de viabilidade celular
MTT. Para o ensaio antitumoral, foram transplantadas células do sarcoma 180 na
regido axilar de 36 camundongos Swiss com peso médio inicial de 28 g que
posteriormente foram divididos em cinco grupos (N6) de acordo com o tratamento
diario por via intraperitoneal: Salina, 5-Fluorouracil (25 mg/Kg) e SistP (3, 10 e 30
mg/kg). Apds sete dias de tratamento, os animais foram eutanasiados no oitavo dia e
foi avaliada a massa ponderal do tumor para a determinagcdo da inibicdo de
crescimento, contagem de glébulos vermelhos e brancos, niveis séricos de AST, ALT,
ureia, creatinina para avaliacdo da fungdo hepatica e renal e caracteristicas
histopatoldgicas do figado, rins e bago para avaliagdo de atipias morfoldgicas. A partir
dos ensaios realizados, as trés doses do grupo experimental SistP apresentaram forte
atividade citotéxica contra células SNB19 (93,7 + 1,8%), HCT-116 (84,2 + 3,0%) e PC3
(82,1 + 2,8%). A inibicdo do crescimento tumoral foi significativamente maior no grupo
SistP 30 mg/kg (54,5 £ 7,9%), em relagao aos demais grupos experimentais (p<001); e
semelhante ao padrao ouro, grupo 5-FU (68,0 £ 7,2%; p<0,05). Na dose de 30 mg/kg,
o SistP também promoveu redugao significativa da necrose intratumoral, e aumento da
expressao in situ dos marcadores de apoptose celular TUNEL p (0,01), Caspase-3
ativa (p<0,010 e Bax (p<0,01) em comparagdo com o grupo salina, mas nao houve
diferenga na imunomarcagao do antigeno de proliferagao celular ki67 (p>0,05). Além
disso, ndo foram observadas alteragdes significativas nos parametros hematoldgicos,
bioguimicos e patolégicos nos grupos experimentais tratados com SistP. Desta forma,
€ possivel concluir que o SistP a 30 mg/kg exerce atividade antitumoral no modelo
murino testado. Além de se mostrar um produto de potencial ponto de partida para
novos estudos visando o desenvolvimento de formulagdes com atividade
quimioterapica e/ou quimiopreventiva utilizando sistemas biolégicos mais complexos e
em ensaios clinicos.

Palavras-chave: Triagem de medicamento antitumoral, produtos naturais, Opuntia
ficus-indica



ABSTRACT

Cancer is considered the second most common cause of morbidity and mortality in
Brazil, the treatment models frequently used for control and cure cause several
deleterious effects and possible sequelae to the patient. Aiming at reducing these
effects, the search for new therapies based on the use of natural products rich in
betanins, such as those present in Opuntia ficus-indica, has gained more and more
space due to its various biological activities from this secondary metabolite that make
up the main mechanisms of defense of the plant specimen. In view of the above, the
objective of this work was to investigate the in vitro and in vivo antitumor effect of
extract of Opuntia ficus-indica rich in betanin (SistP). For this, the cytotoxicity of the
extract against cell lines responsible for colon cancer (HCT-116), glioblastoma (SNB19)
and prostate cancer (PC3) was evaluated by the MTT cell viability colorimetric assay.
For the antitumor assay, 180 sarcoma cells were transplanted into the axillary region of
36 Swiss mice with an average initial weight of 28 g, which were subsequently divided
into five groups (N6) according to the daily intraperitoneal treatment: Saline, 5-
Fluorouracil (25 mg/Kg) and SystP (3, 10 and 30 mg/kg). After seven days of treatment,
the animals were euthanized on the eighth day and the weight of the tumor was
evaluated for the determination of growth inhibition, red and white blood cell counts,
serum levels of AST, ALT, urea, creatinine for evaluation of function. hepatic and renal
and histopathological characteristics of the liver, kidneys and spleen for evaluation of
morphological atypias. Based on the tests performed, the three doses of the SistP
experimental group showed strong cytotoxic activity against SNB19 (93.7 £ 1.8%),
HCT-116 (84.2 £ 3.0%) and PC3 (82.1%) cells. £ 2.8%). Tumor growth inhibition was
significantly higher in the SistP 30 group (54.5 + 7.9%) compared to the other
experimental groups (p<001); and similarto the gold standard, 5-FU group (68.0 %
7.2%; p<0.05). At a dose of 30 mg/kg, SistP also promoted a significant reduction in
intratumoral necrosis, and increased in situ expression of cell apoptosis markers
TUNEL (p(0.01), active Caspase-3 (p<0.010 and Bax (p <0.01) compared to the saline
group, but there was no difference in immunostaining of unexpected cellular ki67
(p>0.05). Furthermore, no significant changes were observed in hematological,
biochemical and pathological parameters in the experimental groups treated with SistP.
Thus, it is possible to conclude that SistP at 30 mg/kg exerts antitumor activity in the
tested murine model. In addition to proving to be a potential starting point product for
new studies aimed at the development of formulations with chemotherapeutic and/or
chemopreventive activity using more complex biological systems and in clinical trials.

Keywords: Anti-tumor drug screening, natural products, Opuntia ficus-indica



1. INTRODUGAO

O aumento continuo da incidéncia e mortalidade por cancer tornou-se um dos
principais fatores que ameagam a saude e a seguranca da vida dos seres humanos,
apresentando-se como uma barreira para o aumento da expectativa de vida no mundo
(ARNOLD et al., 2019). Em todo o mundo, aproximadamente 19,3 milhbes de novos
casos de cancer (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) e quase 10
milhdes de mortes por cancer (9,9 milhées excluindo cancer de pele ndo melanoma)
ocorreram em 2020 (SUNG et al., 2021). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer
estimou que entre 2020 e 2022 haveria 625 mil novos casos de cancer (INCA, 2019).

Embora o manejo do cancer muitas vezes envolva uma abordagem
multidisciplinar, incluindo radioterapia e excisdo cirdrgica, hormoterapia e
imunoterapia, o uso da quimioterapia ainda se destaca no controle e cura de
neoplasias malignas (BRESSAN et al., 2021). No entanto, os efeitos colaterais da
quimioterapia sistémica usada para tratar o cancer geralmente sdo graves, o que pode
resultar em danos ao hospedeiro portador do tumor e seu sistema imunoldgico
(SCHIRRMACHER, 2019). Uma vez que medicamentos terapéuticos seguros e
eficazes sdo escassos para tratar o cancer ou reverter a carcinogénese e prevenir a
ocorréncia do cancer, os produtos naturais derivados de plantas sdao uma fonte
promissora de novos agentes quimicos para quimioterapia e quimioprevencao
(SILVEIRA et al., 2021). Até o momento, mais de 60% dos agentes anticancerigenos
vém de produtos naturais e mais de 3.000 plantas sdo relatadas como tendo um
potencial anticancerigeno consideravel (AMARAL et al., 2019).

A Opuntia ficus-indica (L.) Mill, popularmente conhecida como figo da india, é
uma planta xerdfila originaria do México e pertencente a Familia Cactaceae que pode
ser encontrada em todo o mundo, incluindo todos os continentes americanos (SILVA et
al., 2021). Os frutos de O. ficus-indica sao ricos em betanina, um pigmento vermelho-
violeta contendo nitrogénio soluvel em agua (AMAYA-CRUZ et al., 2018; MENA et al.,
2018; TAHIR et al., 2019). A betanina induz a expressdao de enzimas
desintoxicantes/antioxidantes aumentando os niveis de mRNA e de proteina nuclear
do fator nuclear 2 relacionado ao fator eritréide-2 (Nrf2) e a ligacdo de Nrf2 a
sequéncias de elementos de resposta antioxidante (ARE) em nao tumor THLE-2 de
figado humano, mas nao na linha de células HepG2 derivada de hepatoma, sugerindo
potenciais efeitos hepatoprotetores e anticarcinogénicos (KRAJKA-KUZNIAK et al.,
2013).



O extrato etandlico rico em betanina obtido do fruto de Opuntia ficus-indica
inibe a proliferacdo de linhagens de células tumorais, como HelLA (cancer de colo do
utero), e suprime o crescimento de tumores. de cancer de ovario em camundongos
(ZOU et al., 2005). Por sua vez, o extrato metanolico de frutos de Opuntia ficus-indica
obtido por extracdo Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (QUEChERS)
com altos teores de betanina (= 96,95%) demonstrou apresentar atividades
antioxidantes, citoprotetoras e antiangiogénicas (SMERIGLIO et al., 2019). Além disso,
extratos ricos em betanina derivados de outras fontes naturais, como a beterraba
vermelha (Beta vulgaris L.), demonstraram induzir apoptose e morte celular autofagica
na linhagem celular MCF-7 (cancer de mama humano).

A purificagdo de grandes quantidades de qualquer betalaina ¢é dificil devido a
sua instabilidade, que é fortemente influenciada pelo teor de agucar, luz, oxigénio, pH
e temperatura (DELGADO-VARGAS et al.,, 2000). A extracao e purificacdo de
compostos bioativos a partir de produtos naturais é frequentemente realizada
utilizando altos teores de solventes organicos que sao capazes de promover danos
ambientais (QUEIROZ et al., 2001). Assim, foi desenvolvido um processo integrado
otimizado de extracdo e purificagdo de betanina Opuntia ficus-indica usando sistemas
aquosos bifasicos a base de tetrahidrofurano (THF) e sais de sédio, com um fator de
purificagao de 13,7 = 0,5 vezes e um coeficiente de particdo de betanina para fase rica
em sal e a capacidade antioxidante aumentou aproximadamente 65%. (SANTOS et
al., 2017).

Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito antitumoral do sistema
purificado rico em betanina obtido utilizando o sistema aquoso bifasico a base de THF

e s6dio em modelo murinho de sarcoma 180.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antitumoral in vitro e in vivo do extrato de Opuntia ficus-indica rico em
betanina (SistP).

2.2 Objetivo especificos

Analisar a atividade citotoxica do SistP em modelo experimental in vitro contra
linhagens tumorais malignas de carcinoma de célon (HCT-116), glioblastoma (SNB19)

e adenocarcinoma de prostata humanos (PC3).

Analisar o efeito da administracdo do SistP sobre o crescimento tumoral em modelo

experimental in vivo de Sarcoma 180.

Investigar o efeito da administracdo do SistP em diferentes doses sobre as
caracteristicas histopatologicas dos tumores Sarcoma 180 experimentalmente

induzidos.

Determinar o efeito da administragao do SistP em diferentes doses sobre a expressao

in situ de biomarcadores de proliferagao celular e apoptose celular.

Analisar potenciais efeitos toxicologicos da administragéo de diferentes doses de SistP
sobre as caracteristicas anatomopatolégicas e indicadores bioquimicos séricos de

fungéo do figado, dos rins e do bago de animais com tumores Sarcoma 180.



3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Cancer

Neoplasia € o termo utilizado para denominar o processo de proliferacéo
anormal de células e tecidos, podendo ser caracterizada como benigna, quando
apresentam limites bem definidos, crescimento lento, incapacidade de infiltrar-se em
outros tecidos e provocar metastase (DE ASSIS et al., 2011) e malignas quando se
apresentam com limites poucos definidos, crescimento rapido, capacidade elevada de
se infiltrar em outros tecidos gerando metastase (DE ASSIS et al., 2011).

E uma doenca grave e de alto comprometimento para o ser humano,
representando a segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento
(MATTIUZZI et al., 2020) e 3% dos casos registrados anualmente em todo o mundo.
Trata-se de uma situagio patoldgica clinica e grave, na qual a doenga € provocada por
uma neoplasia classificada como maligna (FENG et al., 2021).

Caracterizado como uma doenca genética, o cancer é causado por mudangas
nos genes que controlam o metabolismo celular, especialmente alterando como elas
crescem e se dividem. Para que a neoplasia se desenvolva, fatores genéticos e
ambientais estdo envolvidos (BLACK; MCGRANAHAN, 2021). Neste sentido, a
poluicdo industrial, ambiental e os agentes envolvidos na producdo alimentar séo
fatores de risco de potencial elevado, que agem através da exposi¢do a longo prazo
afetando a saude humana (INCA, 2019; MUKHERJEE et al., 2021). Por outro lado,
estudos sugerem que a doenga pode ser deflagrada pela exposicdo a determinados
tipos de radiagéo, substancias quimicas carcinogénicas, virus oncogénicos, doencgas
pré-malignas como gastrite atrofica e condiloma por HPV 16 e 18 (FERLAY et al.,
2021; COX et al., 2021). Estudos demonstraram que a exposi¢gao prolongada e o
contato com esses fatores de risco, através da pele, inalagdo ou ingestdo podem
induzir inflamagdo e promover o desenvolvimento de doengcas como sindrome
metabdlica, cardiovasculares e principalmente o cancer (WU et al., 2016; COX et al.,
2021).

Quando o organismo ndo consegue se defender desses agressores, sejam
eles externos ou internos, fica vulneravel a mutacido das células, favorecendo o
surgimento da doenca, através desse desequilibrio (COX et al., 2021).

Além disso, a neoplasia pode se desenvolver em qualquer parte do corpo

(INCA, 2019), cada 6rgao pode ser afetado por diferentes tipos de céncer, estes se



diferenciam frente ao grau de agressividade, influenciando nas diferentes faixas
etarias, a partir dos subtipos anatdmicos e moleculares que exigem estratégias de
gerenciamento especificas para o controle dos impactos socioecondmicos provocados
pelo elevado indice de morbidade e custo com o tratamento. Neste sentido, pesquisas
relacionadas a prevencgéo ou tratamentos menos custosos, gera grande expectativa na
sociedade (WHO, 2020; SIEGEL et al., 2022).

3.1.1 Epidemiologia do cancer

De acordo com os registros da pesquisa realizada por SUNG et al (2020) sobre
todos os canceres desenvolvidos, um percentual de 64% deles ocorre antes dos 70
anos. Essa informacao corrobora aos dados da WHO (2020), que mantem a mesma
faixa etaria como limite estabelecido para o desenvolvimento da doenca. Entre as
doengas com etiologia infecciosa, estima-se que entre 8 e 17% estdo ligadas ao
cancer, sendo o desenvolvimento deste, relacionado as infeccbes crénicas causadas
por parasitoses, bactérias e virus (SUNG et al., 2020; FERLAY et al., 2021).

Por outro lado, estudos apontam que deficiéncias ambientais e
socioecondmicas de algumas populagdes) estdo relacionadas ao desenvolvimento
rapido da doenca (HU et al., 2019; MARTINS, 2020. A falta de informac¢des sobre os
fatores de risco, e de atencao basica a saude ampliam os indices de cancer de colo do
utero e de estdbmago nessa populagdo menos favorecida, podendo evoluir ao oébito.
(PERVAIZ; FAISAL, 2020; FARIAS et al.,, 2021). Neste sentido, o desequilibrio
socioecondmico desfavorece as populagdes e sao considerados responsaveis pela
manutencdo de muitas doencas, inclusive o cancer, aumentando as estatisticas de
incidéncia e mortalidade da doenga (BRAY et a., 2012; HU et al., 2019).

No Brasil o perfil epidemiologico € tdo grave quanto o de outros paises da
América latina, onde o cancer de pele ndo melanoma lidera o ranking de incidéncia em
homens e mulheres (INCA, 2019). Seguindo a escala decrescente da incidéncia de
cancer no Brasil, em segundo lugar, o cancer de prostata é o mais comum em
homens, atingindo cerca de 28,6% deles, seguindo pelo cancer de pulmao 8,1% e o
cancer de intestino 7,8%. Neste mesmo sentido, nas mulheres o segundo tipo mais
comum de cancer € o de mama, atingindo cerca de 28,1% da populagao feminina. Em
terceiro lugar o cancer de intestino atinge aproximadamente 8,6% e o de colo do utero
7,9% (SWERDLOW et al, 2008; BRAY et al., 2010; INCA, 2015).
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De acordo com os dados obtidos por Rahman (2008), o cancer de prostata
representa a terceira maior causa de morte entre os homens, em todo o mundo, com
um aumento da incidéncia bastante significativo. No Brasil a doenga também é a
segunda causa de morte em homens, enquanto as mulheres sofrem mais com o
cancer de mama, de colo do utero, do estdmago e cancer retal (LIMA et al, 2013; INCA
2015; SOUZA et al, 2016).

Frente ao exposto, a incidéncia de cancer ¢é alta e representa um problema de
saude publica de alto custo financeiro para as instituicbes publicas e privadas. Os
registros de diagnésticos da ultima década apontaram o aumento de 20% da
incidéncia (INCA 2015). Esses diagnoésticos sao ocasionados pelo aumento e
envelhecimento da populacao, a falta de conhecimento dos fatores de risco agravando
o status da doenca a nivel mundial (GULLETT et al., 2010; LOPEZ et al., 2016).

