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RESUMO 

 

O câncer de mama é um problema de saúde pública, com uma alta incidência e sendo a 

principal causa de morte por câncer em mulheres no Brasil e no mundo. Dentre os processos 

envolvidos no microambiente tumoral da mama, destacam-se a angiogênese e a inflamação, 

tendo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e os 

macrófagos, como os principais fatores desses processos. Recentemente, o extrato de Euterpe 

oleracea (açaí), um fruto abundantemente encontrado na região amazônica, apresentou efeito 

antitumoral in vitro em linhagens de células de carcinoma mamário humano. Desse modo, o 

presente estudo teve como objetivo estabelecer um modelo experimental de carcinoma mamário 

e avaliar o potencial efeito farmacológico do açaí no câncer de mama. Foram utilizadas 40 ratas 

Wistar, distribuídas aleatoriamente em 2 grupos: tratado com 200 mg/kg de extrato de açaí e 

controle que recebeu apenas o veículo, ambos via gavagem durante 16 semanas. Um dia depois 

do início do tratamento, foi induzido o tumor mamário com administração de 25 mg/kg de 

DMBA (7,12-dimetil benzo antraceno) via subcutânea na região mamária. Ao final do 

tratamento o tumor foi coletado para as análises macroscópica, histológicas e 

imunohistoquímica (VEGF, receptor do fator de crescimento endotelial vascular - FLK, COX-2 

e metaloproteinase de matriz 9 - MMP-9); sangue para a dosagem dos níveis glicêmicos e 

lavado peritoneal para as análises bioquímica (óxido nítrico), citometria de fluxo (F4-80/MAC-

2+) e ELISA (VEGF, prostaglandina E2 - PGE2 e interleucina 10 - IL-10). As amostras do 

coração, fígado e rins foram coletadas para análises toxicológicas. O estabelecimento tumoral 

foi confirmado, após 16 semanas da indução, pela avaliação macroscópica e histológica, com 

uma taxa de indução tumoral e óbitos de 93,2% e 43,8%, respectivamente. Após tratamento 

com açaí, na análise histológica verificou-se uma diminuição das células inflamatórias, uma 

menor imunomarcação para VEGF, FLK e COX-2, diminuição no número de macrófagos e 

níveis significativamente menores de VEGF, PGE2 e IL-10, no grupo tratado com açaí 

comparado ao controle. O açaí aumentou a sobrevida dos animais (P = 0,002, Teste de long-

rank), reduziu significativamente o número de óbitos (P = 0,0036, Teste Qui-quadrado) e 

protegeu o fígado e os rins dos efeitos tóxicos causados pelo carcinógeno DMBA. Esses 

resultados indicam que o açaí reduziu o processo inflamatório e angiogênico, provavelmente 

pela a redução significativa no número de macrófagos, inibindo a sinalização VEGF/FLK e os 

níveis de PGE2, contribuindo para a redução do carcinoma mamário. Concluímos que o açaí é 

um potencial agente terapêutico coadjuvante para ser testado no tratamento do câncer de mama. 

 

 

Palavras-chave: Neoplasia da mama, Terapêutica, Modelo animal, Euterpe oleracea. 
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is a public health problem with high incidence among women and the 

leading cause of cancer death in women in Brazil and the world. Among the processes involved 

in the breast tumor microenvironment, angiogenesis and inflammation plays a central role, with 

the Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), cyclooxygenase 2 (COX-2) and macrophages, 

as the main factors of these processes. Recently, the extract of Euterpe oleracea (açaí), a fruit 

that is widely found in the Amazon region, already showed antitumorigenic effect in vitro in 

human breast cancer cell lines. The present study aimed to establish a breast carcinoma 

experimental animal model and investigate the potential pharmacological effect of açaí on 

breast cancer. Forty female Wistar rats were randomized into two groups: treated with 200 

mg/kg of açaí extract or vehicle, via gastric tube for 16 consecutive weeks. One day after 

initiation of treatment, mammary carcinogenesis was induced using a subcutaneous injection of 

25 mg/kg of 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) in the mammary gland. After treatment, the 

tumor was collected for macroscopic, histological and immunohistochemical (VEGF, FLK, 

COX-2 and MMP-9) analyzes; blood for measurement of glucose levels and the peritoneal fluid 

was collected to nitric oxide (NO) dosage, flow cytometry (F4-80/MAC-2+) and ELISA 

immunoassay (VEGF, PGE2 e IL-10). Heart, liver and kidney samples were collected for 

toxicological analysis. The mammary carcinoma was confirmed, after 16 weeks of induction, by 

macroscopic and histological evaluation, and tumor incidences rate were 93.2% and of deaths 

were 43.8%. After the treatment with açaí, a decrease in the number of inflammatory cells was 

observed in the histological analysis and a reduction in immunostaining of VEGF, FLK and 

COX-2 was observed and macrophages levels were lower in the treated group than the control 

group. The treated group also exhibited lower concentrations of PGE2, VEGF and IL-10 

compared to the control group. Survival analysis indicates that açaí increased the survival (P = 

0.0002, long-rank test) and reduced the deaths number (P = 0.0036, Chi-square test) in the 

treated group and protect the liver and kidneys the toxics effects of DMBA. The results of this 

study demonstrated the antiangiogenic and anti-inflammatory potential of açaí, probably by the 

decreases the number of activated macrophages, resulting in the reduction of the VEGF, FLK 

and COX-2 and may reduce the development of breast cancer. We concluded that açaí is a 

promising therapeutic agent for breast cancer. 

 

 

 

 

Keywords: Breast Neoplasms, Therapeutics, Animal Models, Euterpe oleracea. 
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UEZO Fundação Centro Universitário Estadual da Zona Oeste 

VCAM-1 Molécula de adesão de célula vascular-1 

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular 

VEGF-A Fator de crescimento endotelial vascular A 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer tornou-se um problema global de saúde pública, em virtude do 

aumento de sua incidência nos últimos anos, devido ao envelhecimento populacional e 

ao aumento da exposição a fatores de risco ambientais (TORRE et al., 2015). No 

mundo, em 2012, foram observados aproximadamente 14,1 milhões de novos casos de 

câncer, cerca de 8,2 milhões de mortes e 32,6 milhões com câncer. Dentre essas 

estimativas, 8 milhões dos novos casos de câncer, 5,3 milhões das mortes e 15,6 

milhões dos que viviam com câncer aconteceram em países em desenvolvimento 

(IARC, 2012). Para o Brasil, nos anos de 2016 e 2017, o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA) estimou a ocorrência de 600 mil novos casos de câncer (INCA, 2015). Até 

2030, no mundo, estima-se um aumento significativo no número de novos casos de 

câncer por ano de aproximadamente 21,7 milhões e 13 milhões de mortes por câncer 

(ACS, 2015a).  

Entre essas estimativas mundiais do ano de 2012, cerca de 6,7 milhões de novos 

casos de câncer e 3,5 milhões de mortes ocorreram em mulheres. E uma das 

localizações de câncer que tem maior incidência nas mulheres é a mama, sendo também 

a principal causa de morte por câncer nas mulheres no mundo (IARC, 2012; ACS, 

2015b). No Brasil, também é a neoplasia mais comum nas mulheres se excluirmos os 

tumores de pele não melanoma, sendo estimados 57.960 novos casos para 2016 e 2017, 

com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2015), sendo 

também a maior causa de morte por câncer (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

O câncer de mama, assim como o câncer em geral, é o desequilíbrio entre a 

proliferação e a morte celular, promovendo alterações no crescimento celular ou 

apoptose e levando ao surgimento do tumor. Isso ocorre devido a alterações genéticas, 

podendo ser hereditárias ou em virtude de exposição a fatores ambientais ou 

fisiológicos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

Atualmente, os tipos de tratamento para o câncer de mama são: cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia, inibidores hormonais e anticorpos monoclonais (EBCTCG, 

2005a; NOUNOU et al., 2015). Os tratamentos disponíveis para essa doença são de 

elevado custo e nem sempre apresentam os resultados esperados. Assim, a busca 

contínua por novas terapias farmacológicas torna-se relevante. 
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Recentemente, o extrato Euterpe oleracea, popularmente conhecido como açaí, 

principalmente encontrado na região Amazônica (LICHTENTHÄLER et al., 2005; 

SCHAUSS et al., 2006a), vem sendo investigado não apenas por seus benefícios 

decorrentes de seus macronutrientes, mas também devido a suas propriedades 

farmacológicas, em função da sua atividade antioxidante, anti-inflamatória e 

anticancerígena (HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). 

Resultados promissores foram recentemente apresentados por Silva et al. (2014), que 

observaram o efeito antitumoral do extrato do açaí em um estudo, in vitro, utilizando 

linhagens de células de carcinoma mamário humano. Até o presente momento não 

existem dados sobre o efeito farmacológico ou tóxico do extrato de Euterpe oleracea 

em modelo experimental, in vivo, de câncer de mama. Nesse contexto, surge a 

necessidade de estudos mais abrangentes para avaliar o efeito farmacológico, bem como 

a toxicidade do açaí na terapia do câncer de mama. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Anatomia e histologia da mama feminina 

 

A mama feminina é um órgão par, situado sob o músculo peitoral na parede 

torácica superior. Sua principal função é a produção de leite e é constituído por epitélio 

e estroma especializado (KUMAR e PERKINS, 2010). A composição histológica da 

mama humana varia conforme a idade, o sexo e o estado fisiológico (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2013). Para auxiliar no diagnóstico das doenças da mama, ela é dividida 

em quadrantes, sendo: região central da mama, superior lateral e medial, inferior lateral 

e medial (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

A glândula mamária humana do nascimento até a puberdade é imatura e não 

cresce, ou seja, está no estado de quiescência (MACIAS e HINCK, 2012). Nessa fase, é 

constituída por seios e ductos galactóforos, compostos por ramificações e porções 

dilatadas (MACIAS e HINCK, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Na 

puberdade, os ductos são alongados por estímulo de hormônios ovarianos e há também 

a diferenciação em células do epitélio luminal e mioepiteliais, que constituem os ductos 

(Figura 1) (MACIAS e HINCK, 2012). 

 

 

Figura 1: Anatomia da mama humana durante a puberdade não gravídica. Adaptado de Breast Cancer 

Treatment (PDQ), 2015.  