Contudo, a maior incidéncia do cancer pode ser observada em paises em
desenvolvimento. Devido principalmente a fatores de riscos como infecgdes, falta de
saneamento basico e a auséncia de politicas publicas em relacdo a saude e a
educagéo (PORTA et al, 2010; GHONCHEH et al., 2015; MAHDAVIFAR et al., 2016).
O instituto Nacional do Cancer estimou para 2016 e 2017, 394.450 novos casos de
cancer no Brasil, sendo que 190.520, representando 48% desse total, em mulheres e
203.930 casos em homens, representando um percentual de 52% do valor total de
novos casos (INCA 2015). Em decorréncia disso, a mortalidade por consequéncia do
cancer ainda é muito alta. A taxa mundial aumentou durante o século XX, quando foi
considerado um fendmeno principalmente ligado a epidemia do tabagismo. A doenca
atingiu o pico em 1991 com 215 mortes para cada 100.000 pessoas. Entre os anos de
1991 e 2012, houve uma diminuicdo, a taxa caiu para 23% com a reducao do
tabagismo e as melhorias como a deteccdo precoce da doenga, assisténcia no
tratamento, aumentando a sobrevida do paciente (SIEGEL et al., 2022).

No estudo realizado por Who, (2015), foi possivel observar que em 2015 um
total de 8,8 milhdes de mortes se deu em consequéncia do cancer. De acordo com os
registros do ano anterior realizado por Ferlay et al, (2014), os dados apontaram 14,1
milhdes de novos casos, 8,2 milhdes de mortes e 32,6 milhdes de individuos vivendo
com cancer em todo o mundo. Além disso, uma alta taxa de individuos em situagao
socioecondmica inferior ndo sobrevivem apds o diagnostico da doencga, geralmente

detectada em estagio muito avancado e sem que os portadores recebam tratamento
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adequado em tempo habio para controle e cura da neoplasia (FERLAY et al., 2014;
SARANATH, KHANNA 2014).

Neste mesmo sentido, algumas pesquisas atribuem ao cancer a maior
participacdo na morbidade e mortalidade, principalmente nos paises mais
desenvolvidos (HASSANIPOUR-AZGOMI et al, 2016; SOUZA et al, 2016), onde as
chances de desenvolver a doenga evoluem com o aumento da expectativa de vida e o
envelhecimento global da populacdo (BRIGANTI et al., 2013; DASKIVICH et al., 2013;
LOPEZ et al., 2016; DE SOUZA et al, 2016).

A Agéncia Internacional de Investigacao sobre o Cancer, Ferlay et al, (2014)
ressaltou que os paises em desenvolvimento sdo desproporcionalmente mais afetados
pelo crescimento da doenga e mais de 60% dos casos incidem na Africa, na Asia e
nas Américas do Sul e Central, contabilizando cerca de 70% das mortes causadas
pela doenca nessas regides. Segundo LOPEZ et al, (2016) a OMS registrou em 2010
que 7,6 milhdes de pessoas morreram em 2008 em consequéncia do cancer e estima-
se que até 2030 mais 13.1 milhdes de pessoas morrerdo com a doenca (MADDAMS et
al., 2012; FERLAY et al.,, 2014; WHO, 2015). Segundo a OMS (2014), a taxa de
mortalidade pelo cancer no mundo aumentara drasticamente para 14,6 milhdes até o
ano de 2035.

3.1.2 Etiopatogenia do cancer

O céancer é uma enfermidade grave e de alta complexidade e pode ser iniciada
por uma agcao combinada de varios fatores que estao inter-relacionados e nem sempre
0 dano induzido pelo DNA é o responsavel pelo desenvolvimento da doenca (KAUR
2011; PORTA et al., 2011). Os efeitos combinados de substancias quimicas como
alguns tipos de benzenos, arsénio, cadmio, substancias radioativas, naftaleno e
residuos de agrotoxicos, sdo 0s principais responsaveis por diversos tipos de cancer
(MADIA et al., 2019).

Por outro lado, a acdo de agentes externos como a radiacdo contribuem e
potencializam o desenvolvimento da doenga, estes fatores estédo associados ao modo
de vida de cada cultura. Essa exposi¢do frequente a agentes radioativos, como a
propria radiagdo de faixa A emitida pelo sol, podem alterar os genes, levando ao

desenvolvimento do cancer (MILLER et al., 2017).
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A neoplasia também esta relacionada a infec¢des cronicas, correspondendo de
8 a 17% da carga dessas doengas com etiologia infecciosa (GOODSON et al., 2015;
MILLER et al., 2017; HARDONNIERE et al., 2017).

Dentre elas, destaca-se o virus do papiloma humano (HPV), conhecido por
causar cancer de colo do utero, anus, vulva, pénis, orofaringe, cabega e pescocgo, este
virus circula comumente entre jovens (PUMIPUTAVON et al., 2017). Além dos virus da
hepatite B e C (VHB e HCV), o virus linfotréfico de células T humanas (HTLV) e
sarcoma de Kaposi's (KSHV), também estao relacionados a carga mundial do cancer
(MARTIN, et al., 2008; HAUSEN 2009; PUMIPUTAVON et al., 2017; HATTA et al.,
2021).

Quanto as causas externas relacionadas a exposicao direta a agentes
agressores, as causas internas sdo na maioria das vezes geneticamente pré-
determinadas e influenciadas por condutas hormonais e mutacoes, e estdo ligadas a
capacidade que o organismo tem para desenvolver doencgas, ou para se defender das
agressdes externas que podem ou nao originar tumores malignos (WHO 2015; INCA
2015; HARDONNIERE et al., 2017).

As causas provaveis para o desenvolvimento de tumores malignos podem
estar relacionadas com a instabilidade genética, possivelmente, o desenvolvimento do
cancer seja decorrente da transformagao celular, a doenga se desenvolve como uma
consequéncia do envolvimento e do comprometimento do crescimento celular,
resultando em uma proliferacdo descontrolada de células que invadem os tecidos
vizinhos (ANAND et al., 2008; INCA 2015; HATTA et al., 2021).

O processo de formacdo do cancer ou carcinogénese ocorre lentamente,
podendo levar alguns anos para a célula neoplasica se proliferar, ou formar um tumor
capaz de ser clinicamente detectavel. Esse processo se inicia pela acdo dos efeitos
cumulativos de diferentes agentes carcindgenos, responsaveis pela iniciagao,
promogao e progressao do tumor. O processo da carcinogénese € composto em trés
estagios; Iniciagdo, promogdo e progressdao, e culminam na formagdo tumoral
(SPANDIDOS, 2007; INCA, 2015).

3.1.2.1 Estagio de iniciagéo

No primeiro estagio o agente iniciador ou oncoiniciador é capaz de provocar o

dano genético diretamente nas células. Geralmente, esse processo se da com a ajuda
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de agentes que atuam no DNA da célula. Os fatores que promovem este processo de
iniciagdo ou progressdao da carcinogénese sdao chamados de agentes
oncoaceleradores ou carcinébgenos como o fumo, este € um agente carcinbgeno
completo por possuir componentes que atuam nos trés estagios da carcinogénese
(KUMMAR et al., 2004; OLIVEIRA, 2007). Nesta fase, ainda que as células sofram as
alteragdes genéticas, o tumor ndo pode ser detectado clinicamente (OLIVEIRA et al.,
2007).

3.1.2.2 Estagio de promocao

No segundo estagio, chamado de promocdo é logo apdés o processo de
iniciagdo da carcinogénese, quando as células ja "iniciadas", ou geneticamente
alteradas, sofrem o efeito dos agentes cancerigenos, classificados como
oncopromotores, elas sao transformadas em células malignas de forma lenta e
gradual. Para que ocorra essa transformacgao, € preciso um contato continuo com o
agente promotor. E possivel também, que a suspensdo do contato com os agentes
promotores da carcinogénese interrompa o processo durante o estagio. Alguns
componentes da alimentagdo e a exposi¢ao excessiva e prolongada a horménios séo
exemplos de fatores que promovem a transformacao de células iniciadas em malignas
(KUMMAR et al., 2004; OLIVEIRA, 2007).

3.1.2.3 Estagio de progressao

A progressao, é o ultimo estagio do desenvolvimento do céncer, quando a
doenca esta totalmente caracterizada, nesse é possivel observar o tumor maligno em
desenvolvimento, através da multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
bastante alteradas. Nesse estagio, o cancer continuara evoluindo até o surgimento das
primeiras manifestagdes clinicas da doenca. A Figura 1 representa as etapas iniciais e

a sequéncia do desenvolvimento do cancer (OLIVEIRA, 2007).
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Figura 1: Representacao das etapas de desenvolvimento do céncer.

3.1.2.4 Crescimento tumoral

Durante o crescimento tumoral, tanto as células cancerosas quanto as normais,
se dividem mais rapidamente quando o volume tumoral € menor. Quando o volume
tecidual é maior, mais lentamente as células se proliferam, porque, a fracao
proliferativa do tumor decresce a proporgdo que ele avanga, aumentando seu tempo
de duplicagédo (Figura 2). Um tumor apresenta tempos diferentes de duplicagido em

momentos diferentes de sua histéria natural. Quanto menor o tumor, maior a agao
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Figura 2. Imagem representativa do crescimento tumoral. Fonte: www.inca.gov.br
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Além disso, mecanismos moleculares estdo envolvidos na inducdo do
crescimento descontrolado de células cancerosas. A expressao de cinases
dependentes das ciclinas (CDK 4, 6, 1, e 2) e a subexpressdo de proteinas
supressores de tumor (p53) tém sido comumente observados em tecidos. Além disso,
varias proteinas reguladoras do ciclo celular, tais como inibidores de CDK (CKls) p21,
p27, e p57, também estédo envolvidas e sdo desreguladas ou induzidas para condi¢des
malignas ou cancerosas (WILLIAMS et al., 2012; KASI et al., 2016).

3.1.2.5 O ciclo celular

A vida da célula compreende uma sequéncia de eventos chamado de ciclo
celular, esses eventos correspondem as cinco fases: G1, S, G2, M e GO com duragao
variavel até mesmo nas células que estdo sob multiplicagdo controlada, no entanto, os
processos ocorridos no interior das células sao iguais para todas elas (OLIVEIRA,
2007).

3.1.2.6 Controle do crescimento tumoral e morte celular

Dentre os tipos de controle de proliferacao tumoral, destaca-se o Ki67, trata-se
de uma proteina nuclear, encontrada principalmente, na primeira fase do ciclo celular
(G1), néo ocorrendo apenas na fase GO, que tem como objetivo a marcagdo das
células ciclantes (FARATIAN et al., 2009; PLESAN et al., 2010).

O Ki67 esta intimamente associado com o dimensionamento da fracdo de
crescimento tumoral sendo que, este antigeno ndo é expressivo nas fases de
reparagdo do DNA ou na fase de repouso proliferativo celular (TAN et al., 2005;
MROUJ et al., 2021).

Diversos tipos de morte celular sdo descritos, a exemplo da apoptose,
autofagia e ou necrose, todos envolvidos na fisiopatologia do controle celular
(KRYSKO et al., 2008). A apoptose funciona como uma barreira, impedindo que as
células tumorais sobrevivam e proliferem no organismo, ocorrendo em diversas
situagbes fisiopatoldgicas, com finalidade de eliminar células impréprias ou
comprometidas, principalmente quando provenientes de lesdo no DNA. Células
morfologicamente modificadas, com fragmentacdo ou condensagéo do nucleo e ou do
DNA, indicam indugéo de morte através da apoptose (KUMAR et al., 2005; CASTILLO-
FERRER et al., 2021).
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Na apoptose a desintegragdo da membrana plasmatica e a inducdo da
inflamacdo no entorno das células mortas, causam a liberagdo da substancia celular
que caracteriza morfologicamente esse processo. Diante disso, o resultado da
aparéncia morfolégica provém da desnaturagdo das proteinas intracelulares, além da
digestao enzimatica e, da catastrofe bioenergética por deplecdo de ATP que causam a
inviabilidade de sobrevivéncia das células (KUMAR et al., 2005).

3.2 Modelo aplicado ao estudo do cancer

Nas Ultimas décadas o éxito das pesquisas se deve a aplicacdo de
metodologias mais rapidas e eficazes. Muitos estudos inclusive sobre o cancer sao
beneficiados pela disponibilidade dos diferentes modelos experimentais que viabilizam
a analise das diversas formas em que a doenga se apresenta, facilitando as respostas
e informacbes sobre as alteracbes genéticas e epigenéticas do cancer através de
testes de drogas anticancerigenas com esses modelos. As neoplasias de modo geral
sdo resultantes de multiplos eventos celulares com transformagbdes malignas que
precisam ser aprofundadas (VAN et al., 2009).

Dentre os estudos difundidos esta o desenvolvimento de tumores primarios de
diferentes linhagens celulares de cancer em modelo animal geneticamente modificado
(BURDALL et al., 2003; VARGO-GOGOLA, ROSEN 2007). Nesse tipo de estudo os
modelos aplicados s&o mais viaveis e podem fornecer informagdes sobre a
complexidade do cancer e os mecanismos bioldgicos envolvidos, que contribuem para
0 seu desenvolvimento. Desse modo, o tempo é reduzido e o objetivo do estudo
alcangado, podendo proceder novos testes ou tratamento adequado (ENGEL et al.,
1978; KAMIOKA et al.1999; LEONETTI et al., 2006; LEE et al., 2009; FERREIRA,
2013).

3.2.1 Modelo de transplantacao de Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180) ou Tumor de Crocker € um tumor indiferenciado que se
desenvolveu em ratos albinos machos e foi encontrado em 1914. Esse tipo de
linhagem celular ATCC (American Type Culture Colection), vem sendo mantida ha
muito tempo e por ser considerado um modelo valido para avaliar os efeitos de
antitumorais de moléculas em fase de testes clinicos. As células asciticas sao

transplantadas por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal, crescem
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rapidamente e alcangam um percentual de 90% a 100% dos animais com elas
inoculados (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2005; KAUR et al., 2011).

O tumor foi inicialmente chamado de carcinoma por se apresentar na axila
direita de um camundongo albino, como uma massa sélida. Inicialmente, foi
classificado como carcinoma mamario e, a partir de multiplas transplantagdes
subcutaneas os estudos foram delineados para observar suas caracteristicas
morfoldgicas através do comportamento; observou-se que eram caracteristicos de um
sarcoma passando entdo, a ser chamado de Sarcoma 180 (FERREIRA et al., 2013;
CRUZADO et al., 2017).

3.3 Quimioprevengao

A alta incidéncia de cancer inclui protocolos efetivos no tratamento da doenca.
As cirurgias associadas as quimioterapias, radioterapicos e uso de anticorpos
monoclonais tem melhorado os resultados dos tratamentos de alguns tipos de cancer,
por outro lado, eles ndo sdo efetivos em todos os tipos da doenga e geram altos
custos para os cofres publicos (CRAGG, NEWMAN, 2005; BUTLER, 2008; COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

A quimioterapia € um tratamento sistémico com farmacos que atuam contra o
cancer impedindo a reproducao celular e levando as células malignas a morte. Os
quimioterapicos convencionais geralmente sao de origem sintética. Esse tipo de
medicamento mesmo sendo especifico para as células cancerigenas atinge também
as células normais, e seus efeitos colaterais sdo muito graves, limitando e inativando a
qualidade de vida dos pacientes e para atividades normais do dia a dia (DEVITA et al.,
2008; GURUNG et al., 2010).

A quimioterapia teve inicio na década de 1940 com o primeiro uso sendo
baseado na acao do gas de mostarda e nitrogénio além de drogas antifolatadas. Apds
isso, a busca e descoberta de drogas mais eficientes nos tratamentos contra o cancer
ficou mais acelerada em todo o mundo (BUTLER, 2008; GIUSEPPE, 2018).

A partir do ano de 1950, as drogas anticancer foram produzidas a partir de
plantas medicinais com compostos alcaloides: alcaloide vinca vimblastina (Velban) e
vincristina (oncovin), além do isolamento de filotoxinas citotoxicas. A adicdo mais
recente de agentes anticadncer derivados de plantas medicinais sdo os taxanos

(BUTLER, 2008). O Paclitaxel também conhecido como Taxol e o docetaxel séo as
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drogas semissintéticas mais utilizadas nos tratamentos contra o cancer (VARMA et al.,
2009; CRAGG, 2012; YANG et al., 2020).