 

Na mulher adulta, o estroma interlobular da mama é composto por tecido fibroso 

denso e tecido adiposo, que envolvem os lóbulos, contendo uma mistura de linfócitos 

disseminados e é responsivo hormonalmente (Figura 2) (KUMAR e PERKINS, 2010). 
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No mamilo, originam-se de seis a dez dos principais ductos mamários, estando o 

epitélio escamoso queratinizado da pele dentro dos ductos, alterando-se subitamente 

para um epitélio cuboidal com dupla camada que reveste o ducto. O ducto terminal 

então ramifica-se, criando um agrupamento de pequenos ácinos, que se assemelham a 

um cacho de uva e, assim, formando o lóbulo (KUMAR e PERKINS, 2010). 

 

 

Figura 2: Histologia da mama feminina. Mama composta por lóbulos e ductos envolvidos pelo estroma 

interlobular, composto principalmente por tecido fibroso denso. Fonte: 

<http://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html>. 

 

Os lóbulos e ductos são cobertos por dois tipos de células: as mioepiteliais e as 

epiteliais luminais. As células mioepiteliais são compostas por miofilamentos, ficam 

sobre a membrana basal e auxiliam na saída do leite e dão base aos lóbulos. Essas 

células são revestidas pelas células epiteliais luminais. Dessa forma, apenas as células 

luminais do ducto terminal e do lóbulo são responsáveis pela produção do leite 

(KUMAR e PERKINS, 2010). 

Durante a gravidez, as glândulas mamárias iniciam um intenso crescimento e 

desenvolvimento, e ductos dão lugar a alvéolos mamários (unidades secretoras 

tubuloalveolares) em decorrência da ação de vários hormônios como estrógenos, 

progesterona, prolactina e lactogênio placentário humano (Figura 3) (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2013). E é só nessa fase, ou seja, no início da gravidez, que a mama fica 

inteiramente madura e funcional (KUMAR e PERKINS, 2010). O leite humano é 

produzido durante a fase de lactação pelas células epiteliais dos alvéolos e quando a 

amamentação cessa, a maior parte desses alvéolos que se originaram durante a gestação 

degenera por apoptose e são eliminados pelos macrófagos (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2013). 
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Figura 3: Glândula mamária feminina inativa e ativa e suas modificações durante a gravidez e lactação. 

Fonte: Junqueira LC, Carneiro J. Histologia Geral. 12ª ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2013. 

   

Um pouco antes da menopausa, inicia-se um processo de atrofia do tecido 

mamário, sendo substituído progressivamente por tecido adiposo, até que na menopausa 

é quase que inteiramente formado por esse tecido e também por resíduos de tecido 

glandular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). A transição entre essas etapas e as 

alterações fisiológicas do tecido mamário são mediadas pela ação de hormônios, sendo 

o principal deles o estrogênio. Porém, ainda é insuficiente o que se sabe sobre os 

mecanismos nos quais as células epiteliais e estromais respondem aos estímulos 

hormonais, pois uma possível desregulação nesse processo pode desencadear em 

condições patológicas, como, por exemplo, o câncer (MACON e FENTON, 2013). 

 

2.2 Câncer de mama: Conceito e epidemiologia 

 

O câncer de mama é o desequilíbrio entre a proliferação e a morte celular, 

promovendo alterações no crescimento celular ou apoptose e levando ao surgimento do 

tumor (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; ACS, 2015c). Esse evento ocorre em virtude 

de alterações genéticas, podendo ser hereditárias ou devido a exposições a fatores 

ambientais ou fisiológicos (alterações hormonais) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 
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Atualmente, o câncer de mama é um problema global de saúde pública, sendo 

uma das mais frequentes e importantes doenças que acometem as mulheres no mundo, 

tanto em regiões desenvolvidas (794 mil casos) como em regiões em desenvolvimento 

(883 mil casos) (IARC, 2012). É a segunda localização de tumor mais frequente no 

mundo e a primeira entre as mulheres, acometendo cerca de 1,38 milhão de indivíduos 

por ano (ACS, 2015b). Em 2012, foram diagnosticados no mundo 1,67 milhão de novos 

casos desta neoplasia, equivalendo-se a 25% de todos os tipos diagnosticados em 

mulheres (IARC, 2012; INCA, 2014). 

São estimados para o ano de 2016, nos Estados Unidos, cerca de 247 mil novos 

casos de câncer de mama em mulheres, sendo a neoplasia mais comum no sexo 

feminino, representando 29% de todos os cânceres diagnosticados, com um número de 

óbitos em torno de 40 mil, totalizando 14% das mortes por todos os cânceres, atrás 

apenas do câncer de pulmão, conforme tabela 1 (ACS, 2015b). 

 

Tabela 1. Estimativa de 2016 nos EUA de casos novos e óbitos pelas principais 

localizações de câncer por sexo. 

Estimativa de novos casos* Estimativa de óbitos 

Masculino Feminino Masculino Feminino 

Próstata 

180.890 (21%) 
Mama 

246.660 (29%) 

Pulmão e brônquio 

85.920 (27%) 

Pulmão e brônquio 

72.160 (26%) 

Pulmão e brônquio 

117.920 (14%) 

Pulmão e brônquio 

106.470 (13%) 

Próstata 

26.120 (8%) 
Mama 

40.450 (14%) 
Cólon e reto 

70.820 (8%) 

Cólon e reto 

63.670 (8%) 

Cólon e reto 

26.020 (8%) 

Cólon e reto 

23.170 (8%) 

Bexiga urinária 

58.950 (7%) 

Corpus uterino 

60.050 (7%) 

Pâncreas 

21.450 (7%) 

Pâncreas 

20.330 (7%) 

Melanoma da pele 

46.870 (6%) 

Tireoide 

49.350 (6%) 

Fígado e vias biliares 

18.280 (6%) 

Ovário 

14.240 (5%) 

Linfoma Não-Hodgkin 

40.170 (5%) 

Linfoma Não-Hodgkin 

32.410 (4%) 

Leucemia 

14.130 (4%) 

Corpus uterino 

10.470 (4%) 

Renal e pélvico renal 

39.650 (5%) 

Melanoma da pele 

29.510 (3%) 

Esôfago 

12.720 (4%) 

Leucemia 

10.270 (4%) 

Cavidade oral e faringe 

34.780 (4%) 

Leucemia 

26.050 (3%) 

Bexiga urinária 

11.820 (4%) 

Fígado e vias biliares 

8.890 (3%) 

Leucemia 

34.090 (4%) 

Pâncreas 

25.400 (3%) 

Linfoma Não-Hodgkin 

11.520 (4%) 

Linfoma Não-Hodgkin 

8.630 (3%) 

Fígado e vias biliares 

28.410 (3%) 

Renal e pélvico renal 

23.050 (3%) 

Cérebro e sistema nervoso 

9.440 (3%) 

Cérebro e sistema nervoso 

6.610 (2%) 

Todas as localizações 

841.390 (100%) 

Todas as localizações 

843.820 (100%) 

Todas as localizações 

314.290 (100%) 

Todas as localizações 

281.400 (100%) 

* Excluindo câncer de pele basocelular e de células escamosas e carcinoma in situ exceto bexiga urinária. 

Adaptada do ACS - http://www.cancer.org/Research/CancerFactsstatistics/cancerfactsfigure2016/index. 

 

No Brasil, excluindo-se os tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é a 

neoplasia mais comum nas mulheres, sendo estimados 57.960 novos casos em 2016 e 

http://www.cancer.org/Research/CancerFactsstatistics/cancerfactsfigure2016/index
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2017, representando 28,1% de todos os casos de neoplasias em mulheres, com um risco 

estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 4) (INCA, 2015).  

 

 

Figura 4: Dez tipos de câncer mais incidentes nas mulheres no Brasil, estimados para 2016 e 2017, 

exceto pele não melanoma. * Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10. Adaptado de INCA 

(2015). 

 

Se considerarmos as regiões do Brasil, excluindo os cânceres de pele não 

melanoma, o de mama é o câncer mais incidente nas mulheres nas regiões Sul 

(74,30/100.000), Sudeste (68,08/100.000), Centro-Oeste (55,87/100.000) e Nordeste 

(38,74/100.000). Já na região Norte, é o segundo tumor mais frequente, com um risco 

estimado de 22,26 a cada 100 mil mulheres (Figura 5) (INCA, 2015).   

 

 

Figura 5: Representação espacial das taxas brutas de incidência por 100 mil mulheres, estimadas para o 

ano de 2016, segundo Unidade de Federação (neoplasia maligna da mama feminina). Fonte: INCA, 2015. 

 

A incidência e a mortalidade por câncer de mama, desde as estimativas de 2008, 

vêm aumentando, com um acréscimo de 20% para a incidência e de 14% para a 

mortalidade (IARC, 2012). Conforme dados provenientes de Registros Hospitalares, em 

média, 60% dos tumores de mama são diagnosticados no estádio III ou IV (THULER e 

MENDONÇA, 2005; SIMON et al., 2009), acarretando um maior risco de mortalidade. 
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Com isso, o câncer de mama ocupa a quinta causa de morte por neoplasia em geral no 

mundo e, no Brasil, ocupa a quarta posição (IARC, 2012). Dados do ano de 2012 

indicam que no sexo feminino é a causa de morte por tumor mais frequente, tanto em 

regiões desenvolvidas, com um total de 198 mil mortes, representando 15,4% do total 

de óbitos, quanto em regiões em desenvolvimento, com 324 mil mortes, equivalendo a 

14,3% do total, perdendo apenas para o câncer de pulmão (Figura 6) (IARC, 2012). 

 

 

Figura 6: Mortalidade pelas localizações de cânceres mais frequentes na população feminina em regiões 

desenvolvidas e em desenvolvimento em 2012. Adaptado de 

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx. 

 

No ano de 2012, em todo o mundo, 1,7 milhão de mulheres foram 

diagnosticadas com câncer de mama, havendo 6,232 milhões de mulheres vivas, 

diagnosticadas com a doença nos últimos 5 anos com um total de 522 mil mortes em 

decorrência dessa neoplasia (IARC, 2012). No Brasil, a mortalidade pelo câncer de 

mama também é a maior causa de morte por câncer entre mulheres, havendo em 2013, 

um total de 14.206 óbitos, tendo a região Sul (12,7 óbitos por 100 mil mulheres) e a 

Sudeste (12,62 óbitos por 100 mil mulheres) as maiores taxas (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2013).  