Estudos da quimioprevengdo com agentes naturais sdo uma promessa futura
com expectativas no avancgo e controle do cancer (BAPTSTELLA et al., 2021). A acdo
quimiopreventiva em modelo roedor com produtos apicolas e substancias derivadas
de plantas medicinais apresentou bons resultados (KATIYAR et al.,, 2010; COSTA-
LOTUFO et al., 2015). A administragao oral do cha verde, rico em polifendis, gerou
expectativa positiva ao suprimir o aparecimento dos tumores experimentalmente
induzidos em modelos animais (KATIYAR, 2010).

Por fim, estudos epidemioldgicos sdo eximios em afirmar que o aumento da
ingestdo de chas, vinho tinto, frutas e vegetais na dieta de um individuo podem estar
associado a um menor risco em desenvolver doencas degenerativas como cancer
(WALI et al., 2019, DUTTA et al., 2019), justificando a atuacao biolégica dos produtos
naturais como um agente profilatico. Assim, é possivel presumir que os produtos
naturais, analogos ou combinagdes destes poderdo ser utilizados no futuro como
agentes quimiopreventivos (ALHAZZAZI et al., 2011).

Nas ultimas décadas os estudos avangaram com o objetivo de descobrir novas
substancias com acdo quimioprotetora, com potencial clinico, atividade multialvo e
baixa toxicidade. Por este motivo, farmacos antitumorais vém sendo testados para a
comprovacao da eficacia clinica de suas substancias tornando possivel tratar o cancer
sem afetar as células normais, minimizando os efeitos agressores ao organismo
(MIKSTACKA et al., 2008; VARMA, 2009; CAVALCANTE et al., 2011; BELCARO et al.,
2014; Ll et al., 2015).

3.4 Tratamento convencional e alternativo

3.4.1 Radioterapia

A radioterapia foi criada a partir de um método que utiliza radiagdes ionizantes
localizadas para o tratamento contra a estrutura tumoral. A emissédo destas radiacdes
forma feixes de elétrons que ao entrarem em contato com as células tumorais liberam
uma grande quantidade de energia ionizante. Esta energia atua interferindo na
capacidade metabdlica da célula e consequentemente na sua taxa de proliferagao

através de mecanismos que promovem a morte celular a partir da desnaturagédo da
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cadeia de DNA e de diversas outras moléculas essenciais para o metabolismo celular
(INCA, 2019; IQBAL et al., 2021).

O tratamento com a radioterapia visa atingir uma area especifica, podendo ser
direcionada a um determinado local ou ampla, ocorrendo em outra regido tecidual.
Desta forma, alguns fatores importantes devem ser pontuados durante a escolha do
tipo de radiagao e do tempo de duracdo de sua administragdo. Estes sao: a tolerancia
dos tecidos normais durante a aplicacdo da radiacdo, a sensibilidade das células
tumorais a radiacdo, o local de sua ocorréncia e a sua oxigenacdo. Por isso, a
utilizagdo de doses diarias fracionadas promove equilibrio entre a taxa de morte das
células tumorais (regressao tumoral) e tolerancia dos tecidos normais ao tratamento
(LIERMANN et al., 2022).

As radiagbes ionizantes utilizadas para o tratamento podem ser originadas por
meio de fonte elétrica ou por isétopos radioativos. As fontes elétricas geram radiagao X
e elétrons que sdo aplicados como tratamentos externos, devido a distancia da area
de atuacdo em que a radiagdo é emitida. Ja os radioisétopos, que geralmente s&o
formados a partir de elementos quimicos (césio, cobalto etc.) que frequentemente
produzem radiacdo gama. Estes elementos sao introduzidos nas cavidades e
intersticio a partir de diversas aplicagdes terapéuticas como fios, placas, tubos e
agulhas (INCA, 2019).

O tratamento por radioterapia € comumente bem tolerado pelos pacientes que
fazem uso desta terapéutica, produzindo efeitos adversos geralmente reversiveis. As
desvantagens estao relacionadas a sensibilidade das células tumorais ao tratamento
que influencia diretamente na adequacao da dose terapéutica e tolerancia das células
normais, bem como no prognéstico de cura do cancer. Avangos tecnoldégicos nos
campos do diagnostico associados a terapia alvo visam promover a radioterapia como
um processo de tratamento individual que aumente as chances de cura dos pacientes
oncolégicos (ALLEN et al., 2017; LIERMANN et al., 2022).

3.4.2 Quimioterapia Antiblastica

O tratamento quimioterapico esta relacionado a utilizagdo de farmacos que
atuam interferindo no metabolismo celular e alterando os mecanismos de proliferagéo
das células. Dentre as principais classes de quimioterapicos aplicados nos tratamentos

contra o cancer estdo os inibidores da mitose, os antibidticos antitumorais, alquilantes
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e os antimetabdlitos. Estas intervengdes geralmente afetam diretamente o ciclo celular
em sua fase de divisdo, mais precisamente interferindo na sintese ou replicagdo dos
acidos nucleicos e impedindo a migragdo cromossémica durante a metafase (MILLER
et al., 2016; BRESSAN et al., 2021).

Geralmente é necessario utilizar classes combinadas de quimioterapicos para
obter um resultado mais efetivo no tratamento. Isto ocorre devido a existéncia de
medicamentos que atuam em células que estao em processo de divisdo celular (ciclo
nao-especifico), os que atuam especificamente em uma fase do ciclo de divisdo
celular (fase-especifico) e os que atuam unicamente em células que estdo em divisao
celular (ciclo-especifico). Estas associagbes com diferentes classes de
quimioterapicos proporcionam uma maior eficacia nas doses terapéuticas dos

tratamentos e reduzem a resisténcia dos pacientes aos quimioterapicos (INCA, 2019).

Mesmo sendo um ftratamento eficaz, a quimioterapia nao apresenta
seletividade pelas células tumorais, atingindo também as células normais do paciente.
O que pode ser considerado como vantagem deste tratamento para as células normais
€ que elas apresentam uma frequéncia metabdlica quantitativa de proliferagao celular
inferior as células tumorais. Porém, tecidos que apresentam taxas proliferativas altas,
como a medula éssea e epitélios do sistema digestivo, sdo os mais acometidos pelos
efeitos citotoxicos destes farmacos quimioterapicos. Desta forma, se faz necessario
administragcdo do tratamento em intervalos ciclicos que permitam reversdo destes

efeitos citotoxicos nas células normais (BRESSAN et al., 2021).

3.4.3 Cirurgia

O processo de tratamento a partir da cirurgia € utilizada ha mais de um século
como uma das principais formas de tratamento do cancer. Esta neoplasia é
considerada uma doenga sistémica, mas quando diagnosticada no inicio ou quando o
tumor ainda se apresenta em uma area restrita de um tecido ou 6rgao (tumores
sélidos), sua ressecgao pode levar a cura do paciente ou prolongamento de sua vida
(DOMINGOS et al., 2021).

Conforme avanca a tecnologia das técnicas cirurgicas, a evolugéo nas ultimas
décadas teve papel fundamental em uma melhora consideravel no planejamento dos
procedimentos em geral, como também, um avang¢o na preparagao dos pacientes

relacionada as modificacdes morfoldgicas e fisiolégicas que ocorrerao decorrentes do
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tratamento. Desta forma, a recomendacéo para o tratamento cirdrgico de um céncer
deve levar em consideragdo os aspectos gerais da saude do paciente e o tipo de
cancer a ser tratado. Paradoxalmente, estudos tém demonstrado que o trauma e a
resposta inflamatéria parecem gerar o aparecimento de focos metastaticos (INCA,
2019). Essa resposta adversa parece estar relacionada com a liberacdo massiva de
fatores de crescimento inflamatérios, que estimulam a proliferacao celular, bem como
de citocinas pré-angiogénicas, necessarias para o processo de reparo (DOMINGOS et
al., 2021).

A técnica cirurgica pode ser dividida em curativa, redutora e paliativa. A técnica
curativa é utilizada em estagios iniciais da doenga, onde o tumor pode ser removido
por completo. A técnica redutora deve ser empregada como adjuvante a outras formas
de tratamento (quimioterapia e radioterapia) aumentando as perspectivas de
efetividade destes tratamentos. A reducdo do volume do tumor deve respeitar as
condigoes fisioldgicas e funcionais do 6rgao e tecidos adjacentes. A técnica paliativa é
utilizada quando a opcao de cura é muito baixa ou inexistente, este método se apoia
no controle dos sintomas promovidos por tumores em estagios avangados, o que pode

reduzir os riscos de metastase (INCA, 2019).

3.4.4 Quimioterapia Adjuvante

A busca pelo entendimento e aplicacdo de novos tipos de tratamento contra o
cancer € crescente e muitas inovagdes tecnologicas vem sendo evidenciadas neste
contexto. Agbes terapéuticas baseadas em moléculas especificas contra as células
tumorais promovem perspectivas e proporcionam avangos significativos no tratamento
do céncer. Entre as novas terapéuticas frequentemente divulgadas na literatura
destaca-se a terapia alvo associada a nanotecnologia. Tendo em vista que essa nova
perspectiva de combate ao cancer esta relacionada a tratamentos adjuvantes, o alto
investimento em novos medicamentos sintéticos vem sendo substituido pelo
aproveitamento de medicamentos ja existentes no mercado. Estes sao submetidos a
alteracdes estruturais em suas moléculas e sao testados contra o cancer. Por este
motivo a busca por farmacos que derivam de fontes naturais se tornam uma
alternativa viavel para promog¢ao de novas terapéuticas contra o cancer (VANNEMAN,;
DRANOFF, 2012; SIMOES et al., 2015).
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Os tratamentos adjuvantes estdo sendo cada vez mais procurados pelos
pacientes. Entre as terapias adjuvantes, destacam-se os produtos derivados de
elementos naturais. Independentemente do tipo de tratamento aplicado, os produtos
naturais e seus derivados tornam-se subsidios essenciais na investigacdo de novas
terapéuticas contra o cancer. Dentre as diversas fontes naturais existentes, as plantas
medicinais estdo em evidéncia por apresentarem a maior diversidade de principios
ativos que podem ser utilizados para a formulagao de novos farmacos. Os fitoterapicos
e fitofarmacos estdo sendo utilizados para tratar cerca de 87% das enfermidades
humanas, entre estas as bacterianas, disturbios da coagulagdo, parasitarias,
imunopatias e canceres (NEWMAN et al., 2003; MABOU TAGNE et al., 2018).

3.5 Produtos naturais

Os produtos naturais estao disponiveis em abundancia na natureza. A
biodiversidade desses produtos favorece e possibilita a descoberta de substancias
biolégicas de cunho terapéutico (DZOBO, 2022). Esse tipo de produto, principalmente
as plantas, tem sido utilizado por diferentes povos desde a antiguidade. Seu uso como
fonte de cura e tratamento de doencas era comum em paises como a China, Egito e
Grécia (DZOBO, 2022).

Na pratica, a difusdo de conhecimento empirico detido pelos povos ao longo do
tempo sobre a agao bioldgica das plantas fortalece a importancia de estudos na area
medicinal (SELOGATWE, et al., 2021). As plantas e outros organismos naturais sédo
valorizados pela habilidade em aliviar a dor e curar outras enfermidades (KUMAR et
al., 2014; CHAVAN et al., 2015). O alivio da dor e a perspectiva de cura causados
através da ingestdo de preparados como xaropes e infusdes com esses produtos era,
provavelmente, uma das primeiras formas de utilizagdo de farmacos naturais no
tratamento de doengas (SAKARKAR, DESHMUKH 2011).

Segundo a OMS as ervas medicinais ainda sdo utilizadas como fonte de saude
primaria por 80% das pessoas que moram em comunidades rurais, para auxilio no
tratamento de doengas e a tradigdo no uso desses produtos vem da eficacia durante o
tratamento (CHAVAN et al., 2015; MASULLO et al., 2015).

Os estudos que avaliam os compostos majoritarios e a agao bioldgica dessas
substancias indicam resultados que podem incentivar o desenvolvimento e a producao
de novos farmacos (SAKARKAR, DESHMUKH 2011; WALI et al., 2019; DUTTA et al.,

2019). Outros estudos informam que os produtos de fontes naturais e seus derivados
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correspondem a 50% das drogas utilizadas para tratamento clinico (CRAGG et al.,
2009; MISHRA et al., 2011; KUMAR et al., 2014).

Os compostos derivados desses produtos como os flavonoides, iridoides e
taninos (PLUMEL, 1991; MOUSINHO et al., 2011; NEWMAN et al., 2012) tém sido
testados clinicamente, com o objetivo de oferecer alternativas quimiofarmacoldgicas,
onde agentes antitumorais sdo o alvo principal de investigacbes terapéuticas no
tratamento e controle da doenga (CURTI et al., 2014; KUMAR et al., 2014; MASULLO
et al., 2015; CHAVAN et al., 2015).

3.5.1 Produtos Naturais no tratamento do cancer

Embora a introdugcdo de novos farmacos na terapéutica contra o cancer e da
aplicagdo de tecnologias na deteccdo da doenca, as dificuldades no tratamento
permanecem. A medicina ainda nao dispde de terapia eficiente e adequada, para agir
na eliminacdo de certos tumores, como os solidos (VAN DEN BOOGAARD et al.,
2022). Além disso, os quimioterapicos sintéticos e a radiacdo afetam e enfraquecem
outros orgaos, destruindo as células saudaveis causando efeitos danosos ao paciente
(GUO 2012; VALLI et al., 2012; ZHENG et al., 2021; VAN DEN BOOGAARD et al.,
2022).

Nesse contexto, € necessario introduzir no ambito clinico e hospitalar, novas
terapéuticas para o crescente numero de pacientes com doengas malignas, que
favorecam no tratamento e controle das doengas neoplasicas (VENTURINI, 2012;
COSTA-LOTUFO, et al.,, 2015). Os agentes de compostos quimicos de produtos
naturais podem oferecer novas perspectivas de cura futuras (NEWMAN, CRAGG
2007; CHAVAN et al., 2010; MASULLO et al., 2015; SOARES et al., 2016).

As substancias extraidas de plantas medicinais e outros organismos tém sido
testados na terapia antineoplasica com expectativa de cura futura. Quase todas as
partes de plantas e os subprodutos contém ingredientes bioativos com propriedades
farmacoldgicas e respostas terapéuticas. Algumas plantas tém apresentado efeitos
quimiopreventivos e antineoplasicos (LI et al., 2009; MEHTA et al., 2010; CHAVAN et
al., 2015; KASI et al., 2016).

Ha relatos de mais de uma centena de compostos derivados de produtos
naturais sendo testados clinicamente no ftratamento de doencas infecciosas,
degenerativas ou contra o cancer (KASI et al., 2016; NAVA-TAPIA et al., 2022). Os
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derivados desses produtos como flavonoides, terpenos, alcaloides sao responsaveis
pelas a¢gdes adjuvantes, os que mais apresentaram atividade positiva no tratamento
contra o cancer tem propriedades farmacoldgicas que incluem efeitos citotoxicos e
quimiopreventivo (CURTI et al., 2014).

Os estudos demonstram que mais de 60% dos pacientes com cancer usam
ervas como terapia e mais de 50% dos medicamentos de uso clinico deriva de
substancias naturais (KAUR et al., 2011; KASI et al., 2016). Produtos como frutas e
vegetais sdo estudados como agentes quimioterapéuticos por apresentarem acao
antioxidante e antitumoral devido aos compostos polifendlicos, flavonédides, e
terpenoides neles contidos (ZHANG et al., 2008; DASHORA; BHAGAT 2011; ZAHAN
et al., 2013; HUANG et al., 2018).

Todavia, os tratamentos quimioterapicos ainda sido um dos elementares
modelos de tratamentos usado no controle das neoplasias, como profilatico e contra
possiveis metastases, embora as drogas utilizadas apresentem altas taxas de
toxicidade na qual tem o potencial de agredir as células sadias (NEWMAN, CRAGG
2020). Os atuais quimioterapicos aplicados no tratamento do cancer foram
selecionados por apresentar capacidade de controlar a proliferacdo de células
neoplasicas ainda que atinjam células saudaveis. Dada importancia de medicamentos
seletivos, estudos identificaram farmacos com atividade especifica contra mecanismos
metabdlicos da célula tumoral e inibicdo da neovascularizagdo tumoral para induzir a
célula a apoptose (COSTA-LOTUFO et al., 2010; MASULO et al., 2015).

3.6 Substancias Naturais e Cancer

A utilizagdo de produtos naturais para o tratamento de doengas € considerada
uma das aplicagbes terapéuticas mais tradicionais e consolidadas do mundo. Segundo
a Organizagado Mundial de Saude (OMS), moléculas com principios ativos podem ser
encontradas em produtos naturais que se tornam importantes para os avangos
farmacologicos e criagdo de novas substancias, podendo ser uteis de forma direta
como agente terapéutico ou como precursores para sintese de bioprodutos (BRASIL,
2009).

Pesquisas recentes demonstram que o uso de produtos naturais para
finalidades curativas e preventivas vem aumentando (ZENI et al., 2017; A'/ATTIYYAH et

al., 2017). Alguns fatores como aspectos culturais, econdmicos ou sociais contribuem
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para o aumento das buscas por substratos naturais com efeito terapéutico, a utilizacéo
destes produtos esta difundida em grandes centros comerciais e regides interioranas
(ZENI et al., 2017).

Em 2006, o Ministério da Saude aprovou através da portaria N° 971, a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no sistema uUnico de
saude, ela reconhece a utilizacdo de extratos naturais como um recurso terapéutico
para a cura e tratamento de diversas doencas, através da aplicabilidade de diferentes
formas farmacéuticas estimulando o desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a
inclusdo social (BRASIL, 2009).

Nao obstante, estudos na linha de produtos naturais demonstram que
substratos de diferentes biologias podem ser efetivos para o tratamento antineoplasico
e apresentam agentes potenciais para o desenvolvimento de bioprodutos efetivos
(LUSTOSA et al., 2008; NUNES et al., 2013; SAUDE-GUIMARAES et al., 2014;
FROZZA et al., 2017).

A pratica da utilizagao de compostos advindos da natureza para cura do cancer
€ milenar. Os indios foram os pioneiros na cultura que até tempos modernos se
propaga. Em tempos passados, indios americanos com o propdsito curativo para o
cancer de pele e verrugas veneras, faziam uso da mandragora americana, isto devido
a presenca de um composto nomeado de podofilotoxina posteriormente descoberto.
Consolidada a pratica da utilizacao de produtos naturais, em 1958 foi evidenciada a
presenca de vinblastina e vincristina em Catharanthus roseus, também conhecida por
vinca de Madagascar, estes compostos apresentaram potente atividade citotoxica e
antitumoral, fazendo com que estes contribuissem significativamente para o
tratamento antineoplasico e a disseminacdo da pratica da utilizacdo de produtos
naturais para esta finalidade (MANN, 2002).

3.7 Opuntia ficus-indica

A Opuntia ficus-indica (OFI) é uma espécie de cacto nativo das regides
desérticas do México e distribuido em muitas areas do mundo, este fato ocorre devido
a facilidade de manutencao e seus beneficios agrondmicos e ecoldgicos, além de suas
extensas atividades funcionais, nutricionais e biolégicas. Diversas partes deste

espécime, incluindo a polpa, casca, frutas e sementes apresentam potenciais
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terapéuticos evidenciados na literatura e sdo seguras para uso humano (TILAHUN;
WELEGERIMA. 2018; SELEHI et al., 2019; SILVA et al., 2021).

A atividade antioxidante obtida da polpa da Opuntia ficus-indica foi investigada
por SALEHI et al. (2019), que a partir do método colorimétrico de captura de radicas
livres, DPPH, evidenciou que devido ao alto teor de compostos fendlicos e o extrato
apresentou 82% de captura dos radicais livres em uma concentragdo de 400 ug/mL,
demonstrando forte atividade antioxidante proveniente de compostos presentes no
espécime. Além disso, outro estudo realizado por ARUWA et al. (2019), elucidou que
aléem da atividade antioxidante, o fruto da OFl também apresentou atividade

bactericida frente a testes com cepas de bactérias Gram negativas e Gram positivas.

Outras propriedades biolégicas como potencial efeito ansiolitico e anestésico
foram estudados na pesquisa realizada por AKKOL et al. (2020). No trabalho, os
autores confirmam a reducao da atividade neural apés administracido do extrato do
fruto da OFI, a partir de ensaios como o teste de tracdo, teste da lareira e teste do
labirinto. Em outro sentido, foi possivel observar expressiva atividade anti-inflamataéria
promovida pelo extrato hidroalcoolico do fruto da OFI| e corrobora ao extensivo
potencial biolégico devido ao arsenal de compostos bioativos e facilidade de aquisigéao
(OTALORA et al., 2019).

Entre os metabolitos secundarios que frequentemente apresentam atividade
antitumoral, destaca-se a betanina (CHEN et al., 2021). A substancia é descrita como
o principal componente responsavel pelo pigmento vermelho da beterraba e do fruto
da OFI (OTALORA et al., 2019). Este composto vem sendo utilizado em estudos que
demonstram atividade antitumoral sobre células do glioblastoma e do adenocarcinoma
mamario (NOWACKI et al., 2015; SALIMI et al., 2021). Além disso, a betanina
promoveu um aumento no processo de apoptose contra linhagens de células K562
responsavel pela leucemia mieloide cronica humana, células U87MG de glioma
humano e células SCC131 e SCC4 de carcinoma epidermoide oral humano
(SREEKANTH et al., 2007; SALIMI et al., 2021; ZOU et al., 2022).

27



3.7.1 Composigao Quimica

O cladudo da Opuntia, que sao formados por ramos de caule modificados
contém clorofila e grande quantidade de agua armazenada internamente e funcionam
como folhas na sua fungéo fotossintética, contém D-glucose, D-galactose, Larabinose,
D-xilose, L-ramnose e acidos D-galacturénico e glucurénico (SEPULVEDA et al., 2013;
EL-MOSTAFA et al., 2014). Agucares de hexoses estdo presentes entre 8-85% (m/m)
e pentoses em 0,98% (m/m) (KAUR et al.,, 2012). No fruto da OFIl importantes
compostos bioativos sdo encontrados, tais como betalainas, polifendis e carotendides
(EL-MOSTAFA et al.,, 2014). Além disso, o fruto representa uma fonte de acido
ascorbico, maleico, maldnico, succinico, tartarico e oxalico. Também contém
quantidades expressivas de vitaminas C, B1, B6 vitamina E, vitamina A (EL-RAZEK;
HASSAN, 2011) e minerais como: calcio, magnésio, sodio e potassio, fosforo e ferro
(CHITEVA; WAIRAGU, 2013).

3.7.2 Aplicagbdes Medicinais

O grande numero de nutrientes e compostos ativos e suas propriedades
multifuncionais faz da planta do género Opuntia uma candidata ideal para a promog¢ao
da saude. Um estudo realizado por AHMAD et al. (1996) demonstraram que a
administragdo de extrato do cladudo (Opuntia streptacantha) em ratos, cavalos, e
seres humanos inibe a replicacao intracelular de um certo numero de DNA e RNA-
virus, tais como virus herpes simplex tipo 2, virus de herpes equino, virus da pseudo-
raiva, virus da influenza, e de HIV-1. O extrato etandlico do cladudo da Opuntia ficus-
indica foi avaliada para determinar os mecanismos de atividade antioxidante, assim
como, demonstrou uma inibicdo dependente da oxidacdo do acido linoleico em um
sistema de ensaio com tiocianato. Além disso, o extrato mostrou atividade para
eliminacdo de radicais livres de dose-dependente, incluindo os radicais DPPH,
superoxido, e radicais hidroxila, utilizando diferentes sistemas de ensaio. Finalmente, o
extrato de Opuntia foi caracterizado como contendo uma elevada quantidade de
compostos fendlicos (180,3 mg/g), que podem ser os compostos ativos responsaveis
pelas propriedades antioxidantes (LEE et al., 2002).

Estudos sugerem que extratos obtidos a partir da fruta da Opuntia ficus-indica
inibe a proliferagéo de linhas de células com cancer de colo de utero in vitro, e suprime

o crescimento de tumores de cancer do ovario em ratos in vivo (ZOU et al., 2005). A
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administragcdo intraperitoneal de solu¢do do extrato do cacto em ratos ndo afetou o
peso corporal do animal, o que indicou que cacto ndo tém um efeito téxico significativo
em animais. A inibicdo do crescimento das células cultivadas de cancer foi associada
com um aumento das células apoptéticas e a paragem do ciclo celular na fase G1
(para muitas células, esta fase € o maior periodo de crescimento celular durante a sua
vida util). A inibicdo do crescimento parece dependente da via p53, que € a principal
supressor de tumor. Anexina IV aumentou e o VEGF diminuiu no tecido do tumor
obtido a partir de animais que receberam a solugao de cactos (ZOU et al., 2005).

LIANG et al. (2008) estudaram a possibilidade de polissacaridos extraidos do
fruto de Opuntia na inibigdo da proliferacdo de células tumorais da cérvix, ovario e
bexiga e suprimindo o cancer de ovario em ratos portadores de S180. O indice timo foi
significativamente maior nos grupos de polissacarideos de dose média e alta do que o
grupo controle. Estudos in vitro, diminuiram a viabilidade de células cancerigenas da
préstata, célon, mama, e de células hepaticas cancerigenas, utilizando extratos de
nove frutos pertencentes ao género Opuntia sem afetar a viabilidade de fibroblastos
normais. As diferencas nos efeitos anticancerigenos entre os extratos testados foram
atribuidas as variagdes no seu teor de fitoquimicos, como flavondides e betaninas,
compostos conhecidos por prevenir o estresse oxidativo e céncer (CHAVEZ-
SANTOSCOY et al., 2009).

As betaninas sao pigmentos nitrogenados soluveis em agua utilizadas como
fonte de corantes naturais alimentares com excelentes propriedades antioxidantes,
anti-inflamatoria, anticancerigenas (HARLEV et al, 2013) e antimicrobianas
(BREWER, 2011; OSORIO-ESQUIVEL et al., 2011; REIS et al., 2012; HARLEYV et al.,
2013; SPORNA-KUCAB et al., 2013). SREEKANTH et al. (2007) avaliaram os efeitos
antiproliferativos na linha celular humana de leucemia mieloide crénica (K562),
utilizando pigmentos de betanina isolados a partir dos frutos de OFI. Os resultados
mostram que as doses a o tempo de dependéncia diminuem a proliferagdo de células
K562 tratadas com betanina com uma IC50 de 40 uM. Uma analise de eletroforese em
agarose do DNA genOmica de células tratadas com betanina, apresentaram um
padrao de fragmentacgao tipica de células apoptéticas. Citometria de fluxo e as células
tratadas com betanina (40 mM) mostrou 28,4% de células na fase GO/G1. Estes
estudos demonstram que a betanina induz a apoptose em células K562 através da via
intrinseca e é mediada pela libertagdo de citocromo ¢ das mitocéndrias para o citosol,
e PARP.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao do extrato de Opuntia ficus-indica enriquecido de betanina
(SistP)

Este trabalho constitui parte de um projeto de pesquisa “guarda-chuva” maior,
intitulado “Purificacdo de bioativos de palma forrageira (Opuntia ficus-indica) utilizando
sistemas aquosos bifasicos para aplicacbes contra cancer’. Dessa forma, os
procedimentos de coleta, identificacdo botanica e processo de extragdo e purificacao
do material vegetal, assim como caracterizagao fitoquimica do extrato e analise de
suas propriedades antioxidantes e quantificagdo de compostos fendlicos, ja foram
realizados em um estudo anterior (SANTOS et al., 2017).

Para esta pesquisa foi utilizado o Sistema Purificado rico em betanina (SistP)

(0.0324 mg/g de betanina 0.2485 mg/g de fendlicos totais).

4.2 Cultura celular e teste citotoxico

As células HCT-116, SNB19 E PC3 doadas pelo Laboratério de Pesquisa em
Oncologia Clinica e Experimental (LAPOCE) foram cultivadas em cultura em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). As células foram cultivadas em
monocamada e mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada a 5% de CO..

Para determinacdo do efeito citotoxico dos extratos de Opuntia ficus-indica
frente a linhagens de células tumorais, foi utilizado o método do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT). E um método rapido, sensivel e
barato, descrito primeiramente por MOSMANN (1983), usado principalmente para
mensurar proliferagdo celular e para triagem de novas drogas anticancer (AMARAL et
al., 2015).

Para todos os experimentos, em placa com 96 pogos, as linhagens de células
tumorais foram plaqueadas (100 uL/pogo) nas concentragdes de 0,7 x 10° células/mL
de HCT-116 (cancer de cdlon) e 0,1 x 10° células/mL de PC3 (cancer de prostata) e
0,1 x 10% células/mL de SNB19 (glioblastoma). Apdés 24 h, os extratos foram
dissolvidos em 0,3% de dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados a cada pogco em
concentragao unica de 30 upg/mL. O experimento foi realizado em trés momentos
independentes em ftriplicata, utilizando a doxorrubicina 0,25 yg/mL e o DMSO 0,3%
como controle positivo e negativo, respectivamente. As placas foram incubadas por 72
h em estufa com 5% de CO., a 37 °C (AMARAL et al., 2015).
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Apéds incubagao, as amostras foram centrifugadas (15 g/15 min) a 4 °C e os
sobrenadantes removidos. Foram adicionados 150 yL da solugédo de MTT (0,5 mg/mL),
e as placas foram incubadas por 3 h. Apds esse periodo, as placas foram novamente
centrifugadas (30 g/10 min) a 4 °C, os sobrenadantes descartados e os precipitados
ressuspensos em 150 yL de DMSO estéril puro. Para a quantificagao de formazan por
células viaveis, a absorbancia foi lida usando leitor multiplaca (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter Inc., Packard, ON, Canada) a 595 nm. Todos os valores
foram convertidos para percentual de inibicdo de crescimento celular (% Ipc) por meio

da equagao 1:

Equagéo 1: % Ipc = 100 — [(T / CN) x 100].

Sendo:
T = absorbancia do extrato da Opuntia ficus-indica

CN = absorbéancia do controle negativo.

Os resultados foram analisados utilizando uma escala de % Ipc da seguinte
forma: amostras com baixa atividade tem lpc 50%, moderada atividade tem Ipc entre
50% e 75% e elevada atividade tem Ipc 75% para cada linhagem celular testada
(MAHMOUD et al., 2011).

4.3 Obtencao das Células Tumorais do Sarcoma 180

Para avaliagdo da atividade antitumoral in vivo, foram utilizadas células
tumorais da linhagem sarcoma 180 cultivadas no Laboratério de Pesquisa em
Oncologia Clinica e Experimental (LAPOCE), do Campus Lagarto da Universidade
Federal de Sergipe (UFS) (AMARAL et al., 2015).

4.4 Manutencgao das células tumorais do Sarcoma 180

Para a manutengcdo das células do Sarcoma 180, o animal doador
(camundongo Swiss macho, com a forma ascitica do tumor) foi cuidadosamente
anestesiado via intraperitoneal com 0,1 mL/100 g de peso com uma solu¢gao composta
por 1 mL de cetamina (80 mg/kg) e 1 mL de xilazina (10 mg/kg). Apds assepsia da

regido abdominal com alcool iodado, foram aspirados 0,5 mL do liquido ascitico
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(células tumorais asciticas) da cavidade abdominal do animal para que as células

viaveis fossem selecionadas pelo método de exclusdo azul de tripan.

4.5 Viabilidade celular pelo método de exclusao azul de Tripan

Para a suspensao das células retiradas do animal doador, foi acrescentado ao
volume coletado 5,0 mL de ringer lactato e 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL), para
assim possibilitar a realizacdo e contagem das células viaveis. Posteriormente, as
células tumorais viaveis foram removidas e avaliadas. Para a contagem das células
tumorais viaveis, foi usado o corante Azul de Tripan em camara de Neubauer e a
leitura foi realizada por meio de microscopia optica (Microscépio CX31 Olympus). A
concentracao de células viaveis foi ajustada com solugédo de ringer lactato para 5 x
107/0,5 mL de ringer lactato - gentamicina de liquido ascitico contendo células
tumorais do Sarcoma 180, as quais foram posteriormente inoculadas na regido axilar

dos animais experimentais de forma subcutidnea (ANDRADE et al., 2016).

4.6 Animais

Foram utilizados 30 camundongos Swiss (Mus musculus), machos, adultos
jovens, com massa corporea de 28 + 5 g, que foram divididos n=6, seguindo modelo
experimental de Bezerra et al. (2006) e Zhao et al. (2014). Os animais foram mantidos
no Biotério da Universidade Tiradentes, acomodados em caixas de polipropileno com
grades metalicas adequadas e camas de maravalha trocadas diariamente. A
temperatura (22 + 3 °C) e umidade relativa (30 % a 70 %) do local foram reguladas de
acordo com as exigéncias do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal). Também foi mantida a iluminagédo artificial, com uma
alternéncia de 12 horas de luz e 12 horas de obscuridade, agua ad libitum e dieta

padrao Labina® (Purina, Sao Paulo, Brasil).

4.6.1 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Tiradentes — Aracaju/SE para aprovagao de estudos com animais. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedeceram aos principios éticos no uso de
animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal

(CONCEA), sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e em
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experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008. A pesquisa foi

aprovada sob o parecer protocolar de n°: 011021.