Apesar da crescente mortalidade, a sobrevida por esse câncer vem melhorando 

nas últimas 4 décadas em países desenvolvidos (INCA, 2014), possivelmente pelo 

avanço no diagnóstico precoce e pelas melhorias nos tratamentos ofertados (ACS, 

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx
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2015b; NOUNOU et al., 2015). Atualmente, a sobrevida de cinco anos é de 85% para os 

países desenvolvidos, porém para os países em desenvolvimento esses valores não 

aumentaram, estando entre 50 e 70% (INCA, 2015). Dessa forma, mesmo considerado 

um câncer de relativo bom prognóstico, desde que diagnosticado e tratado 

oportunamente, as taxas de mortalidade do câncer de mama continuam elevadas no 

Brasil, muito possivelmente porque a doença está sendo diagnosticada ainda em 

estágios avançados (LEE et al., 2012; INCA, 2014).  

 

2.3 Diagnóstico e caracterização tumoral do câncer de mama 

 

O diagnóstico do câncer de mama é feito normalmente por meio de exame 

clínico das mamas, mamografia, ultrassom, ressonância magnética, biópsia 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2002; NOUNOU et al., 2015), avaliação dos 

receptores hormonais positivos para estrogênio (RE) e progesterona (RP) e a expressão 

do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER-2) (ANDERSON, SCHWAB e 

MARTINEZ, 2014; ACS, 2015c). No Brasil, a periodicidade e a população-alvo para o 

rastreamento do câncer de mama são definidas pelo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013), 

conforme tabela abaixo: 

 

Tabela 2: Rastreamento do câncer de mama no Brasil. 

População-alvo Periodicidade dos exames 

Mulheres de 35 anos ou mais com 

risco elevado 

Exame clínico das mamas e mamografia anual 

Mulheres entre 40 a 49 anos Exame clínico das mamas anual e se houver alteração 

realizar mamografia 

Mulheres entre 50 a 69 anos Exame clínico das mamas anual e mamografia a cada 

dois anos 

Fonte: Ministério da Saúde, 2013. 

 

O exame clínico das mamas (ECM) é realizado pela inspeção estática e 

dinâmica, palpação das mamas e dos gânglios axilares e supraclaviculares (Figura 7) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). O ECM tem como finalidade observar e identificar 

alterações visuais nas mamas, como assimetrias, alterações no contorno da mama, 

ulcerações cutâneas, diferenças na cor da pele, textura e temperatura, além de verificar a 
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presença de nódulos palpáveis e a saída de secreção pelos mamilos (GUSSO e LOPES, 

2012; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

 

Figura 7: Exame clínico das mamas. Adaptado do Ministério da Saúde, 2013. 

 

A mamografia consiste em uma imagem de raio-X da mama (ACS, 2015c; 

NOUNOU et al., 2015), e é a técnica mais indicada para diagnosticar o câncer de mama 

após os 35 anos de idade, pois a sensibilidade da mamografia é menor em mamas 

densas do que naquelas com predomínio de tecidos adiposos (CHALA e BARROS, 

2007; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Segundo o American Cancer Society (ACS) 

(2015c), o rastreamento pela mamografia reduz em 20% o risco de morrer por câncer de 

mama. 

A ultrassonografia, que também é um método de diagnóstico por imagem, é 

indicada a pacientes jovens e com mamas densas. Esse método auxilia na diferenciação 

entre lesões císticas ou sólidas, lesões palpáveis com mamografia negativa ou 

inconclusiva, em pacientes jovens com lesão palpável, em mulheres com alterações no 

exame clínico no ciclo grávido-puerperal, nas doenças inflamatórias e abcessos e nas 

coleções (CHALA e BARROS, 2007; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; BEDNARSKI 

et al., 2015). 

A ressonância magnética (RM) da mama é outro método de diagnóstico por 

imagem de alta resolução, que utiliza campo magnético em vez de raio-X. É utilizada 

como um método complementar à mamografia e à ultrassonografia da mama, pois 

apresenta uma elevada sensibilidade para a detecção do câncer de mama, porém não 

deve substituir o rastreio por meio da mamografia (CHALA e BARROS, 2007; ACS, 

2015c; NOUNOU et al., 2015).  No Brasil, a RM é mais indicada nos casos em que os 
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métodos tradicionais deram resultados inconclusivos, em carcinoma oculto, para 

auxiliar no planejamento terapêutico, para a avaliação da resposta à quimioterapia 

neoadjuvante, para as suspeitas de recidivas e, por fim, para avaliar possíveis 

complicações dos implantes mamários (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

A mamografia, a ultrassonografia e a RM da mama têm seus resultados 

classificados de acordo com o Breast Imaging Reporting and Data System (BI-

RADS®), conforme tabela 3 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

 

Tabela 3: Categorias BI-RADS® para o exame mamográfico, sua interpretação e 

recomendação de conduta. 

Categoria Interpretação Recomendação de conduta 

0 Exame incompleto Correlação com outros métodos de imagem e 

comparação com mamografia do ano anterior. 

1 Exame negativo Rotina de rastreamento de acordo com a faixa etária 

ou continuar a investigar se o ECM for alterado 

2 Exame com achado tipicamente 

benigno 

Rotina de rastreamento de acordo com a faixa etária 

3 Exame com achado provavelmente 

benigno 

Controle radiológico * 

4 Exame com achado suspeito 
Avaliação por exames cito ou histopatológicos 

5 Exame com achado altamente 

suspeito 

6 Exame com achados cuja 

malignidade já está comprovada 

Terapêutica específica em Unidade de Tratamento 

de Câncer 

* Está indicado exame histopatológico nas lesões categoria 3 quando houver impossibilidade de realizar o 

controle; quando a lesão encontrada for concomitante à lesão suspeita ou altamente suspeita homo ou 

contralateral; ou em pacientes que tenham indicação para terapia de reposição hormonal. Fonte: 

Ministério da Saúde, 2013. 

 

A biópsia da mama é o método definitivo para o diagnóstico do câncer de mama 

(NOUNOU et al., 2015), sendo a biópsia cirúrgica (excisional) o método considerado 

"padrão ouro". Porém, em tumores mamários em estádios avançados, a utilização de 

biópsias menos invasivas é uma alternativa no panorama do custo-efetividade para 

prover o diagnóstico antes da conduta terapêutica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).  

Existem dois tipos de biópsias por agulhamento: a punção por agulha fina (PAAF), que 

é o método menos invasivo e remove células da mama e a biópsia percutânea com 

agulha grossa (PAG), que remove tecidos cilíndricos pequenos (NOUNOU et al., 2015). 

Há, ainda, a biópsia percutânea a vácuo, que utiliza um sistema de aspiração a vácuo e é 

guiado por raio-X, ultrassonografia ou RM, além da biópsia cirúrgica incisional, em que 

é retirada parte da lesão e a excisional, que retira toda a lesão da mama (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2013). 
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Todos os métodos de biópsias necessitam de estudo histopatológico, que deve 

descrever as características dos tumores de acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), em sua 4ª edição da classificação dos tipos histológicos do câncer de 

mama (Anexo I) (GOBBI, 2012).  

Em relação aos receptores hormonais, os tumores são avaliados quanto à 

positividade ou não para RE e RP, e também quanto a superexpressão de HER-2 

(ANDERSON, SCHWAB e MARTINEZ, 2014; ACS, 2015c). Com essa avaliação, o 

tumor é caracterizado molecularmente e é subclassificado de acordo com o sistema da 

Sociedade de Câncer (ACS, 2015c), conforme tabela 4. 

 

Tabela 4: Caracterização dos subtipos dos tumores de mama. 

Subtipo Características 

moleculares e genéticas 

Prevalência Características clínicas 

Luminal A RE + e/ou RP+, HER2−, 

baixo Ki-67 

74% Crescimento lento; 

Menos agressivo; 

Baixa recorrência; 

Alta sobrevivência; 

Melhor prognóstico de todos os subtipos; 

Respondem à terapia endócrina. 

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+ 

(ou HER2 com alta de 

Ki67) 

10%  Altas taxas de proliferação; 

Prognóstico pior do que Luminal A; 

Respondem à terapia endócrina. 

HER-2 HER-2 + e RH- 4% Tendem a crescer e a se espalhar de forma mais 

agressiva; 

Maior grau histológico; 

Pior prognóstico a curto prazo; 

Existem terapias específicas. 

Triplo 

negativo 

RE-, RP- e HER-2- 12% Idade mais jovem no momento do diagnóstico; 

Mutação no gene BRCA1*; 

Alto grau histológico; 

As maiores taxas de recorrência à distância após 

a cirurgia; 

Mau prognóstico a curto prazo; 

Não tem terapias específicas. 

* Não é exclusivo do tumor de mama triplo negativo, podendo ocorrer nos outros subtipos. Fonte: (ACS, 

2015c). 

 

Os tumores podem ainda ser classificados de acordo com o tamanho tumoral (T) 

em centímetros, o grau de envolvimento linfonodal (N) e o número de metástases à 

distância (M), todos no momento do diagnóstico por meio da Classificação de Tumores 

Malignos (TNM) (Anexo II) da União Internacional Contra o Câncer (UICC, 2002). 

Assim, a conduta terapêutica para cada paciente baseia-se nos exames e 

classificações dos tipos de câncer de mama descritos anteriormente. 
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2.4 Microambiente tumoral 

 

Vários processos estão envolvidos no crescimento tumoral, sendo eles, a 

manutenção da sinalização proliferativa, a evasão de sinais supressores do crescimento, 

a imortalidade celular e replicativa, a inflamação e a indução da angiogênese, invasão e 

metástase (Figura 8) (HANAHAN e WEINBERG, 2011; CHEN et al., 2017). Dentre 

esses processos, a angiogênese, que é a formação de novos vasos sanguíneos 

(neovascularização) a partir de vasos pré-existentes, responsável ainda pela 

remodelação e maturação desses novos vasos, é um importante evento para o 

desenvolvimento do tumor, estando envolvido no crescimento tumoral primário, na 

invasão e na metástase (FOLKMAN, 2007; CHU e WANG, 2012; WELTI et al., 2013).  

 

 

Figura 8: Características de células tumorais. Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011. 

 

O processo angiogênico pode ser fisiológico ou patológico. A angiogênese 

fisiológica acontece durante o desenvolvimento embrionário, ciclo menstrual e também 

durante o reparo de feridas, no qual é essencial o suprimento de oxigênio e de nutrientes 

(CONWAY, COLLEN e CARMELIET, 2001; BAUER, 2005; FOLKMAN, 2007). 

Esse processo complexo é regulado por meio de fatores pró e antiangiogênicos no 

organismo e, em condições normais, o organismo é capaz de manter o equilíbrio entre 

esses moduladores. Quando o organismo perde o controle sobre a formação de novos 

vasos sanguíneos, ocorrem estados patológicos, que chamamos de angiogênese 

patológica, podendo estar aumentada ou insuficiente (TONINI, ROSSI e CLAUDIO, 

2003). 
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A maioria dos tumores sólidos, incluindo o câncer de mama, necessitam da 

neovascularização para suprir suas necessidades metabólicas e também para a 

disseminação do tumor e metástase (FOLKMAN, 2007). Além disso, a 

neovascularização fornece ao tumor uma rota para que as células cancerígenas alcancem 

a circulação sanguínea e, dessa forma, consigam desenvolver metástases à distância (LU 

et al., 2005). 

Para que o processo angiogênico ocorra, existem vários fatores envolvidos, 

sendo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) um dos principais (LU et al., 

2005; FOLKMAN, 2007; SAHARINEN et al., 2011). O VEGF é um dos responsáveis 

pela formação dos novos capilares sanguíneos e também linfáticos, além de estimular a 

permeabilidade vascular desses vasos quando ligado aos seus receptores VEGFR-1 e 

VEGFR-2 (GASPARINI, 2000; CHU e WANG, 2012). Níveis elevados de VEGF são 

encontrados em mulheres com tumores mamários e estão associados à recorrência da 

doença, à ocorrência de metástase, à quimioresistência e também a piores prognósticos 

(GASPARINI, 2000; BYRNE, BOUCHIER-HAYES e HARMEY, 2005; LU et al., 

2005; SAHARINEN et al., 2011). 

Outro componente importante para o microambiente tumoral, são os 

macrófagos, que promovem o crescimento do tumor, a degradação da matriz, induzem a 

angiogênese e contribuem para a metástase, estando abundantemente presentes em todas 

as fases de progressão do tumor, incluindo no de mama (NOY e POLLARD, 2014; 

OSTUNI et al., 2015; GAN et al., 2016; CHEN et al., 2017). Existem dois tipos de 

macrófagos, o M1 e o M2, sendo esse último recrutado por células tumorais, sendo 

responsável por suprir as respostas inflamatórias promovendo a tumorigênese (QIAN e 

POLLARD, 2010; SICA e MANTOVANI, 2012; CHEN et al., 2017). Os macrófagos 

respondem a hipóxia tumoral aumentando a liberação de VEGF, além de orientar a 

migração desse fator para áreas do tumor sem vascularização (LEWIS et al., 2000; 

BINGLE, BROWN e LEWIS, 2002; OBEID et al., 2013; LIN et al., 2015). Chen et al. 

(2017) utilizando um modelo in vivo de carcinoma mamário com camundongos nude 

induzidos com células MDA-MB-231 ou MDA-MB-435, demonstraram que os níveis 

elevados de macrófagos M2 leva ao aumento dos níveis da proteína CHI3L1, 

promovendo metástase pela ativação dos receptores de interleucina 13 (IL-13). Além 

disso, a proteína CHI3L1 está relacionada a um mau prognóstico da doença, podendo 

ser um possível marcador para o diagnóstico do câncer de mama.    
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Juntamente com a angiogênese, a inflamação também contribui para o 

desenvolvimento tumoral, sendo mediada por citocinas pró e anti-inflamatórias 

(YASMIN et al., 2015). Dentre os fatores pró-inflamatórios, que desempenham um 

papel crucial na inflamação crônica, incluem-se os membros da superfamília das 

interleucinas, a metaloproteinase 9 (MMP-9) e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), estando 

associados à modulação da apoptose, angiogênese, proliferação, invasão e metástase 

(YASMIN et al., 2015). 

A COX-2 é uma enzima inflamatória indutível, e está presente no organismo 

apenas por estímulos inflamatórios (tabaco, álcool, trauma, corpos estranhos, toxinas, 

vírus, bactérias, etc.). De forma rápida, ela resulta na síntese de prostaglandinas (PGs), 

principalmente em prostaglandina E2 (PGE2), que modulam positivamente a resposta 

inflamatória (HARRIS, 2014a). Vários estudos elucidam a importância da COX-2, 

estando elevada em diferentes tipos de tumores, incluindo o câncer de mama (SINGH; 

LUCCI, 2002; SPIZZO et al., 2003; XU et al., 2016). Spizzo et al. (2003), estudando 

tumores mamários, relataram um papel crucial da COX-2 na angiogênese e na invasão 

tumoral. Neste mesmo contexto, outros autores associam a COX-2 com um pior 

prognóstico, maior tamanho do tumor e metástases (MIGLIETTA et al., 2010; SETIA, 

VAISH e SANYAL, 2012; XU et al., 2016), como também a importância da PGE2 na 

recorrência de células malignas (CAO e PRESCOTT, 2002). Devido ao envolvimento 

com o desenvolvimento tumoral, o VEGF, os macrófagos e a COX-2, estão sendo 

estudados como um alvo potencial para o tratamento de tumores, incluindo o câncer de 

mama. 

 

2.5 Tratamento e definição da conduta terapêutica do câncer de mama 

 

Os tipos de tratamento para o câncer de mama atualmente incluem: cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia, anticorpos monoclonais e hormonioterapia (EBCTCG, 

2005a; NOUNOU et al., 2015) e devem ser realizados em um contexto multidisciplinar 

(UENO et al., 2010; SANTA-MARIA et al., 2015; XU et al., 2015). A escolha do 

melhor tipo de tratamento baseia-se no estádio do tumor no momento do diagnóstico, no 

tamanho, na localização e nas características tumorais, na positividade para os 

receptores hormonais, na condição e desejo da paciente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013; RUNOWICZ et al., 2015). 
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A cirurgia de câncer de mama tem como finalidade a remoção do tumor e a 

determinação do estágio da doença. Os tipos de cirurgia da mama são: cirurgia de 

conservação da mama, em que apenas o tumor e as margens de segurança são 

removidos; e a mastectomia simples ou radical, em que a mama toda e os linfonodos 

axilares são retirados, podendo ou não o músculo pequeno peitoral ser removido (AEBI 

et al., 2010; ACS, 2015c). 

A radioterapia é o uso de radiação para destruir as células tumorais, podendo ser 

utilizada antes ou após a cirurgia. Antes da cirurgia é indicada para a redução do 

tamanho tumoral e após é indicada para destruir as células tumorais remanescentes. A 

radioterapia após a cirurgia conservadora da mama reduz em 50% o risco de recorrência 

da doença e em 20% o risco relativo de morte (EBCTCG, 2005b; ACS, 2015c).  A 

radioterapia pode ser administrada externamente ou como braquiterapia, e a indicação 

vai depender do tipo e localização do tumor e também do desejo da paciente (ACS, 

2015c). 

A quimioterapia é o tratamento sistêmico do câncer e tem como objetivo reduzir 

a proliferação das células tumorais por meio da administração de medicações contínuas 

ou em intervalos regulares, podendo ser administradas para 3 finalidades. A 

quimioterapia neoadjuvante, realizada antes da ressecção tumoral. É indicada para 

diminuir o tamanho de tumores irressecáveis no momento do diagnóstico. Essa conduta 

torna-os ressecáveis, melhorando o prognóstico da paciente. A quimioterapia adjuvante, 

realizada após o tratamento cirúrgico, tem a finalidade de aumentar o tempo livre de 

recorrência da doença. E, por fim, a quimioterapia paliativa, indicada nos casos em que 

se necessita reduzir os sinais e os sintomas que afetam a capacidade funcional do 

paciente, não refletindo, porem em sua sobrevida (BRASIL, 2015).   

As combinações de medicamentos podem ser mais eficazes para o tratamento 

quimioterápico do câncer de mama do que um medicamento sozinho. A combinação 

mais utilizada atualmente é a de antraciclinas e taxanos. Com isso, o protocolo FAC é o 

mais frequentemente prescrito, que é a combinação de 500mg/m² de 5-fluorouracil, 

50mg/m² de doxorrubicina e 500mg/m² de ciclofosfamida, via intravenosa, por 6 ciclos 

de 21 dias cada (ICESP, 2010).    

No contexto dos anticorpos monoclonais, o trastuzumab, um anticorpo 

monoclonal humanizado, que se liga ao HER-2, é indicado para as pacientes que 

expressam o receptor, melhorando significativamente a sobrevida global e a sobrevida 
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livre de recorrência (ULAS et al., 2015; WANG et al., 2015). A taxa de resposta do uso 

do trastuzumab em combinação com a quimioterapia fica em torno de 85% 

(BURSTEIN et al., 2001; ULAS et al., 2015). 

Outro anticorpo utilizado no tratamento do câncer de mama é o bevacizumab, 

que se liga ao fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A). Estudos mostraram 

que o uso do bevacizumab em tumores de mama aumentam as taxas de resposta em 

cânceres metastáticos e em tratamentos neoadjuvantes, com benefício sobre a sobrevida 

livre da doença, porém sem benefícios significativos na sobrevida global (KÜMLER, 

CHRISTIANSEN e NIELSEN, 2014). Apesar de o FDA (Food and Drug 

Administration), a agência reguladora dos EUA, ter retirado seu registro para a 

utilização no câncer de mama, no Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) mantém seu registro liberado para o câncer de mama metastático ou 

recorrente, quando administrado em conjunto com paclitaxel (ANVISA, 2010). 

A hormonioterapia também é indicada em pacientes que apresentam os 

receptores hormonais positivos. O tamoxifeno é o medicamento mais utilizado para os 

tumores de mama com receptores de estrogênio positivo e, a utilização por 5 anos, reduz 

a recorrência tumoral e a taxa de mortalidade pelo câncer de mama (JAGER et al., 

2015). Porém, para muitas pacientes o uso do tamoxifeno não é indicado devido à 

resistência medicamentosa ou efeitos adversos graves. Dessa forma, a utilização dos 

inibidores de aromatase de terceira geração, como o anastrozol, letrozol ou exemestano, 

é mais indicada por terem melhor tolerabilidade (IWASE, 2008).  