4.7.2 Formagao de grupos experimentais

Os animais foram separados em grupos de acordo com a Tabela 1. Em
seguida foram devidamente marcados para procedimentos experimentais. Em todos
os animais foram inoculadas células S-180 na regido subcutanea axilar direita (Figura
3).

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento realizado
nos animais transplantados com sarcoma 180. O farmaco 5 — Fluorouracil foi utilizado
como quimioterapico padrao.

Grupos (n=6) Tratamento

CTR Solucéo salina

5-FU 25 mg/Kg/dia de 5 — Fluorouracil
SistP 3 3 mg/Kg/dia SistP

SistP10 10 mg/Kg/dia SistP

SistP 30 30 mg/Kg/dia SistP

4.6.3 Periodo de experimentagcdo com os animais

Aproximadamente 24 h apds a inoculagdo dos animais com células do tumor
Sarcoma 180, o tratamento foi iniciado utilizando o SistP (3, 10 e 30 mg/Kg), 5-FU (25
mg/Kg) e solu¢do Salina (1 mL), conforme preconizado na Tabela 1, durante sete dias
consecutivos. No oitavo dia, os animais foram eutanasiados com dose letal de
anestésico (0,5 mL de xilazina a 2% /100 g e 0,5 mL de cetamina a 10%/100 g). Os
tumores cuténeos desenvolvidos, assim como o figado, bago e rins dos animais foram
removidos e fixados em formol tamponado a 10% (pH 7,4) por 48 h para analise

posterior.
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Figura 3. Esquema ilustrativo das etapas do estudo da atividade antitumoral in vivo
em modelo Sarcoma 180. Fonte: llustracao de Andréa Santos, 2017.

4.8 Analise da seguranga no uso do extrato

Durante todo o periodo experimental, os camundongos foram pesados e suas
massas registradas. Adicionalmente foram coletadas amostras sanguineas no fim do
periodo de tratamento (dia 8) para andlise dos parédmetros hematoldgicos e

bioquimicos, descritos a seguir (ARAUJO et al., 2016).

4.8.1 Avaliagcédo dos parédmetros hematoldgicos

No oitavo dia foram coletadas amostras sanguineas (0,5 mL) por meio do plexo
orbital sob efeito anestésico, e foram utilizados capilares internamente revestidos com

acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), evitando assim a coagulagdo da amostra
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até o tubo coletor, preservando a integridade do material. Os pardmetros
hematoldgicos avaliados foram contagem de leucécitos totais e a diferencial (linfécitos,
neutrofilos e mondcitos). O exame hematoldgico foi realizado no Laboratério Central
da Universidade Tiradentes através de automagdo com o aparelho Pentra 80. A
contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada através de esfregago sanguineo
previamente elaborado com as amostras frescas, através de uma gota do sangue total
em lamina de vidro, com borda fosca e identificada. Apos esfregago pronto, as laminas
estendidas foram coradas com corantes panoticos, e foi realizada a contagem
diferencial em 100 células utilizando o microscépio (CX 31 Olympus) e contador

manual de células sanguineas, (modelo Digitimer Estilo, Global Trade Cravinhos/SP).

4.8.2 Analise dos parametros bioquimicos

Foram coletadas amostras de 0,5 mL que foram transferidas para tubos
coletores pediatricos nao heparinizados. Os parametros bioquimicos mensurados
foram aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), para
avaliagao de fungao hepatica, bem como a ureia e creatinina, para avaliar as fungdes
renais, utilizando-se kits comerciais Labtest respectivos para cada analise. A
determinacgao das dosagens foi realizada por aparelho semi-automatizado Bioplus 200
e automatizado Labmax 240 sendo realizados no Laboratério Central da Universidade

Tiradentes.

4.8.3 Avaliagdo macroscopica dos orgaos excisados

Baco, figado e rins foram removidos e a sua massa relativa foi calculada pela
equagao 2. Os orgaos também foram avaliados quanto as suas caracteristicas
macroscopicas de acordo com as variagdes na coloracido, presenca de areas de

necrose, hemorragia, supuragao, consisténcia do tecido e/ou fibrose.

Equacao 2: MR = (Mo x 100) / Ma.
Onde MR = massa relativa (ponderal) do 6rgao
Mo = massa absoluta do 6rgao

Ma = massa absoluta do animal
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4.8.4 Avaliagao histopatolégica dos érgaos excisados

As amostras de 6rgéos e dos tumores removidos foram armazenadas em
solugdo de formaldeido 10% tamponado. Decorridas 24 h foram submetidos ao
processamento histolégico. Para andlise histopatolégica dos 6érgaos foram
consideradas as alteragbes renais, alteracbes degenerativas tubulares, alteragdes
hepaticas e alteracbes esplénicas. As alteragcbes histopatoldgicas consideradas nos

6rgaos estao dispostas no Apéndice 1.

4.9 Analise do efeito antitumoral

4.9.1 Determinacéo do efeito da administracdo do SistP sobre a massa ponderal
e percentual de inibicdo do crescimento dos tumores

A massa ponderal tumoral foi expressa como a massa aferida de cada tumor
por 100 g de massa corporea dos camundongos. A taxa de inibicdo do crescimento
tumoral (%) foi calculada pela seguinte equacao 3:

Equacéao 3: Pl % = [(A- B) A-1] x 100

Onde: Pl — Percentual de inibicdo da massa tumoral;
A — Média da massa ponderal do tumor do controle negativo;

B — Massa ponderal do tumor do grupo tratados com SistP.

4.9.2 Avaliacdo histopatoldgica descritiva dos tumores excisados

Duas secgdes histolégicas (5 ym de espessura) coradas em Hematoxilina e
Eosina (HE) foram obtidas de cada caso para andlise das caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores excisados dos diferentes grupos experimentais.

As variaveis microscopicas foram avaliadas descritivamente como: padrao de
crescimento tumoral, considerando os limites marginais tumorais (bordas bem
definidas e regulares ou infiltrativas e irregulares); relacdo estabelecida entre a
massas tumorais e os tecidos hipodérmicos, como musculo estriado esquelético e
adiposo (promovendo compressao e expansao ou promovendo infiltragéo dissociagéao
e destruicdo), morfologia das células tumorais, considerando especialmente a atipia
citologica; e presenga de sinais morfolégicos de agressividade, como invaséo

intravascular tumoral (emboliza¢do) e invaséo perineural.
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A gradagao da necrose coagulativa tumoral e da atividade mitética foi realizada
por metodologias quantitativas e semiquantitativas, respectivamente, como descrito a

seguir.

Para analise do percentual de necrose coagulativa em relagdo a secgido de
tecido tumoral, foi utilizado o sistema de gradacéao histoldgica de necrose de sarcomas
de tecidos moles proposto por Hew et al. (1994). Desta forma, os percentuais de
necrose em cada um dos tumores foram categorizados em Grau 1 (< 50% de
necrose), grau 2 (50-80% de necrose) e grau 3 (> 80% de necrose). Cada escore de
necrose em cada caso foi estimado a partir da analise das duas secgbes histoldgicas
obtidas de cada tumor; apenas um escore foi estabelecido para cada um dos cinco
casos em cada grupo. O padrdao de analise morfolégica das areas de necrose esta

apresentado na Figura 4.

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas que determinam a gradagao histolégica semiquantitativa
(escores percentuais) das areas de necrose. (A) Necrose coagulativa formando trabéculas ora
pequenas e delgadas, (B) ora mais espessas, representando menos de 50% da area tumoral
total, correspondendo ao Grau I. (C) Necrose formando trabéculas bastante espessas
interconectadas, representando entre 50 e 80% da area tumoral, correspondendo ao Grau Il
(D) Necrose formando blocos sdlidos irregulares perfazendo mais de 80% da area tumoral,
correspondendo ao Grau Ill (Hew et al., 1994). Fonte: fotomicrografias préprias.
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Para determinacdo do indice mitético, foi selecionada a melhor das duas
secgoes histolégicas de cada tumor (com maior nitidez e menor superposi¢ao celular,
assim como menos artefatos). Foram entdo selecionados 10 campos histolégicos
(magnificagao de 400 x) por casualizagédo sistematica. Desta forma, para cada campo
selecionado, seguiam-se dois campos desprezados, sempre da esquerda para a
direita e de cima para baixo, até que o total de 10 campos selecionados fossem
devidamente registrados, fotomicrografados e arquivados em formato jpeg.
Posteriormente, as figuras mitéticas foram identificadas nos 10 campos histolégicos de
cada caso, contadas, somadas e o valor final devidamente registrado. A identificacao
das figuras de mitose, tipicas e atipicas, foi efetuada conforme critérios morfolodgicos

descritos por Lashen et al. (2022), apresentados na Figura 5.

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de mitoses tipicas (1000x%): (a) préfase mostra estrutura
hipercromatica redonda com aparéncia pilosa, (b) metafase mostra estrutura curvilinea com
citoplasma levemente eosinofilico, (c) anafase mostra 2 massas de cromatina uniformes
afastados, (d) teléfase mostra 2 células uniformes completamente separadas. Caracteristicas
morfolégicas de mitoses atipicas (1000x%); (e) mitose atipica lag mostra 2 cromossomos soltos
em cada lado da placa metafasica; (f) mitose atipica tripolar mostra trés polos com contorno
piloso e citoplasma eosinofilico levemente granular; (g) assimetria polar mostra 2 cromatides
afastadas desiguais em tamanho, tamanho aumentado e citoplasma levemente eosinofilico ou
(h) duas células separadas ndo uniformemente; (i) ponte anafase mostra um corddo de
cromatina que se estende de um pdlo da anafase aos outros poélos conectados; (j) mitose
dispersa mostra multiplos cromossomos ndo aglutinados com citoplasma levemente
eosinofilico e de tamanho aumentado; (k) mitose atipica em anel mostra estrutura em forma de
anel com contorno piloso; () mitose atipica lag mostra um cromossomo nao ligado em um lado
da placa metafasica; (m-t) outras formas de mitoses atipicas mostrando assimetria das
massas de cromatina dentro das células (critérios e imagens extraidos de Lashen et al., 2022).
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4.10 Deteccao in situ de fragmentagcdao de DNA em células tumorais
usando o ensaio Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End
Labeling (TUNEL)

A técnica TUNEL foi realizada usando um kit de deteccdo de morte celular in
situ (POD, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA) (Woodside et al., 2003).
Resumidamente, cinco cortes histolégicos de cada amostra foram desparafinizados
em Xxilol, reidratados em &lcool (99, 95 e 70%) e lavados com &gua deionizada. A
atividade da peroxidase enddgena foi blogueada com H;O, a 2% (10 min em
temperatura ambiente). A seguir, os cortes foram incubados com solucdo da enzima
TdT (37°C, 1 h) e entdo incubados com anti-digoxigenina peroxidase (50 pL, 30 min).
A reacdo foi revelada com diaminobenzidina (30 min, DAB, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ, EUA). A contracoloracdo dos nucleos foi realizada com hematoxilina de
Meyer a 2% e montada para exame. ApOs cada etapa, os cortes foram sempre
lavados em tampdo PBS. Células TUNEL-positivas foram identificadas por seus
ndcleos corados de marrom. Areas tumorais necréticas ou com infiltrado inflamat6rio

intenso foram excluidas dos procedimentos de contagem.

4.11 Determinagdo da expressao imuno-histoquimica dos antigenos Ki67,
Caspase-3 ativa (clivada) e Bax

Cortes histologicos (3 pm de espessura) foram distribuidos em Iaminas
previamente limpas e desengorduradas, preparadas e silanizadas. Em seguida, as
laminas foram submetidas & recuperagcdo antigénica com citrato de sodio em
temperatura elevada (100°C, 20 min). Apo6s a lavagem das laminas, as peroxidases
endogenas foram bloqueadas com peréxido de hidrogénio 30% (10 min, a 25°C).
Posteriormente, as laminas foram incubadas (temperatura ambiente) com os
anticorpos primarios anti-Ki67 (1:100, SIGMA-Aldrich), anti-caspase 3 ativa (1:1000,
SIGMA-Aldrich) e anti-Bax (1:2000, Pharmingen) por 30 min. O procedimento foi
seguido por lavagem das laminas (trés lavagens com 1x TRIS) e coloragao,
visualizada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO)., Hematoxilina de
Meyer (1 min) foi usada para coloracdo de contraste das laminas, seguida de
desidratacdo em etanol, limpeza em xilol e montagem com Permount (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA).
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4.12 Procedimentos de analise quantitativa de células positivas para
TUNEL, Ki67, Caspase-3 Ativa e Bax

Dez campos histolégicos (ampliacdo x 400; area 0,0625 mm?) por corte
histologico foram selecionados por randomizacdo sistemdtica. Assim, para cada
campo selecionado, seguiram-se dois campos descartados, sempre da esquerda para
a direita e de cima para baixo, até que um total de 10 campos selecionados fossem
devidamente registrados e fotomicrografados. As imagens brutas foram exportadas e
salvas no formato .tiff para andlise posterior. A porcentagem de células positivas
marcadas para esses antigenos foi determinada pela porcentagem média de células
cujos nucleos (TUNEL e Ki67) ou citoplasma (Caspase-3 Ativa e Bax) coraram pela
DAB (marrom), independente da intensidade, por 100 células contadas em cada corte
histolégico.

4.13 Analise estatistica

As variaveis quantitativas e semiquantitativas foram submetidas a testes de
normalidade e homocedasticidade de distribuicdo de valores. Para teste de
normalidade, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk, enquanto para analise de
homocedasticidade foram aplicados o teste de Bartlett. Dados com distribuicdo normal
e com homocedasticidade foram expressos sob a forma de média £ erro padrao da
média e comparados entre si utilizando o teste ANOVA seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Dados n&o continuos e que ndo obedeceram a estes
pressupostos (distribuigdo normal e/ou homocedasticidade) foram expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimos e maximos, e comparados entre si
pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagbes multiplas de Dunn.
Diferengas entre as médias ou medianas foram consideradas significativas quando os
valores de p foram menores que 0,05. Em todos os casos, o programa estatistico

utilizado para as analises foi o Graphpad Prism (versao 5.0, San Diego, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, o potencial citotdxico do SistP e do extrato de Opuntia
ficus-indica (EOFi) foi testado frente a trés diferentes linhagens celulares tumorais,
glioblastoma (SNB19), cancer de célon (HCT-116) e préstata (PC3), utilizando-se a
andlise da viabilidade celular por meio do ensaio colorimétrico de MTT. A escolha
dessas linhagens foi baseada no fato de que estas representam linhagens celulares
derivadas de neoplasias malignas de elevada frequéncia no Brasil (INCA, 2018).

Observa-se que na Figura 6, a atividade citotdxica contra linhagens de
glioblastoma (SNB19) do EOFi foi ligeiramente abaixo de 50% (49,5 + 1,2%), enquanto
para as linhagens PC3 e HCT-116 este percentual médio foi de 55,0 = 3,7% e 60,5 +
6,1%, respectivamente. O sistema purificado rico em betanina (SistP), por sua vez,
apresentou atividade citotoxica de 93,7 £ 1,8% para a linhagem SNB19, 82,1 + 2,8%
para a PC3 e 84,2 + 3,0% para a HCT-116. Além disso, a atividade citotéxica do
sistema purificado rico em betanina (SistP) se mostrou significativamente maior que a

do extrato bruto convencional (EOFi) para todas as linhagens testadas (p<0,001).

SNB19 HCT-116
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Figura 6. Andlise da atividade citotoxica por meio da determinagéo do percentual de inibigdo da
viabilidade celular promovida pelo Extrato bruto de Opuntia ficus-indica (EOFi) e extrato
purificado rico em betanina (SistP) sobre linhagens de células tumorais derivadas do
glioblastoma (SNB19), adenocarcinoma de prostata (PC3) e adenocarcinoma de colon (HCT-
116) humanos. CTR representa o grupo controle com omissdo do EOFi e SistP. Dados
expressos como média * erro padrdao da média. Diferengas entre EOFi e SistP estdo expressas
Tukey). (-----—-- ) Limite percentual de 50% acima do qual a atividade citotdxica é considerada
moderada; ( ) Limite percentual de 75% acima do qual a atividade citotdxica é
considerada forte. Diferengas significativas em relagdo a CTR: ***P<0,001 e em relagdo ao
EOFi: ##p<0,001.

Para que um composto quimico natural seja considerado como candidato
potencial ao desenvolvimento de futuras drogas com atividade antineoplasica, é
necessario determinar o grau de citotoxicidade do produto em ensaios in vitro contra

linhagens celulares tumorais malignas (DA SILVA et al., 2016). Desta forma, produtos
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que promovem inibicdo da viabilidade em percentuais iguais ou maiores que 75% sao
considerados altamente citotoxicos, enquanto inibicbes entre 50 - 75% s&o
classificados como moderadamente citotoxicos e abaixo de 50% sao considerado de
baixa citotoxicidade (MAHMOUD et al. 2011). A analise dos dados obtidos no presente
estudo sugere que o Sistema Purificado rico em betanina (SistP) exibiu atividade
citotoxica elevada contra todas as linhagens tumorais testadas. Suportando esses
achados, estudo prévio utilizando 200 pg/mL de betanina demonstrou inibir a
proliferacdo de linhagem celular derivada de hepatoma humano (HepG2) (Lee et al.,
2014), atestando o potencial citotoxico deste composto quimico. Por outro lado, o
extrato base nao enriquecido (EOFi) exibiu atividade apenas moderada, sugerindo que
0 processo de concentragao e purificagao da betanina promoveu aumento importante
da citotoxicidade do produto.

Outro dado relevante é que a concentragao dos compostos testados nesse
ensaio de triagem de atividade citotoxica foi de 30 ug/mL. A opcdo por esta
concentracao foi embasada nas normativas do programa pré-clinico de triagem de
drogas citotoxicas dos Estados Unidos - Instituto Nacional do Cancer, que determina
que apenas extratos com valores de IC50 abaixo de 30 upg/mL em ensaios com
linhagens de células tumorais sao considerados promissores para o desenvolvimento
de drogas anticancer (AMARAL et al., 2020). Depreende-se, portanto que, em razao
da elevada citotoxicidade em concentragdo de 30 pg/mL, o SistP representa um
candidato promissor para ensaios antitumorais posteriores em modelos bioldgicos
mais complexos, como aqueles desenvolvidos a partir da transplantagdo direta de
células tumorais viaveis em roedores, destacando-se, dentre eles o sarcoma 180.

Uma vez confirmada a forte atividade citotoxica do SistP, este sistema foi
considerado adequado para o estudo da atividade antitumoral in vivo em modelo
murino. O modelo biolégico adotado no presente estudo foi o de sarcoma 180 (S-180),
que representa um modelo eficiente e robusto (DAS THAKUR et al., 2014). O modelo
S-180 ¢é usado desde a década de 50 como estratégia de triagem de potenciais drogas
com atividade antitumoral e entre suas principais vantagens praticas, que
determinaram a opgao por sua utilizagéo, sdo a facilidade de execugao do protocolo
de implantagao tumoral, a ocorréncia de crescimento tumoral em 90% a 100% dos
animais apds transplantagéo intradérmica de células neoplasicas, e evolugdo tumoral
rapida, reduzindo o tempo de experimento (REILLY et al., 1963).

Na avaliagcdo macroscopica dos tumores (Figura 7A) foi observado que a

massa tumoral ponderal média dos grupos tratados com a formulagéo SistP 30 (0,33 +
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0,04 g/100 g) e com o quimioterapico 5-FU (0,21 + 0,05 g/100 g) foi significativamente
menor que a do grupo tratado apenas com solug¢ao Salina (0,68 + 0,10 g/100 g; p<0,01
e 0,001, respectivamente), SistP 3 (0,80 + 0,09 g/100 g; p<0,001) e SistP 10 (0,81 %
0,05 g/100 g; p<0,001). Contudo, ndo foi observada diferenga significativa entre as
massas ponderais médias dos tumores dos grupos SistP 3, SistP 10 e Salina (p>0,05).
Quando da analise do indice de inibigdo do crescimento tumoral em relagdo a média
do grupo tratado com solugao salina (controle negativo) (Figura 7B), fica evidente que
o percentual de inibicdo promovido pelo SistP 30 (54,5 + 7,9%) foi estatisticamente
semelhante aquele induzido pelo 5-FU, quimioterapico utilizado como controle positivo
(68,0 £ 7,2%; p>0,05). Apesar de os percentuais médios de inibicdo obtidos em SistP 3
(-18,0 £ 13,56%) e SistP 10 (-19,7 + 7,9%) terem sido negativos, ndo é possivel
sugerir potencial estimulagdo do crescimento tumoral, ja que a massa ponderal média
dos tumores entre esses grupos e o grupo Salina foi estatisticamente semelhante.

A inibicdo do crescimento tumoral ponderal e o percentual médio de inibicdo
desse crescimento em relacdo a um grupo ndo tratado, ou tratado com uma
substancia sabidamente inerte, como a solugdo salina, representam o0s mais
relevantes indicadores de potencial antitumoral quando da utilizagdo de modelos
experimentais in vivo. Estes parametros clinicos/macroscépicos vém sendo
regularmente usados em varios estudos para determinar a atividade antitumoral contra
o crescimento do Sarcoma 180 em roedores (Das Thakur et al., 2014; Andrade et al.,
2016; Bastos et al., 2018; Amaral et al., 2020; Rezende et al., 2021; Bhattacharya et
al., 2022). Portanto, com base nos resultados obtidos, € possivel sugerir que, na dose
de 30 mg/kg, o sistema purificado rico em betaninas apresenta atividade tumoral in

vivo comparavel aquela promovida por um quimioterapico padrao.
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Figura 7. (A) Analise macroscépicas dos tumores excisados dos animais dos grupos
submetidos a modelo experimental murino de transplantagdo de sarcoma 180 tratados com
veiculo (Salina) e o extrato purificado rico em betanina (SistP) nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg e
5-fluorouracil (5-FU) na dose de 25 mg/kg. (B) Determinagdo da massa ponderal tumoral
(9/100g) e (C) do Percentual médio de inibicdo do crescimento tumoral dos grupos
experimentais em relacdo a massa média dos tumores dos animais do grupo Salina (controle
negativo). Dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Diferengas
significativas em relagdo ao grupo Salina esta expresso como **p<0,01 e ***p<0,001;
diferengas significativas em relagdo aos grupos SistP 3 e SistP 10 estdo expressas como ###
p<0,001; diferengas significativas simultaneamente em relagdo aos grupos 5-FU e SistP 30
estdo expressas como 244 p<0,001 (ANOVA e teste de comparagdes multiplas de Tukey).

Estudos apontam que as propriedades das betalainas, classe de compostos
que engloba as betaninas como agentes antitumorais tém sido estudadas em modelos
animais desde 1996 (KAPADIA et al.,1996). Foi destacado por Kapadia et al, (1996) o
poder quimiopreventivo desses compostos, mostrando como os tumores induzidos na
pele de camundongos foram afetados pela administracdo oral de extratos ricos em
betalainas. Além disso, a atividade antitumoral do extrato de beterraba vermelha, rico
em betanina, também foi evidenciada por Lechner & Stoner, (2019). Neste mesmo
sentido, o estudo realizado por Kapadia et al, (2003) apresentou que a dieta de
camundongos com 0,0025% de betanina por 1 semana ap6s a indugao de tumores de
pele ou figado é eficaz na inibigdo do crescimento e redugdo da incidéncia e

multiplicidade de tumores. Estes dados corroboram os achados obtidos no presente

44



estudo, sugerindo que o extrato purificado rico em betanina, obtido no presente estudo
exibe atividade antitumoral.

Apesar de ainda ndo ter sido completamente elucidado, o mecanismo de
atividade antitumoral das betaninas foi investigado por Sreekanth et al, (2007) em
linhagem de células K562 de leucemia mieloide cronica humana. O tratamento com 40
UM de betanina promoveu regulagdo negativa da expressdo da proteina Bcl-2
(responsavel por controlar a permeabilidade das membranas mitocondriais) e
consequente liberagdo de citocromo C mitocondrial no citosol, além de clivagem da
poli ADP-ribose polimerase (PARP), enzima essencial para o reparo de quebras no
DNA via reparo por excisdo de base. Esses resultados apontam um potencial efeito
pro-apoptotico ndo apenas induzido diretamente pelo citocromo C liberado no citosol
(iniciacdo da cascata apoptotica pela via mitocondrial), mas também indireto, por
impossibilitar o reparo de DNA lesado, e consequente ativacdo da apoptose pela via
da proteina p53. Corroborando esses achados, o tratamento com betanina (100 ug/mL
adicionados a agua ad libitum) inibiu a tumorigénese pulmonar induzida por carbamato
de vinil e benzo(a)pireno em ratos através da apoptose, sugerida devido ao aumento
da expressdo das caspases 3, 7 e 9 (enzimas envolvidas na ativagdo da apoptose)
(ZHANG et al.,, 2013). Contudo, estudos posteriores sdo necessarios a fim de
determinar com maior precisdo os mecanismos bioquimicos e moleculares que estao
por tras da atividade antitumoral observada no presente estudo.

Os tumores excisados dos animais dos diferentes grupos experimentais foram
submetidos a analise histopatoldgica. De modo geral, os tumores formados nos grupos
Salina e SistP 3 e 10 exibiram padrao de crescimento semelhante, bastante irregular,
com margens mal definidas apresentando ninhos, ilhas, cordées e trabéculas de
células tumorais se insinuando no tecido conjuntivo, muscular estriado esquelético e
adiposo hipodérmicos peritumorais. De permeio, foram observadas extensas areas
eosinofilicas amorfas, dispostas em grandes blocos irregulares, contendo, em seu
interior, restos nucleares de células inflamatdrias, interpretadas como necrose
coagulativa. Essas areas foram abundantemente encontradas em meio ao parénquima
tumoral, perfazendo mais de 50% do tecido neoplasico. Areas de invasdo da bainha
perineural de fibras nervosas periféricas foram comumente observadas, mas a invasao
do endoneuro nao foi verificada. A embolizagdo de células tumorais nos espagos

intravasculares nao foi visualizada em nenhum dos espécimes analisados.
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Individualmente as células tumorais exibiram morfologia poligonal, citoplasma
amplo e fortemente eosinofilico e nucleos volumosos, predominantemente
hipercromaticos e pleomorficos, mas eventualmente exibindo cromatina mais dispersa
e nucléolo evidente, ora centrais ora levemente excéntricos. A atividade mitética foi
facilmente observada, expressa por figuras de mitose nas quatro fases do ciclo celular.
As figuras mitéticas atipicas, apesar de presentes, foram consideravelmente menos
frequentes. Fotomicrografias mostrando as principais caracteristicas histopatologicas

dos tumores dos grupos Salina, SistP 3 e SistP 10 s&o apresentadas na Figura 8.

O grupo SistP 30, tratado com a maior dosagem testada do sistema purificado
rico em betanina, por sua vez, apresentou algumas caracteristicas distintas dos grupos
anteriores. Neste, os tumores exibiram padrdo de crescimento mais regular,
notadamente menos infiltrativo na maior parte do tumor, formando blocos sélidos
separados por septos fibrosos em quantidade e espessura variaveis. Muitas vezes as
células tumorais promoveram expansado em vez de permeacao de fibras musculares e
do tecido adiposo adjacente, apresentando limites mais bem definidos nas margens
tumorais. As areas de necrose coagulativa estavam predominantemente dispostas em
trabéculas de espessura variavel que irradiavam do centro para as margens tumorais,
mas que perfaziam ndo mais que 30% da massa tumoral. As figuras mitéticas, ainda
que menos frequentes que nos grupos anteriores, foram facilmente identificadas,
enquanto as areas de invasado foram igualmente comuns. Invasao intravascular e
embolizagdo de células tumorais ndo foram observadas. Fotomicrografias mostrando
as principais caracteristicas histopatologicas dos tumores do grupo SistP 30 sao

apresentadas na Figura 9.
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Figura 8. Fotomicrografias de secgdes histologicas coradas em HE representativas dos principais achados histopatolégicos observados nos grupos Salina
(A, B, CeD), SistP 3 (E, F, G e H) e SistP 10 (I, J, K e L). Os tumores exibiram padrdo de crescimento bastante irregular, com grupos de células tumorais
viaveis (CV) invadindo os limites ja pouco definidos das margens tumorais (MT). As células tumorais exibindo padréo de crescimento infiltrativo, permeando,
dissociando e destruindo fibras musculares (FM). As areas de necrose coagulativa (NE) perfazem mais de 50% da massa tumoral. Individualmente as células
tumorais exibem citoplasma amplo e eosinofilico e nicleos volumosos, hipercromaticos e pleomorficos; as figuras mitéticas (circulos) séo frequentes. Areas
de invasao perineural de fibras nervosas periféricas (FNP) sdo comuns.
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Figura 9. Fotomicrografias de secc¢des histolégicas coradas em HE representativas dos
principais achados histopatolégicos observados no grupo SistP 30. (A) As células tumorais (CV)
exibem padrao de crescimento mais regular, formando blocos sdlidos separados por septos
fibrosos (SF) e mostrando limites relativamente bem definidos nas margens tumorais (MT). (B)
Tumores exibindo padrdo de crescimento claramente menos infiltrativo, promovendo expanséo
em vez de permeacgao de fibras musculares (FM); as areas de necrose coagulativa (NE) sdo
dispostas em trabéculas e perfazem menos de 30% da massa tumoral. (C) Maior detalhe das
células tumorais (CV) e dos septos fibrosos (SF). (D) Areas de invasdo da bainha perineural de
fibras nervosas periféricas (FNP) ainda sdo comuns.

O grupo 5-FU foi aquele que apresentou as caracteristicas mais distintas. As
células tumorais viaveis (CV) exibiram padrdo de crescimento marginal bastante
regular, mostrando limites bem definidos nas margens tumorais. Na maior parte do
tumor as células neoplasicas promoveram compressdo e expansao de fibras
musculares e tecido adiposo hipodérmicos, e as areas de necrose coagulativa eram
menos visiveis e estavam dispostas em trabéculas delgadas, perfazendo menos de
30% da massa tumoral. Figuras mitdticas estavam presentes, mas eram raras. De
especial interesse foi que, assim como a embolizagdo tumoral, indicios morfolégicos
de invasao perineural também nao foram encontrados. Fotomicrografias mostrando as
principais caracteristicas histopatolégicas dos tumores do grupo 5-FU sao

apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Fotomicrografias de secgdes histoldgicas coradas em HE representativas dos
principais achados histopatolégicos observados no grupo 5-FU. (A) As células tumorais (CV)
exibem padrao de crescimento mais regular, mostrando limites relativamente bem definidos nas
margens tumorais (MT). (B) Células tumorais exibindo padrdo de crescimento claramente
menos infiltrativo, na maior parte do tumor promovendo expansdo em vez de permeagéo de
fibras musculares (FM); as areas de necrose coagulativa (NE) s&do dispostas em trabéculas e
perfazem menos de 30% da massa tumoral. (C) Maior detalhe das células tumorais. (D) As
fibras nervosas periféricas (FNP) se mostram livres de invasdo, denotando menor potencial
infiltrativo tumoral.

A andlise quantitativa dos escores referentes ao percentual de areas de
necrose nos tumores analisados dos diferentes grupos experimentais, apresentada na
Tabela 2, revelou que os grupos SistP 30 e 5-FU exibiram medianas significativamente
menores que os demais grupos (p<0,05). Contudo, ndo houve diferenca entre 5-FU e
SistP 30 (p>0,05), assim como também n&o houve entre Salina, SistP 3 e SistP 10
(p>0,05).

A anadlise quantitatva do numero médio de figuras de mitose
(independentemente da sua fase ciclica ou tipicidade) a cada 10 campos histolégicos
nos diferentes grupos experimentais revelou uma ampla variagéo na atividade mitética
entre os grupos. Contudo, conforme demonstrado na Tabela 3, apenas o grupo 5-FU

apresentou um quantitativo de figuras mitéticas significativamente menor que o grupo
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Salina (p<0,05). Nao houve diferenga, contudo, entre os grupos SistP 3, 10 e 30 nem

entre si, nem entre eles e os grupos Salina ou 5-FU (p>0,05).

Tabela 2. Distribuicdo descritiva dos escores relativos ao percentual de necrose

coagulativa nos tumores examinados dos animais grupos experimentais.

Grupos Minimo Terceiro quartil Mediana Primeiro quartil Maximo
Salina 2,000 2,000 3,000 3,000 3,000
SistP 3 2,000 2,500 3,000 3,000 3,000

SistP 10 1,000 1,500 3,000 3,000 3,000

SistP 30 1,000 1,000 1,000* 2,000 2,000

5-FU 1,000 1,000 1,000* 1,500 2,000

Teste de Kruskal-Wallis, com aplicagdo em seguida do pés-teste de comparagdes multiplas de
Dunn (* diferenga estatisticamente significativa em comparagdo com Salina, SistP 3 e SistP 10;
p<0,05). Nao foi observada diferenga significativa entre os demais grupos (p>0,05)

Tabela 3. Distribuicdo do numero de mitoses para cada 10 campos histoldgicos
analisados (magnificacdo de 400 x) nos tumores examinados dos animais grupos

experimentais.