Com relação ao tipo de tratamento recebido, a ACS (2015c) afirma que 58% das 

mulheres diagnosticadas com câncer de mama, em estágios iniciais (I ou II), realizam 

cirurgia conservadora da mama, 36% mastectomia, 3% radioterapia ou quimioterapia 

sem a cirurgia e 2% não recebem nenhum tratamento. Já em mulheres com estágio 

avançado (III ou IV) da doença, 14% realizam cirurgia conservadora da mama, 58% 

mastectomia, 17% radioterapia ou quimioterapia sem a cirurgia e 11% não recebem 

nenhum desses tratamentos (ACS, 2015c). Segundo Van Dongen et al. (2000), a taxa de 

recorrência loco regional para pacientes pós mastectomia é de 12% e para pacientes 

com cirurgia conservadora da mama é de 20%. 

Conforme descrito anteriormente, o câncer de mama tem uma alta taxa de 

incidência e de mortalidade, apesar do grande número de tratamentos disponíveis. Além 

disso, há muitos casos de recidiva da doença mesmo em pacientes que receberam algum 
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tipo de tratamento. Essas observações evidenciam a necessidade de pesquisar novos 

tratamentos ou tratamentos complementares com objetivo de melhorar ainda mais a 

sobrevida das pacientes com esse tipo de neoplasia. 

 

2.5.1 Euterpe oleracea como proposta de tratamento do câncer de mama  

 

A fruta Euterpe oleracea, mais comumente conhecida como açaí (Figura 9), é 

originária da América Central e do Sul, sendo encontrada em grandes quantidades na 

região Amazônica (LICHTENTHÄLER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a). É 

consumida como alimento básico em muitas regiões do Brasil e também como planta 

medicinal e vem despertando interesse internacionalmente como alimento funcional, 

devido a seus benefícios nutricionais e de promessa terapêutica (KINGHORN et al., 

2011; ULBRICHT et al., 2012).  

 

 

Figura 9: Fruta Açaí (Euterpe oleracea). Fonte: www.portalamazonia.com.br 

 

A polpa do açaí é composta de cerca de 48% de lipídios, 13% de proteína, 8% de 

aminoácidos, 25% de açúcares totais e quantidades menores de compostos como: fibras, 

vitaminas (A, B1, B2, B3, C e E) e diversos outros fitoquímicos, como as lignanas, os 

polifenóis (antocianinas, proantocianidinas e outros flavonóides), os esteróides e o 

resveratrol (SCHAUSS et al., 2006b; HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; 

ULBRICHT et al., 2012). A tabela 5 lista os principais compostos fitoquímicos 

encontrados no açaí. 
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Tabela 5: Principais compostos fitoquímicos encontrados no açaí. 

Compostos fitoquímicos Referência 

Antocianinas: 

Cianidina 3-glicosídeo; Cianidina 3-glucosídeo; 

Cianidina 3-rutinosídeo; Cianidina 3-

sambubiosídeo; Peonidina 3-glicosídeo; 

Peonidina 3-rutinosídeo. 

(SCHAUSS et al., 2006b; JENSEN et al., 2008; 

HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; 

ULBRICHT et al., 2012) 

Flavonóides: 

Homoorientina; Orientina; Taxifolina 

deoxihexose; Isovitexina; Scoparin. 

(DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e 

TALCOTT, 2006; SCHAUSS et al., 2006b; 

HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; 

ULBRICHT et al., 2012) 

Proantocianidinas: 

Epicatequina; Catequina; Procianidinas diméricas 

do tipo B 

(ULBRICHT et al., 2012) 

Esteróides: 

β-sitosterol; Campesterol; Sigmasterol 

(SCHAUSS et al., 2006b; ULBRICHT et al., 

2012) 

Ácidos graxos: 

Ácido oleico; Ácido palmítico; Ácido linoleico. 

(SCHAUSS et al., 2006b; HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011; ULBRICHT et al., 2012) 

Lignanas:  

Isolariciresinol; 5-metóxi-isolariciresinol; 

Lariciresinol; Pinoresinol; Siringaresinol. 

(CHIN et al., 2008; HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011) 

 

Segundo Hogan et al. (2010), o extrato de açaí apresenta um teor de compostos 

fenólicos totais de 312 mg equivalentes de ácido gálico por grama, de flavonoides de 

124 mg equivalentes de rutina e de antocianinas de 100 mg equivalentes cianidina 3-

glicosídeo por grama. Em 2014, Silva et al. observaram uma maior concentração de 

polifenóis no extrato da semente do açaí, com 28,3%, seguido pelo extrato total do fruto 

com 25,5% e pelo extrato da casca com 15,7%. 

Além das propriedades de seus macronutrientes, as ações farmacológicas do açaí 

estão ligadas a sua atividade antioxidante, anti-inflamatória, efeitos cardioprotetores e 

anticancerígenos (HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). A 

atividade antioxidante atribuída ao açaí está associada a seus componentes polifenóis, 

como por exemplo, as antocianinas (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 

2006; JENSEN et al., 2008; ULBRICHT et al., 2012), sendo elas cianidina 3-

rutinosídeo, cianidina 3-diglucoside e cianidina 3-glucosido (JENSEN et al., 2008) e 

também as formas conjugadas, como o glucuronato, o sulfonato, a aglicona e o metilato 

(DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006; ULBRICHT et al., 2012). 

São descritos ainda os flavonoides, como o orientina, o homoorientina, a vitexina, a 

luteolina, o chrysoeriol, a quercetrina, o di-hidrocaempferol (KANG et al., 2010) e 

lignanos, mais especificamente o pinoresinol e as proantocianidinas, como componentes 
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responsáveis pela ação antioxidante do açaí (CHIN et al., 2008; HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011).  

A ação anti-inflamatória do açaí está relacionada aos seus compostos 

flavonoides (ULBRICHT et al., 2012). Em um estudo in vitro com linhagem de 

macrófagos J774A.1, o açaí apresentou uma atividade inibidora para as enzimas COX-1 

(ciclo-oxigenase 1) e COX-2, assim como inibiu a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) mesmo na dose mais baixa de 0,1ppt (SCHAUSS et al., 2006a).  

Os efeitos cardioprotetores do açaí estão ligados aos componentes fitoquímicos 

como polifenóis, flavonoides (RIBEIRO et al., 2010), carotenoides, ácidos fenólicos e 

ácidos linoleicos (HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011). 

A atividade antitumoral do açaí está associada a seus compostos fitoquímicos, 

como por exemplo, polifenóis, ácidos fenólicos, glicosídeo, aglicona, flavonoides (DEL 

POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006; HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014), antocianinas (cianidina 3-glucosídeo, 

cianidina 3-rutinosídeo, peonidina-3-(6”-malonil)glicosídeo e delfinidina-3-(6”- acetil)-

glicosídeo, proantocianidinas (HOGAN et al., 2010; STONER et al., 2010; SILVA et 

al., 2014), elagitaninos (ULBRICHT et al., 2012) e lignanos (HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011).    

Recentemente, estudos, utilizando modelos in vitro e in vivo, têm demonstrado a 

eficácia do açaí como um agente anticancerígeno (STONER et al., 2010; HORIGUCHI 

et al., 2011; FRAGOSO et al., 2012, 2013; DIAS et al., 2014; SILVA et al., 2014). 

Considerando o efeito do açaí em modelos in vitro para o estudo do câncer, frações 

polifenólicas da polpa do açaí demonstraram reduzir a proliferação das células 

leucêmicas HL-60, provavelmente pelo aumento da apoptose via caspase-3 ativada 

(DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006). 

Em modelo experimental, in vivo, utilizando roedores com progressão 

patológica relacionada ao câncer de esôfago, foi demonstrado que a polpa do açaí pode 

atenuar a proliferação celular e o tamanho dos tumores a partir da diminuição dos níveis 

de interleucina 5 (IL-5) e GRO/KC (análogo humano do rato para interleucina 8) e 

regulação positiva dos níveis de interferon-gama (IFNγ) (STONER et al., 2010). 

Outro estudo, também utilizando modelo de roedores com câncer de bexiga, 

demonstrou que o açaí reduziu a proliferação celular tumoral e o dano ao DNA (ácido 

desoxirribonucleico), devido a atenuação do antígeno nuclear da proliferação celular 
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(PCNA) e da proteína p63, mostrando ser um potente agente antioxidante, além de ter 

ação anticarcinogênica (FRAGOSO et al., 2012). O mesmo grupo evidenciou em outro 

estudo com o açaí, utilizando modelo de câncer de cólon em roedores, a redução do 

número e da multiplicidade dos tumores e também da proliferação celular em 

decorrência da redução das proteínas β-catenina e conexina-43 e dos índices de Ki-67 e 

caspase-3 (FRAGOSO et al., 2013). 

Ainda no carcinoma de cólon, um estudo in vitro, demonstrou que o açaí inibiu 

o crescimento celular e reduziu a ROS. Além disso, reduziu proteínas pró-oncogênicas 

pela regulação negativa do fator de transcrição nuclear Kappa B (NF-kB), da molécula 

de adesão de célula vascular-1 (VCAM-1), da molécula de adesão intercelular-1 

(ICAM-1), do VEGF, do gene Bcl-2 e da proteína survivina. A ativação da via 

mitocondrial pró-apoptótica deu-se pelo aumento da liberação de proteína do citocromo 

c, diminuição da poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) e clivagem da caspase-3, 

evidenciando a atividade anti-inflamatória e citotóxica do açaí em tais células (DIAS et 

al., 2014). 

Recentemente, Silva et al. (2014), demonstraram a ação do açaí em um estudo in 

vitro com linhagem de células de carcinoma mamário humano, que diminuiu a 

viabilidade celular, modificou as características morfológicas das células, pela presença 

de corpos densos em elétrons e vacúolos autofágicos no citoplasma de células MCF-7 e 

induziu a autofagia a partir do aumento na expressão de LC3B-II, mostrando o potencial 

antitumorigênico do açaí. 

Outro estudo em ratos sadios demonstrou o efeito cardioprotetor do açaí, 

administrado em conjunto com a doxorrubicina, um agente antitumoral já empregado na 

clínica médica e que apresenta efeitos adversos, sendo o principal deles, a 

cardiotoxicidade. A combinação com o açaí apresentou diminuição dos efeitos adversos 

de cardiotoxicidade da doxorrubicina, mostrando que ele pode atuar como um 

coadjuvante no tratamento do câncer diminuindo tais efeitos (RIBEIRO et al., 2010). 