Grupos Minimo Terceiro quartil Mediana Primeiro quartil Maximo
Salina 4,000 4,500 7,000 10,00 11,00
SistP 3 2,000 2,500 5,000 8,000 10,00

SistP 10 2,000 2,500 5,000 7,500 9,000

SistP 30 1,000 2,000 5,000 6,000 7,000

5-FU 1,000 1,000 2,000* 4,000 5,000

Teste de Kruskal-Wallis, com aplicagdo em seguida do pds-teste de comparagdes multiplas de
Dunn (* diferenga estatisticamente significativa em comparagdo com Salina; p<0,05). Nao foi
observada diferenga significativa entre os demais grupos (p>0,05)

Desde a década de 80 esta bem estabelecido que certas caracteristicas
histopatologicas das neoplasias malignas podem, em maior ou menor grau, ser
relacionadas a seu comportamento biologico; dentre elas, podem ser destacadas a
atividade mitotica, a formagédo de areas de necrose, a embolizagdo tumoral (invasao
intravascular) e a invasao perineural (TROJAN et al., 1984). O indice mitético fornece
informagbes importantes sobre o quantitativo de células no ciclo celular (fragéo
proliferativa tumoral), enquanto a formagao de areas de necrose tem sido associada a
uma proliferagao celular de tal intensidade e celeridade que excede a velocidade de
neovascularizagdo necessaria para prover nutricdo as células tumorais; assim esses

dois aspectos morfolégicos teriam estreita relagdo com o potencial proliferativo tumoral
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(RUDOLPH et al., 1998; SATO et al., 2005). Por outra ética, a identificagdo de émbolos
tumorais dentro de canais vasculares e de filetes de células neoplasicas infiltrando a
bainha perineural de nervos periféricos representam importantes sinais morfolégicos
de maior capacidade de invasdo e disseminagao tumoral, incluindo potencial
metastatico (NEUVILLE et al., 2014).

No presente estudo, os tumores removidos dos animais que compunham os
grupos Salina, SistP 3 e SistP 10 apresentaram caracteristicas histopatologicas
bastante semelhantes. Esses dados sugerem que nado houve qualquer influéncia do
tratamento com o sistema purificado nas doses de 3 e 10 mg/kg sobre o peffil
morfoldgico das neoplasias. Dentre os aspectos que mais chamaram a atengdo, se
destacaram o padrdo de crescimento tumoral extremamente infiltrativo, o que
determinava ndo apenas uma maior dissociacdo e destruicdo de fibras musculares e
de tecido adiposo adjacente, mas também a formacdo de margens tumorais
pobremente delimitadas. Além disso, a invasdo perineural foi um achado
extremamente frequente. Tais caracteristicas vém sendo classicamente interpretadas
como indicativas de comportamento clinico agressivo (TROJAN et al., 1984,
RUDOLPH et al., 1998; NEUVILLE et al., 2014). Por outro lado, a identificagdo de
bordas tumorais bem delimitadas e definidas e padrdo mais compressivo (em vez de
infiltrativo) de crescimento neoplasico e de interrelagdo com os tecidos hipodérmicos
adjacentes, além de frequéncia notadamente menor de invasdo perineural,
observados nos grupos SistP 30 e 5-FU foram, portanto, sugestivos de menor
potencial de agressividade clinica nos tumores tratados com o quimioterapico padréo e

com a dose mais alta do sistema purificado (30 mg/kg).

Adicionalmente, o percentual significativamente menor de areas de necrose
coagulativa identificadas nesses mesmos grupos (5-FU e SistP 30), em comparagéo
aos demais, vem corroborar os achados histopatolégicos anteriores, posto ser a
formagao de necrose um importante sinal morfolégico de agressividade tumoral (SHI
et al., 2017; WU et al., 2021; LASHEN et al., 2022). De fato, a formagédo de areas
necroticas em neoplasias malignas tem sido associada a elevado potencial
proliferativo. Desta forma, essa necrose pode ser resultado da hipdxia e privagao de
nutrientes (por exemplo, glicose) devido ao suprimento insuficiente de sangue (LEE et
al., 2018), ou ocorrer por estimulo direto da proliferacdo de células tumorais, via

ativacéo da cascata do sistema complemento (MAURER et al., 2015).
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Assim para analisar qual das duas teorias estaria mais relacionada ao padréo
de necrose anteriormente descrito nos diferentes grupos experimentais, foi realizada
uma analise quantitativa de figuras mitéticas, tipicas ou atipicas, nos tumores. De fato,
o grupo 5-FU apresentou indices mitéticos significativamente menores que o grupo
Salina. Uma vez que a atividade mitética se constitui em um importante indicador do
balangco proliferativo tumoral (RUDOLPH et al., 1998; SATO et al.,, 2005), esse
resultado corrobora os dados anteriores obtidos na analise da massa ponderal média
tumoral e na analise morfolégica semiquantitativa do percentual de necrose tumoral.
Além disso, esta bem estabelecido que o 5-FU é um antimetabolito citotéxico que atua
na fase S do ciclo celular inibindo a enzima timidilato sintetase, e consequentemente,
a sintese dos constituintes do DNA, o que culmina no bloqueio da replicagao celular e
impede a entrada da célula na fase de mitose (JIN et al.,, 2020). Esses dados,
portanto, dao suporte a identificagdo de menor indice mitético no grupo tratado com

esse quimioterapico.

Surpreendentemente, apesar do indice mitético em SistP 30 ter sido
aparentemente mais baixo que em Salina, essa diferengca nao foi estatisticamente
significativa. Uma provavel explicagdo para esse aparente paradoxo e que, o indice
proliferativo tumoral € mais bem determinado pela identificacido de células que estao
no ciclo celular. Contudo, a mitose (fase M) representa apenas uma das quatro fases
do ciclo, que ainda conta com as fases G1 (célula copia organelas, e produz os
componentes moleculares necessarios as etapas posteriores), S (célula sintetiza uma
copia completa do DNA e dos centrossomos) e G2 (célula produz proteinas e
organelas, e reorganiza seu conteudo em preparacéo para a mitose), que antecedem
a fase de mitose propriamente dita (LASHEN et al.,, 2021). Assim, é possivel que
exista uma grande quantidade de células ciclantes (em proliferagéo) que nao estejam,
ainda, na fase M, de modo que a identificagdo unicamente das figuras mitéticas pode

nao expressar, necessariamente, o indice proliferativo real de uma neoplasia.

Diante do exposto, a realizagdo de estudos analisando a expressao
imunohistoquimica do antigeno Ki67, uma proteina histona expressa no nucleo de
células ciclantes, independentemente da fase do ciclo celular, que tem sido
amplamente utilizado como principal marcador in situ de proliferagdo (MENON et al.,

2019), pode representar uma boa estratégia de investigar a veracidade dessa teoria.
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Por uma segunda 6ptica, mas n&do menos importante, o crescimento tumoral
depende do balanco entre proliferacdo e morte celular; assim, ainda que nao tenha
sido reduzido o indice proliferativo tumoral, a fracdo de crescimento de uma neoplasia
pode diminuir em razdo do aumento da morte celular por apoptose (WANG et al.,
2013). Depreende-se disso que o0s compostos quimicos presentes no SistP,
especificamente a betanina, poderiam ter atuado ndo no bloqueio proliferativo das
células ciclantes, mas sim induzindo aumento da morte de células tumorais por vias
apoptéticas (CHEN et al., 2021).

No presente estudo, os indices de proliferacdo e morte dos tumores foram
avaliados pela expressdo imuno-histoquimica do antigeno Ki67 e deteccéo
histoquimica da fragmentacao in situ do DNA (TUNEL), respectivamente. O padrao de
imunoexpressao do Ki67 foi predominantemente nuclear, com algumas poucas células
apresentando positividade citoplasmatica espuria. A positividade do TUNEL foi
tipicamente nuclear. A imunoexpressdo dos antigenos Caspase-3 clivada e Bax foi
utilizada para investigar a ativacdo da apoptose por via mitocondrial em células

tumorais. Ambos apresentaram padrao de expressao citoplasmatico (Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografias de secg¢des histoldgicas de tumores tipo Sarcoma 180 de
camundongos (grupo tratado com solugéo salina) demonstrando o padréo de expressao dos
diferentes constituintes celulares pesquisados por técnicas histoquimicas e imuno-
histoquimicas. (A) Antigeno Ki67 e (B) extremidades livres 3’OH de DNA (TUNEL) exibindo
padrao de marcagéo tipicamente nuclear. (C) Antigenos Caspase-3 ativa e (D) proteina Bax
exibindo padréo citoplasmatico de imunomarcagao (Bar = 250 pym).

Nesse trabalho, o indice proliferativo dos tumores foi avaliado por meio da
expressao imuno-histoquimica do antigeno Ki67, uma proteina nuclear expressa em
todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas nao em células quiescentes (G0)
(MENON et al., 2019). Além disso, a meia-vida muito curta do Ki67 (aproximadamente
uma hora apds a mitose) garante que o antigeno nao serd mais expresso em células
que sairam do ciclo celular, fornecendo informagdes valiosas sobre a taxa proliferativa
do tumor (LI et al., 2015). Conforme demonstrado na Figura 12 A, o niumero de células
proliferativas positivas para Ki67 no grupo 5-FU (10,1 + 2,5%) foi significativamente
menor do que no grupo Salina (25,5 + 10,3%; p<0,05). Entretanto, ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) entre esses grupos e SistP 3 (22,6 £ 3,8%), SistP 10
(24,3 £ 4,7%) e SistP 30 (16,6 + 2,9%).
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Figura 12. Anadlise quantitativa da (A) expressédo imuno-histoquimica da proteina histona Ki67 e
(B) deteccado histoquimica de extremidade 3’OH livre de fragmentos de DNA (TUNEL) em
células de sarcoma 180 murino submetidos a diferentes tratamentos experimentais. Dados
expressos como média * desvio padrdo. Diferencgas significativas em comparagdo com o grupo
Salina estdo expressas como * p<0,05 e ** p<0,01 (Teste ANOVA seguido de teste de
comparacgdes multiplas de Tukey).

A imunoexpressao de Ki67 significativamente reduzida observada no sarcoma
180 de camundongos tratados com 5-FU estd de acordo com outros relatos
(REZENDE et al., 2021; ALVES et al.,, 2023), o que reflete a inibicdo da enzima
timidilato sintetase e, consequentemente, a sintese de constituintes do DNA (JIN et al.,
2020). No entanto, de acordo com os dados obtidos na analise do indice mitético, o
tratamento com SistP, mesmo na dose mais elevada (30 mg/kg), ndo teve impacto
significativo na expressao de Ki67 das células tumorais. Esses dados sugerem que o
efeito antitumoral do extrato estaria mais provavelmente relacionado a um aumento da
morte celular do que a uma reducéo da proliferacao celular.

Para se compreender melhor os mecanismos envolvidos na potencial indugao
de apoptose observada nesse estudo, foram investigados marcadores in situ de rotas
apoptoticas, como a técnica do TUNEL (KYRYLKOVA et al.,, 2012) e a expressao
imunohistoquimica de caspases (FAN et al., 2005; BOICE et al., 2020), necessarias
para confirmar sua validade. No presente estudo, a porcentagem média de células
TUNEL-positivas (Figura 12 B) nos grupos SistP 30 (7,0 £ 0,8%) e 5-FU (6,0 £ 0,7%)
foi significativamente maior do que no grupo Salina (2,8 £ 1,6%; p<0,05). No entanto,
nao foi observada diferencga significativa no indice de morte celular nos grupos SistP 3
(4,4 £ 0,6%), SistP 10 (4,5 £ 0,7%) e Salina (2,8 + 0,6%) em comparagdo com nenhum
dos outros grupos (p>0;05).

Neste trabalho, o TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick

End Labeling) foi utilizado para avaliar o indice de morte celular de células tumorais. O
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TUNEL detecta a fragmentacdo do DNA por meio da marcacao da extremidade 3'OH
terminal de fragmentos de cadeia simples ("cortes") de acidos nucleicos (CHUN et al.,
2001). No presente estudo, foi observado aumento de células tumorais positivas para
TUNEL em resposta ao tratamento com SistP a 30 mg/kg, sugerindo indu¢do de morte
celular. Além disso, a fragmentacdo in situ do DNA é uma marca registrada da
apoptose celular (MAJTNEROVA et al., 2018; KETELUT-CARNEIRO et al., 2022), o
que parece apontar para um possivel envolvimento da ativagdo da via da apoptose na
atividade antitumoral do extrato. Apoiando esses dados, estudos anteriores mostraram
que a exposicao a betanina induz aumento da apoptose em leucemia mieloide crénica
humana K562 e (SREEKANTH et al., 2007), linhagens celulares de glioma humano
U87MG (SALIMI et al., 2021), bem como em SCC131 e células SCC4 de carcinoma
de células escamosas oral humano (ZOU et al., 2022). Além disso, o tratamento com
extrato de beterraba vermelha enriquecido com betanina (Beta vulgaris L.) aumentou a
apoptose e a morte celular autofagica em células de adenocarcinoma mamario
humano MCF-7 (NOWACKI et al., 2015).

Para confirmar a participagcdo de fendbmenos apoptéticos mediando a acao
antitumoral do SistP observada no presente estudo, foi analisada a imunoexpressao

de antigenos associados a apoptose celular (Figura 13 A/B).
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Figura 13. Analise quantitativa da expressédo imuno-histoquimica da (A) enzima executora da
apoptose Caspase-3 ativa e (B) proteina indutora de permeabilidade mitocondrial Bax em
células de sarcoma 180 murino submetidos a diferentes tratamentos experimentais. Dados
expressos como média * desvio padréo. Diferengas significativas em comparagdo com o grupo
Salina estdo expressas como * p<0,05 e ** p<0,01 (Teste ANOVA seguido de teste de
comparagdes multiplas de Tukey).
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Foi observado que a imunoexpressdo da caspase-3 ativa se mostrou
significativamente aumentada nos grupos SistP 30 (19,2 + 2,2%; p<0,01) e 5-FU (15,1
* 2,8%; p<0,05) em comparagdo com Salina (6,5 £ 1,4%), mas ndo houve diferenca
significativa entre eles e os grupos SistP 3 (12,1 £ 2,2%) e SistP 10 (11,3 + 2,6%)
(p>0,05). Além disso, o grupo SistP 30 apresentou percentual significativamente
aumentado de células Bax-positivas (22,7 £ 2,0%) em comparagcdo com Salina (12,5 +
1,5%; p<0,01). Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa entre eles e os
grupos SistP 3 (15,4 + 1,9%), SistP 10 (16,9 £ 2,1%) e 5-FU (18,8 £ 1,7%) (p>0,05).

O mecanismo de agcdo da maioria das drogas anticancerigenas que causam
apoptose em células tumorais envolve a ativacdo da via apoptética intrinseca pela
modulagdo da permeabilidade mitocondrial (PISTRITTO et al.,2016). O aumento da
permeabilidade mitocondrial e a liberagao do citocromo C mitocondrial sdo essenciais
para ativar a cascata enzimatica das caspases no citoplasma e promover as
alteragdes morfoldgicas necessarias para a formagao de corpos apoptéticos, como a
clivagem do citoesqueleto e a fragmentacdo do DNA (ASHKENAZI et al., 2017). Bax e
Bak sdo as proteinas diretamente responsaveis pelo aumento da permeabilidade
mitocondrial. Uma vez ativados, Bax e Bak formam poros dentro da membrana externa
mitocondrial e liberam citocromo C e outros fatores apoptogénicos da mitocéndria para
o citoplasma (VOSS et al., 2020). No presente trabalho, a imunoexpressao de Bax foi
significativamente aumentada em resposta ao tratamento com SistP na dose de 30
mg/kg, assim como a caspase-3 ativa, 0 que sugere a ativagdo da via mitocondrial de
apoptose. Apoiando esta hipdtese, o aumento da expressdo de Bax e caspase-3 foi
previamente usado para confirmar o envolvimento da via mitocondrial da apoptose no
efeito antitumoral do extrato de cevada fermentado em um modelo de tumor de
transplante de células ht-29 humanas em camundongos (YAO et al., 2017). Analisados
em conjunto, os dados obtidos da analise de Ki67, TUNEL, caspase-3 ativa e Bax em
tumores tratados com SistP 30 mg/kg sugerem que a atividade antitumoral do extrato
provavelmente se deve a indugao de apoptose pela via mitocondrial.

Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o extrato
purificado da O. ficus-indica rico em betanina apresenta elevada atividade citotoxica
contra células tumorais malignas, bem como forte agao antitumoral em modelo
experimental murino de sarcoma 180. Também foram observadas evidéncias de que
esta atividade antitumoral se daria por ativagdo da via mitocondrial da apoptose em

células neoplasicas.
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Por outro lado, um dos maiores desafios para o sucesso da quimioterapia
antitumoral consiste na minimizacdo de seus efeitos colaterais e/ou adversos, que
comumente comprometem a qualidade de vida dos pacientes com cancer (TAO et al.,
2020). A perda de massa corpérea, queda de cabelos, imunossupressio, sinais e
sintomas gastrointestinais, e disturbios hepaticos e renais estdo entre as principais
queixas dos pacientes sob quimioterapia (BEAVER et al., 2016). Por esta razdo, o
efeito do sistema purificado a base do extrato de O. ficus-indica rico em betaninas
sobre massa corporea, leucécitos periféricos, baco e indicadores bioquimicos e
morfoldgicos de fungéo hepatica e renal foi analisado no presente estudo.

O efeito dos diferentes tratamentos sobre a massa corporea dos animais esta
apresentado na Figura 14. Apesar da massa média dos animais de cada grupo ter
oscilado ao longo do periodo experimental (Figura 11A), apenas em 5-FU o ganho
médio de massa (0,82 + 1,8%) foi significativamente menor que em Salina (14,1 +
2,9%; P<0,001). Nao houve diferencga significativa entre o ganho de massa observado
nos grupos SistP 3 (17,8 + 2,6%), SistP 10 (16,2 £ 3,8%) e SistP 30 (15,8 + 1,3%) em

relagéo ao grupo salina (p>0,05).
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Figura 14. (A) Variagédo diaria da massa média nos animais dos grupos submetidos a modelo
experimental murino de transplantacdo de sarcoma 180 tratados com veiculo (Salina) e
Sistema Purificado de O. ficus-indica rico em betaninas (SistP) nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg
e 5-FU na dose de 25 mg/kg ao longo dos oito dias de periodo experimental. (B) Ganho
percentual médio de massa corporea nos animais dos diferentes grupos experimentais apos os
oito dias de periodo experimental. Dados expressos como média + desvio padrdo. Diferenga
significativa simultaneamente observada em comparagdo com os grupos Salina, SistP 3, SistP
10 e SistP 30 estédo expressas como *** p<0,001 (Anova e Teste de comparagdes multiplas de
Tukey).
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Para avaliar o efeito dos agentes antitumorais testados no presente estudo
sobre o sistema imunohematoldgico, foi realizada a analise da série vermelha
(eritrocitaria, Tabela 4) e branca (leucocitaria, Tabela 5) nos animais experimentais.
Nao houve qualquer alteracdo significativa (p>0,05) nos valores referentes a série
vermelha nas amostras analisadas, mas foi observada significativa leucopenia total
nos animais tratados com 5-FU. A anadlise das contagens leucocitarias diferenciais
indicam que esta condicdo leucopénica parece estar associada a neutropenia
importante, determinando consequentemente uma condi¢cao de “pseudolinfocitose”. O
tratamento com SistP ndo promoveu qualquer indicio de supressao
imunohematolégica, independentemente da dose testada (ARAUJO et al., 2016).

O potencial efeito deletério do extrato purificado rico em betanina obtido a partir
do extrato bruto de O. ficus-indica sobre as fungbes hepaticas e renais dos animais
experimentais foi avaliado por meio das dosagens bioquimicas de AST e ALT
(marcadores hepaticos) e ureia e creatinina (marcadores renais) (Tabela 6). Apenas o
grupo 5-FU apresentou um aumento significativo (p<0,05) da enzima aspartato
aminotransferase (AST). Esse aumento, contudo, se apresentou muito proximo do
limite maximo de referéncia descritos por Araujo et al (2016) e parece sugerir apenas

indicios de discreta hepatopatia induzida pelo quimioterapico.
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Tabela 4. Efeito da administragdo do extrato purificado de Opuntia ficus-indica rico em betanina sobre a série vermelha do sangue periférico de

animais submetidos a transplantagao de células tumorais do Sarcoma 180.

Hemoglobina

Hemacias totais Hematécrito  Volume corpuscular Hemoglobina i Concentracao de hemoglobina
Grupo i . corpuscular média o
(x 10° células/mm?3) (%) médio (VCM) (fL) total (g/dL) corpuscular média (CHCM) (%)
(HCM) (pg)
Salina 74+28 43,0+ 17,1 544 +1,7 14,257 12,2+1,2 329+0,5
SistP 3 (3 mg/kg) 6,5+2,0 36,5+11,9 56,1+1,5 12,1+ 3,8 18,5+ 0,7 33,2+0,9
SistP 10 (10 mg/kg) 8,4+0,7 48,2+43 56,8+ 1,6 16,2+1,3 19,1+ 0,6 33,7+0,7
SistP 30 (30 mg/kg) 9,2+1,9 527+ 11,8 570+£1,6 17,3+ 3,6 18,8+ 0,4 33,0+£0,5
5-FU (25 mg/kg) 6,0+£1,6 46,1 £ 8,3 569+1,3 12,7 £ 3,9 19,3+1,3 33,3+£0,5

Tabela 5. Efeito da administragdo do extrato purificado de O. ficus-indica rico em betanina sobre a série branca do sangue periférico de

animais submetidos a transplantacao de células tumorais do Sarcoma 180.

Leucocitos totais Contagem Diferencial de Leucécitos (%)
Grupo (x 10° células/mm?3) Linfocitos Monécitos Neutrofilo
Salina 3,6+22 56,4 + 23,2 84+1,6 351+22,6
SistP 3 (3 mg/kg) 3427 54,5+12,9 12,5+ 3,1 29,3+10,9
SistP 10 (10 mg/kg) 4,6 £2,7 49,3+ 17,8 9,9+3/4 40,7 £ 14,7
SistP 30 (30 mg/kg) 4,3+1,8 58,4 + 16,6 9,2+24 324 +14,5
5-FU (25 mg/kg) 0,6 + 0,3*** 87,6 + 14,8*** 1,0 £ 1,6%** 10,5 £ 6,5***

*** Significativamente diferente dos demais grupos (p< 0,001; ANOVA e teste de comparagdes multiplas de Tukey).
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Tabela 6. Efeito da administracdo do SistP em diferentes concentracbes nos

parametros bioquimicos.

A N
Salina 1054 +£7,25 123,5+4,052 43,8 £ 3,55 0,32 £ 0,01
SistP 3 (3 mg/kg) 104,9+£8,12 122,7+10,042 44,7+ 3,72 0,34 £ 0,02
SistP 10 (10 mg/kg) 104,9+7,21 123,4+11,742 43,9+ 3,72 0,33 £ 0,01
SistP 30 (30 mg/kg) 104,1£9,55 123,1+£10,282 421+14,44 0,32 £ 0,01

5-FU (25 mg/kg) 10,2+ 14,8 203,4+14,80° 4352+3,20 0,33+0,05

VALORES DE REFERENCIA
(min — max)

95,4 + 25,1
(64,0 — 167,0)

12,9+ 31,5
(57,0 — 199,0)

449+7,8
(33,0 — 59,0)

0,3+0,1
(0,2-0,4)

Os dados sdo apresentados como média = Erro Padrdo da Média de 40 animais. Letras
diferentes na mesma coluna representam valores médios significativamente diferentes (p<0,05
— teste ANOVA seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey). Valores de referéncia
para camundongos Swiss (ARAUJO et al., 2016).

A possibilidade de inducdo de efeito deletério sobre indicadores de status
imunolégico e de fungcao hepéatica e renal foi também analisada por meio da avaliagdo
da massa ponderal média do bago, figado e rins, respectivamente, dos animais
experimentais. Como pode ser observado na Figura 15, ndo houve diferenga
significativa na massa ponderal média do figado e rins entre os grupos analisados
(p>0,05). Estes dados estdo em consonancia com aqueles obtidos na analise
bioquimica dos marcadores AST, ALT, ureia e creatinina anteriormente citados no
presente estudo. A auséncia de alteracbes substanciais na massa ou aparéncia
macroscopica desses 0Orgaos, assim como nos seus indicadores bioquimicos de
funcéo, sugere que nao houve efeitos toxicolégicos nesses 6rgaos, pelo menos em
curto prazo de administragéo e analise (BASTOS et al., 2018; ANDRADE et al., 2018;
AMARAL et al., 2020; REZENDE et al., 2020).
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Figura 15. Determinagdo da massa ponderal média do figado, rins e bago nos animais dos
grupos submetidos a modelo experimental murino de transplantagdo de sarcoma 180 tratados
com veiculo (Salina) e extrato purificado de O. ficus-indica rico em betanina (SistP) nas doses
de 3, 10 e 30 mg/kg e 5-fluorouracil (5-FU) na dose de 25 mg/kg ao longo dos oito dias de
periodo Dados expressos como média + desvio padrdo. Diferenga significativa
simultaneamente observada em comparagdo com os grupos Salina estao expressas como *
p<0,05 (Anova e Teste de comparag¢des multiplas de Tukey).

Por outro lado, a Figura 15 mostra que o 5-FU induziu uma redugéo
significativa da massa ponderal esplénica (144,9 + 19,8 mg/g) em comparagédo com o
grupo Salina (270,3 + 37,1 mg/g; p<0,05). Esses dados também corroboram aqueles
obtidos na andlise hematoldgica da série branca (leucocitaria), e sdo sugestivos de
indugdo de imunossupressdo (KE et al.,, 2016). Nao houve diferenca significativa,
contudo, nas massas ponderais esplénicas dos grupos SistP 3 (253,6 + 30,6 mg/g),
SistP 10 (210,7 £ 20,9 mg/g) e SistP 30 (186,6 £ 26,3 mg/g), e nem entre elas e os
grupos salina e 5-FU (p>0,05).

Assim como anteriormente relatado por El-Sayyad et al., (2009), o tratamento

com 5-FU promoveu, no presente estudo, efeitos colaterais como perda de massa
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corporea, mielossupressio severa e indicios de hepatopatia. Estes efeitos deletérios
induzidos por esse quimioterapico também foram observados em modelo murino de
sarcoma 180 por Bastos et al. (2018), Andrade et al (2018), Amaral et al. (2020) e
Rezende et al. (2021), suportando os achados de toxicidade desse composto. No
entanto, nenhuma das doses testadas do sistema purificado rico em betanina obtido
do extrato de O. ficus-indica promoveu alteragdes expressivas imunohematoldgicas ou
nos indicadores bioquimicos de funcao renal e hepatica. Esses dados sugerem certa
seguranga no uso do sistema na dose terapéutica identificada no presente trabalho.

Porém, nao se deve perder de vista que o tempo de tratamento com o 5-FU e
SistP foi relativamente curto, o que pode ter influenciado nos dados bioquimicos aqui
analisados (OLIVEIRA et al. 2011; PASSONI et al., 2013). Ainda assim, a auséncia de
toxicidade do sistema purificado testado no presente estudo parece ser corroborada
por investigacdes prévias realizadas por Halmi et al. (2013), demonstrando que a
suplementacao dietética diaria de coelhos com 2 g/kg de extrato aquoso de cladédios
de O. ficus-indica por trés meses consecutivos nao promoveu qualquer indicio de
efeito toxicolégico nos animais experimentais. Adicionalmente, a suplementagcado da
agua oferecida a ratos Wistar com 25% de solucdo obtida a partir de folhas de O.
ficus-indica por trés meses também ndo mostrou sinais clinicos ou morfofuncionais de
toxicidade (Hfaiedh et al., 2008).

De especial interesse foi o fato de que o tratamento com SistP na dose de 30
mg/kg promoveu atividade antitumoral significativa e comparavel ao quimioterapico
convencional (5-FU), mas n&o apresentou efeito toxicoldgico expressivo, sobre os
indicadores hematoldgicos e bioquimicos. Estes dados parecem sugerir que a dose de
30 mg/kg do SistP pode ser tao efetiva quanto o quimioterapico convencional, utilizado
como controle positivo no presente estudo, no combate a progressdo tumoral do
sarcoma 180, mas substancialmente menos agressivo as células e tecidos normais do
organismo. Diante destes dados, € possivel inferir que esta dose poderia funcionar
como ponto de partida para estudos posteriores visando o desenvolvimento de
formulagdes passiveis de serem testadas em ensaios de atividade antitumoral e/ou
quimiopreventiva em outros sistemas bioldégicos mais complexos e, qui¢ca, em

humanos.
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7. CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos, e dentro das condi¢des experimentais
estudadas no presente trabalho, é possivel concluir que:

v O extrato purificado de O. ficus-indica rico em betanina (SistP, 30 pg/mL)
apresentou forte citotoxicidade (>75%) contra as células tumorais HCT-116,
SNB19 e PC3.

v O extrato purificado de O. ficus-indica rico em betanina (SistP, 30 mg/kg)
promoveu inibicdo do crescimento tumoral de maneira comparavel ao
quimioterapico padrao 5 fluorouracil.

v" Os sarcomas 180 desenvolvidos em animais tratados com extrato purificado de
O. ficus-indica rico em betanina (SistP, 30 mg/kg) exibiram caracteristicas
histolégicas sugestivas de menor agressividade tumoral (crescimento mais
expansivo que infiltrativo e menor quantidade de areas de necrose).

v A atividade antitumoral desempenhada pelo extrato purificado de O. ficus-
indica rico em betanina (SistP, 30 mg/kg) parece estar associada a ativagéo da
apoptose em células tumorais pela via mitocondrial.

v' A administragdo do extrato purificado de O. ficus-indica rico em betanina
(SistP) ndo promoveu alteracdes hematoldgicas, anatomopatoldgicas ou
bioquimicas sugestivas de efeitos toxicoldgicos sobre o sistema imunolédgico ou
sobre a funcédo hepatica e renal dos animais experimentais em qualquer uma

das doses testadas.
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Apéndice 1

Avaliagao histopatolégica dos érgaos excisionados.

As amostras de orgaos e dos tumores removidos serdo armazenadas em solugéo de
formaldeido 10% tamponado. Decorridas 24h da fixagdo dos espécimes, estes seréo
submetidos ao processamento histolégico de rotina laboratorial para obtencdo das
secgbes histologicas a serem avaliadas em microscopia Optica. Para analise

histopatoldgica dos 6rgaos serdo considerados os seguintes critérios:

Alteracdes Renais:

a) Alteracdes degenerativas glomerulares

1. Formacado de “crescentes” (proliferacdo das células do folheto parietal da
capsula de Bowman, estimuladas por deposic¢ao de fibrina, que podem obliterar
0 espaco de Bowman).

2. Glomerulonefrite membranosa (geralmente associada a disturbios glomerulares
que causam sindrome nefrotica (com proteindria intensa) e se apresenta como
espessamento da parede dos capilares glomerulares).

3. Glomerulonefrite proliferativa (ocorre acentuada lobulagao glomerular (tufos
glomerulares se destacam uns dos outros a maneira de folhas de trevo),
hipercelularidade (devido a proliferacdo de células mesangiais) e e
espessamento da parede dos capilares glomerulares).

4, Depésitos amiloides glomerulares

Alteragdes degenerativas tubulares

1. Hipertrofia tubular

2 Atrofia tubular

3. Acumulo de material proteinaceo
4

Alteragées vasculares renais — Espessamento da parede e redugdo da luz de
pequenas artérias, que ocorre devido a processos isquémicos ou por reducgdo
expressiva da circulagdo sanguinea em gloméruloshialinizados.

1. Alteragdes inflamatodrias e/ou necrose glomerular/tubular.
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Alteracoes Hepaticas:

a) Alteracdes degenerativas

1. Degeneracgdo vacuolar hidropica

2. Degeneragao vacuolar por acumulo de glicogénio (glicogenose)
1. Degeneragao vacuolar gordurosa (esteatose)

2. Colestase (acumulo hepatico de bilirrubina)

3. Acumulo intracitoplasmatico

4. Acumulo intraductal

b) Alteragdes inflamatérias
1. Hepatite interlobular

2. Hepatite intralobular

c¢) Outras alteracdes hepaticas
Fibrose hepatica (cirrose)
Proliferagdo ductal (geralmente pés-cirrética ou inflamatoria)
Degeneracéo hialina do hepatdcito (degeneragao citoplasmatica hialina em
“vidro-fosco”)
4, Megalocitose hepatica (balonizacao citoplasmatica)

Necrose hepatica

Alteragoes Esplénicas:

1. Fibrose esplénica

2 Abscesso esplénico

3. Aumento do numero de megacariocitos
4 Atrofia da polpa branca

Para possibilitar uma analise comparativa semiquantitativa da intensidade das
alteragdes histopatoldgicas nos diferentes 6rgaos e grupos experimentais, estas,
quando presentes, serdao categorizadas em leve (disturbio atinge menos de 10% do
parénquima do 6rgao), moderada (disturbio atinge entre 10 e 50% do parénquima do

6rgao) e intensa (disturbio atinge mais de 10% do parénquima do érgao).
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