Recentemente, Marques et al. (2016), testaram o açaí em três doses diferentes 

(30, 100 e 300 mg/kg), administrado via gavagem durante 14 dias, em ratos Wistar. Os 

resultados do ensaio cometa e micronúcleo mostraram que as doses testadas de açaí não 

foram capazes de causar efeitos tóxicos nas células de leucócitos, testiculares, fígado e 

medula óssea dos ratos em estudo, concluindo que o açaí não promove efeitos 

genotóxicos nas células analisadas (MARQUES et al., 2016). 
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Diante dessas considerações, que comprovam que o açaí apresenta efeitos 

benéficos à saúde, devido sua atividade antioxidante, anti-inflamatória, anticancerígena 

e antigenotóxica, e avaliando sua eficácia em estudos in vitro e in vivo de células 

tumorais, pesquisas em torno do uso do extrato de açaí tornam-se relevantes na busca de 

novos tratamentos para o câncer de mama.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O câncer de mama é a segunda localização neoplásica mais comum no mundo, o 

tipo mais frequente e a principal causa de morte por câncer entre as mulheres. Por ser 

uma doença heterogênea, o tratamento torna-se muitas vezes ineficaz porque depende 

das características do tumor e também da resposta individual das pacientes ao 

tratamento. Além disso, a quimioterapia e a radioterapia apresentam muitos efeitos 

adversos, o que dificulta a adesão ao tratamento. Assim, considerando-o um problema 

de saúde pública, existe a necessidade de estudos abrangentes nessa área. 

Em um estudo in vitro com linhagens de células de carcinoma mamário humano, 

o extrato de açaí apresentou um potencial antitumorigênico, pela redução da viabilidade 

celular e da alteração das características morfológicas, porém ainda não foi testado em 

modelos experimentais in vivo. Nesse contexto, os resultados promissores em relação a 

atividade antitumoral do açaí, já observados em estudos in vitro com câncer de mama, 

além do baixo custo aquisitivo e da provável ausência de efeitos adversos, justificam a 

utilização do extrato do açaí como um agente terapêutico complementar para o 

tratamento do câncer de mama. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivos gerais 

 

Avaliar o efeito farmacológico e tóxico do extrato do fruto total de Euterpe 

oleracea em um modelo experimental de câncer de mama. 

 

4.2 Objetivos específicos  

 

4.2.1 Estabelecer um modelo experimental, in vivo, de carcinoma mamário 

utilizando um indutor químico. 

 

- Confirmar macroscopicamente e microscopicamente o tumor mamário em 

modelo experimental, caracterizando morfologicamente as lesões tumorais; 

- Avaliar a distribuição e os níveis do fator pró-angiogênico VEGF; 

- Estudar o perfil hematológico e a contagem de macrófagos ativos;  

- Quantificar os níveis de prostaglandina E2 (PGE2) e interleucina 10 (IL-10); 

 

4.2.2 Avaliar o efeito farmacológico e a toxicidade do extrato de Euterpe oleracea 

em modelo experimental de câncer de mama. 

 

- Realizar a análise macroscópica e microscópica da manutenção e do 

desenvolvimento dos tumores mamários; 

- Caracterizar morfologicamente as lesões tumorais após o tratamento com açaí; 

- Avaliar a distribuição do VEGF, do receptor do fator de crescimento endotelial 

vascular (FLK), da MMP-9 e COX-2; 

- Quantificar as concentrações de VEGF, PGE2, IL-10, óxido nítrico (NO) e 

macrófagos ativos; 

- Avaliar o estado nutricional, os níveis glicêmicos e o perfil hematológico dos 

animais; 

- Avaliar o efeito protetor do extrato de açaí no estabelecimento do carcinoma 

mamário utilizando o indutor químico DMBA (7,12-dimetil benzo antraceno). 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1 Estabelecimento de modelo experimental de câncer de mama em Ratas Wistar, 

utilizando um indutor químico 

 

O modelo experimental de câncer de mama foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Fundação Centro Universitário Estadual da Zona Oeste 

(UEZO) com o número de protocolo 008/2014 (Anexo III).  

Os animais do estudo foram acondicionados em gaiolas de polietileno e 

mantidos sob condições controladas de temperatura (20-24°C) e ciclo claro/escuro de 12 

horas cada, com água e ração de livre demanda. 

Foram utilizados no modelo 73 ratas Wistar, com 8 semanas de idade e pesando 

em torno de 150-200 gramas. A indução tumoral foi estabelecida conforme descrito 

anteriormente por Deepalakshmi e Mirunalini (2013) e Cerqueira-Coutinho et al. (2016 

– ANEXO IV), administrando uma única dose de 25mg/kg de DMBA, via subcutânea 

na glândula mamária de ratos fêmeas Sprague-Dawley com 7 semanas de idade. Após 

16 semanas, observou-se o estabelecimento de 100% do carcinoma mamário com um 

volume tumoral médio de 18,32cm
3
 e desvio padrão de 1,5cm

3
, com superexpressão de 

receptores de estrogênio, e a histologia mostrou o aumento da atividade mitótica. 

Para a indução tumoral, os animais foram anestesiados com uma injeção 

intramuscular de 0,1ml de xilazina 2% e 0,2 ml de ketamina. Em seguida, foram 

pesados e submetidos à tricotomia no quadrante inferior direito, deixando a quinta 

mama à direita à mostra. Foi aplicada uma injeção subcutânea nessa mama, com uma 

seringa de 1 ml e agulha de 13 x 4,5 mm em uma única dose de 25 mg/kg de DMBA em 

0,5 ml de emulsão de óleo de girassol e 0,5 ml de solução salina, conforme ilustrado na 

figura 10. 

 

 

Figura 10: Indução via subcutânea de câncer de mama com DMBA em ratas Wistar. 
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Os animais foram avaliados semanalmente, por um tempo total de 16 semanas. 

Em relação ao peso, utilizando balança digital e quanto ao aparecimento dos tumores, 

pela apalpação das mamas.  

 

5.1.1 Peso dos animais durante a indução tumoral 

 

Após a indução tumoral, os animais foram pesados em uma balança semi-

analítica (S2202 – Bel Engineering, Piracicaba, SP) semanalmente, tendo um total de 16 

aferições por animal. Após as pesagens, os resultados foram colocados em uma planilha 

Excel para realização da curva de pesos dos animais e análises estatísticas. 

 

5.1.2 Caracterização morfológica dos tumores mamários 

 

No tempo determinado de 16 (n = 20) semanas após a indução tumoral, os 

animais foram eutanasiados para avaliação macroscópica dos tumores e foram 

fotografados em câmera digital (EOS Rebel T3 – Nikon, Tóquio, Japão) a uma distância 

de 15 cm dos tumores, e essas foram colocadas no software ImageJ 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular a área do tumor. A maior área do tumor obtida 

foi considerada como 100% e o restante das áreas calculadas por regra de três (fórmula 

abaixo), obtendo, assim, a porcentagem da área tumoral para cada animal.  

Fórmula:  Maior área tumoral   –  100% 

      Demais áreas tumorais  –  x  

As amostras de tumores mamários e de pele da mama foram coletadas para 

análise histológica com coloração de Hematoxilina-Eosina (HE) e para o estudo 

imunohistoquímico. Foram coletadas, ainda, amostras de sangue e de lavado peritoneal 

para análises hematológicas e bioquímicas, respectivamente.  

 

5.1.3 Estudo imunohistoquímico 

 

Para o estudo de crescimento de novos vasos sanguíneos foi realizada 

imunomarcação para identificação de VEGF, seguindo o protocolo abaixo descrito por 

Machado et al. (2014 - ANEXO V). 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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As lâminas foram desparafinizadas com 3 banhos de álcool por 30 minutos cada 

e após foram realizados 3 banhos com xilol por 30 minutos cada, seguidos de um banho 

com água destilada por 5 minutos. Foi realizada então a recuperação antigênica com 

tampão citrato 0,01M, com o pH 6,0 no micro-ondas. Após a fervura do tampão, as 

lâminas foram colocadas por 5 minutos nesse tampão. As lavagens entre as várias etapas 

foram feitas com tampão fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) em temperatura ambiente em 2 

banhos de 5 minutos cada. Após isso, a inativação da peroxidase endógena foi realizada 

com peróxido a 3% por 15 minutos em temperatura ambiente, seguida de 2 banhos com 

tampão fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4), em temperatura ambiente, por 5 minutos cada. O 

bloqueio dos sítios inespecíficos foi feito com PBS/BSA 5% por 30 minutos em câmara 

úmida. Os cortes foram então incubados com anticorpo primário monoclonal anti-

VEGF (SC 57496 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 1:100, diluídos em 

PBS/BSA 1% em câmara escura e úmida overnight. Para o controle negativo foi 

utilizado apenas o PBS/BSA 1% sem o anticorpo monoclonal. Após 2 banhos com 

tampão fostato em temperatura ambiente por 5 minutos cada, os cortes foram incubados 

com anticorpo secundário Biotina (K 0690 – DAKO Corporation, Carpinteria, CA) e 

Estreptavidina (K 0690 – DAKO Corporation, Carpinteria, CA) por 30 minutos cada 

com dois banhos com tampão fosfato em temperatura ambiente por 5 minutos cada 

entre os anticorpos. Os cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB) (K 3468 – 

DAKO Corporation, Carpinteria, CA), ficando o tempo necessário para se obter uma 

coloração castanha, seguido de um banho de água destilada por 2 minutos e 

contrastados com Hematoxilina por 5 minutos e, em seguida, colocados em água 

corrente por 2 minutos. Por fim, os cortes foram hidratados em 2 banhos de álcool 90% 

e 100%, clarificados em xilol I, II e III em banhos de 5 minutos cada, e montados com 

lamínula e Entellan para posteriormente serem observados em microscópio óptico 

(Nikon, Tóquio, Japão).  

 

5.1.4 Estudo histomorfométrico 

 

A observação microscópica dos cortes das lesões da mama das ratas, marcados 

com VEGF foi realizada conforme descrito anteriormente por Machado et al. (2014), 

utilizando um microscópio óptico (Nikon, Tóquio, Japão), fotografando com câmera 

digital (Coolpix 990 – Nikon, Tóquio, Japão) e, posteriormente, fazendo a análise em 
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programa de análise de imagem Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, 

MD). Em cada lâmina foram analisados 10 campos aleatórios de maior aumento (40X), 

utilizando a média dos resultados obtidos. A contagem das áreas marcadas com VEGF 

foi correlacionada com as áreas demarcadas (per área), expressas em porcentagem.  

 

5.1.5 Citometria de fluxo 

 

Para a coleta do lavado peritoneal foi utilizada uma seringa de 10 ml com agulha 

25 x 0,7 mm, 10 ml de PBS e tubo falcon de 15 ml. O procedimento foi realizado 

introduzindo no peritônio das ratas, 10 ml de PBS, aguardando alguns segundos e 

aspirando o líquido em seguida. 

Após a coleta, o material foi colocado em tubo falcon, sendo centrifugado por 5 

minutos em uma rotação de 1200 rpm, sendo desprezado o sobrenadante. Ao pellet 

formado foram adicionados 2 ml de paraformaldeído (PFA) a 4% e mantido em 

geladeira. 

Para a análise das amostras foi utilizado o protocolo descrito por Machado et al. 

(2014). A amostra foi centrifugada por 5 minutos em uma rotação de 10.000 rpm, e 

descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300 µl de PBS/BSA, o qual 

foi separado em dois tubos falcon: um tubo para o controle, com 200 µl e o outro com 

100 µl para o teste, deixando-os por 30 minutos. Após, os tubos foram novamente 

centrifugados por 5 minutos a uma rotação de 10.000 rpm, sendo o sobrenadante 

descartado. No tubo para o teste, foi colocado 99 µl de PBS e 1 µl do anticorpo F4-80 

(BM8 FITC – Abcam, Cambridge, EUA), deixando incubar por 30 minutos. Decorrido 

o tempo, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a uma rotação de 10.000 rpm e o 

sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido mais uma vez em 300 µl de 

PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos em uma rotação de 10.000 rpm, sendo descartado 

o sobrenadante. 

A amostra foi, então, incubada com o segundo anticorpo, com 99 µl de PBS e 1 

µl do anticorpo Mac-2+ (I2211 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e deixado 

por 30 minutos, sendo posteriormente centrifugado por 5 minutos em uma rotação de 

10.000 rpm e descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspenso em 300 µl de 

PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos em uma rotação de 10.000 rpm e o sobrenadante 

foi novamente descartado. Por fim, foi adicionado 500 µl de PBS em cada tubo e 
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colocado no citômetro (FACSCalibur, BD Biosciences, EUA) para a leitura. Foram 

contados 10 mil eventos por animal e os resultados analisados no programa CellQuest 

(BD Biosciences, USA).  

 

5.1.6 Imunoensaio Enzimático  

 

Para essa análise, foi utilizado também o lavado peritoneal, coletado da mesma 

forma que descrito no item anterior, porém centrifugado por 10 minutos a uma rotação 

de 4000 rpm até 30 minutos depois da coleta. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

dividido em eppendorf de 1,5 ml com 1 ml da amostra em cada eppendorf, devidamente 

identificado e acondicionado no freezer de -80ºC até o momento da análise. 

As amostras foram quantificadas por Imunoensaio Enzimático (ELISA) 

utilizando kits comerciais para dosar às concentrações de VEGF (kit Mouse VEGF-A 

da Thermo Scientific, Waltham, MA), PGE2 (kit PGE-2 monoclonal EIA da Cayman 

Chemical, Ann Arbor, MI) e IL-10 (kit Mouse IL-10 da Thermo Scientific, Waltham, 

MA), seguindo as recomendações do fabricante. Esse método baseia-se no princípio da 

competição por anticorpo monoclonal específico. Para realização de cada ensaio, as 

amostras de lavado peritoneal foram descongeladas e homogeneizadas, em seguida, 

procedeu-se para cada ensaio os protocolos descritos abaixo. 

Para a dosagem das concentrações de VEGF foi utilizado 100 μl da amostra e 

100 μl de diluente A por poço, enquanto que para o controle foi utilizado apenas o 

diluente A, em seguida a placa foi coberta com plástico filme e deixando incubar por 

2,5 horas em temperatura ambiente com suave agitação. Após incubação foi desprezado 

o conteúdo dos poços e realizada a lavagem. Foi colocado em cada poço 100 μl de 

solução biotinilado de anticorpo anti-VEGF e deixado incubar durante 1 hora em 

temperatura ambiente com uma suave agitação. Foi novamente desprezada a solução 

dos poços e realizada a lavagem com tampão de lavagem. Em seguida, adicionado 100 

μl da solução de Streptavidina-HRP a cada poço, a placa foi incubada por 45 minutos 

em temperatura ambiente com uma suave agitação, desprezando o conteúdo dos poços e 

realizando a lavagem com tampão de lavagem. Em cada poço foi colocado 100 μl do 

agente revelador de cor TMB, deixando incubar no escuro (envolto em papel alumínio) 

em temperatura ambiente e com uma suave agitação por um período de 30 minutos. 

Após a incubação, a placa foi lida no leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular 
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Devices Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbância de 450 nm, gerando 

automaticamente as concentrações de VEGF em uma curva de calibração, com um 

coeficiente de correlação sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso o 

programa SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite de 

quantificação foi de 2 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml. 

Para dosagem dos níveis de PGE2, cada poço da placa, foi colocado um volume 

de 50 µl de amostra, realizando-se no mínimo duas diluições em triplicata, 50 µl de 

PGE-2 AChE Tracer e mais 50 µl de PGE-2 anticorpo monoclonal. A placa foi então 

coberta com plástico filme e incubada a 4 ºC durante 18 horas. Após a incubação, os 

poços foram esvaziados e lavados com tampão de lavagem. Foram adicionados 200 µl 

de reagente Ellman na placa, colocando-a no agitador durante 60-90 minutos. Decorrido 

o tempo, a placa foi lida no leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices 

Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbância de 405 nm, gerando automaticamente as 

concentrações de PGE-2 em uma curva de calibração, com um coeficiente de correlação 

sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso o programa SoftMax (Molecular 

Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite de quantificação foi de 7,8 pg/ml e o 

ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml. 

Para as dosagens de IL-10, em cada poço da placa, foi colocado um volume de 

50 µl de amostra, realizando-se no mínimo duas diluições em triplicata, 50 µl de tampão 

de lavagem e mais 50 µl do anticorpo IL-10. A placa foi então coberta com plástico 

filme e incubada em temperatura ambiente durante 3 horas. Decorrido o tempo de 

incubação, os poços foram esvaziados e lavados com tampão de lavagem, sendo 

adicionados 50 µl de reagente de Anticorpo Biotinilado em cada poço e cobrindo a 

placa com plástico filme e deixando incubar em temperatura ambiente por 1 hora. Após 

esse período, os poços foram novamente esvaziados e lavados com tampão de lavagem, 

sendo adicionados 100 µl de solução de Streptavidina-HRP em cada poço e cobrindo-se 

novamente a placa com plástico filme e deixando-a incubando em temperatura ambiente 

por 30 minutos. O conteúdo da placa foi desprezado e a lavagem foi realizada com 

tampão de lavagem. Colocou-se, então, 100 µl de solução de substrato TMB em cada 

poço, incubando no escuro por 30 minutos em temperatura ambiente. Após os 30 

minutos, foram adicionados 100 μl de Solução de Paragem a cada poço. Decorrido o 

tempo, a placa foi lida no leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices 

Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbância de 450 nm, gerando automaticamente as 
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concentrações de IL-10 em uma curva de calibração, com um coeficiente de correlação 

sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso o programa SoftMax (Molecular 

Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite inferior de detecção foi de 37 pg/ml e o 

ponto mais alto da curva foi de 3000 pg/ml. 

  

5.1.7 Esfregaço sanguíneo e análise hematológica (série branca) 

 

No tempo determinado de 16 semanas, durante a eutanásia dos animais, foi 

coletada uma amostra de 5 ml de sangue diretamente do coração das ratas com uma 

agulha 13 x 4,5 mm e seringa de 5 ml. O sangue coletado de cada animal foi passado 

para uma lâmina de esfregaço sanguíneo, devidamente identificada, colocando uma gota 

de sangue na parte superior da lâmina. Com o auxílio de outra lâmina em um ângulo de 

45º foi realizado um movimento para frente de modo que a gota fosse carregada por 

toda a lâmina, formando uma camada delgada e uniforme. Após a fixação em 

temperatura ambiente foi realizada a coloração com o kit Panótico rápido (620529 – 

Laborclin, Pinhais, PR), imergindo cada lâmina por 2 segundos, 3 vezes consecutivas 

em cada solução (solução 1, 2 e 3). Posteriormente, foi feita a contagem das células 

brancas em microscópio óptico (Nikon, Tóquio, Japão), apresentando os resultados em 

porcentagem. 

 

5.2 Avaliação do efeito farmacológico do extrato de Euterpe oleracea em modelo 

experimental de carcinoma mamário 

 

Um dia antes da indução do carcinoma mamário, foi iniciado o tratamento dos 

animais utilizando o extrato do fruto total de Euterpe oleracea (Cód.: 120.044.032), 

obtido em forma de pó liofilizado da empresa Liotécnica Tecnologia em Alimentos 

(Embu, São Paulo - SP). A posologia utilizada foi de 200mg/kg do extrato de Euterpe 

oleracea, administrado via gavagem, diariamente, conforme dose utilizada 

anteriormente por da Costa et al. (2012); Machado et al. (2016), por um período total de 

16 semanas. O extrato de açaí foi diluído em 0,6 ml de solução salina. Os animais foram 

divididos em dois grupos: grupo 1 (controle), que recebeu apenas solução salina (n= 

20), via gavagem e grupo 2, que foi tratado com o extrato de Euterpe oleracea, diluído 

em solução salina (n= 20). 
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Após as 16 semanas de tratamento diário foram realizadas eutanásias nos 

animais em estudo para a realização de análises macroscópica, histológica e 

bioquímicas, além do estudo imunohistoquímico e do ensaio imunoenzimático. As 

amostras de tumores mamários e da pele da mama foram coletadas para as análises 

macroscópicas, histológica pela coloração de HE, imunohistoquímicas para a 

distribuição do VEGF, FLK, MMP-9 e COX-2. Para as análises bioquímicas (citometria 

de fluxo e ensaio imunoenzimático) foram coletados o lavado peritoneal. A coleta das 

amostras foi realizada nos dois grupos de animais em estudo: o grupo controle e o 

tratado com o extrato de açaí.  

As amostras retiradas após as 16 semanas de tratamento com o extrato de açaí, 

para a realização do estudo histomorfométrico, da citometria de fluxo e do método de 

ELISA, seguiram os mesmos protocolos empregados no estabelecimento do modelo 

experimental de câncer de mama descritos acima no item 5.1.1.    

 

5.2.1 Estudo imunohistoquímico 

 

Foram realizadas imunomarcações para VEGF (SC-57496 – Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA), FLK (SC-6251 – Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA), MMP-9 (SC-6840 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e COX-2 

(SC-1747 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), conforme protocolo descrito 

acima no subitem 5.1.1.4, apenas alterando o anticorpo primário para uma dessas 

imunomarcações. 

  

5.2.2 Análise da produção de Óxido Nítrico  

 

A análise de produção de óxido nítrico foi realizada conforme descrito por 

Green et al. (1982), e consiste na detecção de nitrito (NO2-), resultante da oxidação do 

NO dos sobrenadantes das amostras coletadas. Para essa análise, foram utilizados 5ml 

do lavado peritoneal coletado. O material foi colocado em um tubo falcon, devidamente 

identificado, centrifugado por 5 minutos em uma rotação de 1200 rpm, desprezando o 

sobrenadante. Ao pellet formado após a centrifugação foram adicionado 2 ml de PFA, 

sendo mantido no freezer a -20 °C até a análise. 
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Para a dosagem de NO, as amostras foram descongeladas, centrifugadas por 5 

minutos a uma rotação de 1200 rpm. O sobrenadante foi misturado na proporção de 1 

ml de sobrenadante para 1 ml de reagente de Griess (1 volume de sulfanilamida 1% em 

ácido fosfórico 5% em água deionizada com igual volume de 0,1% N-[1-naftil] 

etilenodiamina em água deionizada). Foram colocados 50 µl da mistura em cada poço 

da placa em triplicata, deixando incubar por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi lida 

em um leitor de ELISA SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, 

CA) a uma absorbância de 540 nm e a quantificação da produção de NO foi baseada em 

uma curva padrão de nitrito de sódio em PBS (0 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 

µM, 75 µM e 100 µM). 

 

5.3 Avaliação da toxicidade do extrato de Euterpe oleracea em modelo 

experimental de câncer de mama 

 

A avaliação toxicológica de uma substância tem como objetivo identificar 

possíveis efeitos nocivos desencadeados nos seres humanos, devido à uma exposição 

pelas diferentes vias. Com isso, os modelos animais são os mais utilizados nos estudos 

de toxicidade e nos processos investigativos. Os testes toxicológicos são 

complementares aos testes biológicos, sendo necessários para a liberação em humanos 

(CAZARIN, CORRÊA e ZAMBRONE, 2004; BEDNARCZUK et al., 2010).  

As análises do peso dos animais seguiram o mesmo protocolo descrito 

anteriormente no subitem 5.1.1.2, sendo pesados 1 vez por semana.  

 

5.3.1 Níveis glicêmicos 

 

Os níveis glicêmicos foram dosados no aparelho portátil, G-Tech Free (SD 

Biosensor Inc, Accumed Produtos Médicos Hospitalares, Duque de Caxias, RJ), 

utilizando uma gota de sangue de cada animal e seguindo as recomendações do 

fabricante. O método de ensaio deste equipamento é baseado na enzima glicose oxidase 

e a faixa de resultados podem variar entre 10 e 600 mg/dL (0,6 a 33,3 mmol/L). Todos 

os resultados foram anotados em uma planilha Excel para as análises estatísticas. 
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5.3.2 Análise dos órgãos 

 

Foram retirados de cada animal, no dia da eutanásia, os seguintes órgãos: 

coração, fígado e rins. Cada órgão foi analisado macroscopicamente, com parâmetros de 

comprimento e largura e, histologicamente, com coloração de HE.  

 

5.4 Análise estatística 

 

Para as análises estatísticas e para os gráficos, foi usado o programa Primer e o 

Oringin Graph. Os dados foram representados em tabelas e gráficos, informando a 

Média, o Desvio Padrão (DP), conforme teste estatístico empregado. Para comparação 

das variáveis entre os diferentes tratamentos, foi utilizado o teste t de Student, enquanto 

que os dados categóricos foram expressos em porcentagem e avaliados pelo teste Qui-

quadrado de Person (X
2
). As curvas de sobrevida foram estimadas utilizando o método 

do produto limite de Kaplan-Meier, utilizando o programa SPSS 13.0 para Windows 

(SPSS Inc, Chicago, Illinois) e o p-valor obtido pelo teste de log-rank. Para todas as 

variáveis foi considerando um p< 0,05 estatisticamente significativo. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Estabelecimento do modelo experimental de câncer de mama 

 

Após 16 semanas da indução tumoral, o percentual de animais induzidos com 

DMBA que desenvolveram o carcinoma mamário, bem como os óbitos que ocorreram 

após indução com DMBA foi de 93,2% e 43,8%, respectivamente. A figura 11 ilustra o 

número de animais que foram induzidos com o carcinógeno DMBA (N= 73), para o 

estabelecimento do modelo experimental de câncer de mama, os animais que 

desenvolveram o tumor mamário (N= 68), assim como os que vieram a óbito em função 

de abscesso tumoral (N= 32). 

 

 

Figura 11: (A) Número de animais induzidos com DMBA (N= 73) para o estabelecimento do modelo 

experimental de câncer de mama e os animais que desenvolveram o tumor mamário (N= 68) após 16 

semanas de indução tumoral. (B) Número de animais induzidos com DMBA (N= 73) e o número de 

animais que tiveram óbito em função de abscesso tumoral (N= 32). 

 

6.1.1 Peso dos animais durante a indução tumoral 

 

Foi avaliado semanalmente o peso dos animais durante todo o período de 

indução tumoral e notou-se uma leve diminuição no peso corporal durante todo o 

estabelecimento nos animais induzidos com DMBA quando comparados aos animais 

não induzidos. Apenas na 14ª e 15ª semanas essa diferença foi estatisticamente 

significativa (Figura 12 e Tabela 6). 
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Figura 12: Peso corporal das ratas não induzidas (N = 10) e induzidas com DMBA (N = 10) durante as 

16 semanas de estabelecimento do carcinoma mamário. A partir da 9ª semana de indução verificou-se 

uma redução, não significativa, no peso dos animais que receberam DMBA, porém na 14ª e 15ª semana 

essa diferença foi significativa (P = 0,020 e 0,026, pelo teste T). 

 

Tabela 6: Peso corporal das ratas não induzidas e induzidas com DMBA durante 

as 16 semanas de indução tumoral. 

Semanas de 

Indução tumoral 

Não induzido 

(N = 10) 

Induzido 

(N = 10) 

P-valor
a 

0 151,943 ± 19,366 153,263 ± 19,075 0,880 

1 161, 279 ± 21,374 167,899 ± 17,449 0,458 

2 172,667 ± 21,180 175,844 ± 17,430 0,718 

3 186,580 ± 19,833 185,045 ± 18,493 0,860 

4 196,876 ± 16,469 195,300 ± 17,628 0,839 

5 210,051 ± 13,834 209,043 ± 14,811 0,877 

6 222,510 ± 13,276 220,758 ± 14,813 0,784 

7 236,010 ± 13,765 231,515 ± 16,843 0,522 

8 246,303 ± 14,637 240,495 ± 18,084 0,440 

9 258,555 ± 12,037 251,262 ± 18,058 0,302 

10 276,916 ± 8,082 265,160 ± 21,308 0,120 

11 294,486 ± 7,082 281,126 ± 19,751 0,059 

12 309,726 ± 6,118 300,088 ± 17,656 0,120 

13 330,406 ± 10,686 318,007 ± 15,953 0,056 

14 346,116 ± 11,375 331,697 ± 13,766 0,020 

15 358,438 ± 13,232 344,146 ± 13,147 0,026 

16 370,551 ± 14,629 358,104 ± 15,407 0,080 

a
 Teste T.  
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6.1.2 Caracterização morfológica dos tumores mamários 

 

O estabelecimento tumoral foi confirmado após 16 semanas da indução pela 

avaliação macroscópica e histológica. Verificou-se que os animais não induzidos 

(Figura 13 A e B) apresentaram o músculo da parede peritoneal íntegro e sem presença 

de alterações. Já nos animais induzidos com DMBA (Figura 13 C e D) foi possível 

observar a presença de uma massa cística sólida com muita fibrose e aderências, além 

de exsudato inflamatório no local da indução tumoral.  

 

 

Figura 13: Análise macroscópica da região abdominal das ratas após 16 semanas da indução tumoral 

com DMBA. (A e B) Nos animais não induzidos, observou-se o músculo da parede peritoneal íntegro e 

sem presença de alterações. (C e D) Nos animais induzidos com DMBA, observou-se a presença de 

massa cística sólida com muitas aderências e exsudato inflamatório no local da indução do tumor 

(círculo). 

 

Ainda na avaliação macroscópica foi determinada a área do tumor utilizando o 

programa ImageJ (Figura 14). No grupo de animais induzidos com DMBA a área do 

tumor variou entre 75,9% e 100%. Como esperado, o grupo de animais não induzido 

não apresentou tumor (área igual a zero).  
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Figura 14: Porcentagem da área do tumor nos animais não induzidos (N = 10) e induzidos (N = 10), após 

o estabelecimento tumoral (16 semanas). Observou-se uma maior área tumoral nos animais induzidos (P 

< 0,0001, pelo teste T). 

 

Para a confirmação do carcinoma mamário foram realizadas análises 

histológicas com coloração de HE. Nos animais não induzidos (Figura 15 A e B), os 

tecidos analisados estavam dentro dos padrões de normalidade, com presença de tecido 

muscular sem alterações. Entretanto, nos animais induzidos (Figura 15 C e D) foi 

observada área de carcinoma invasor com células bastante coradas e núcleo 

hipercromático. Nota-se, ainda, o tecido neoplásico com presença de células escamosas 

e depósito de queratina. 
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Figura 15: Análise microscópica com coloração de HE após 16 semanas de estabelecimento do modelo 

de carcinoma mamário. (A e B) Animais não induzidos. (C e D) Animais induzidos com DMBA. Notou-

se área de carcinoma invasor com células bastante coradas, espalhando-se pelo estroma adjacente (#), 

além de tecido neoplásico com presença de células escamosas e depósitos de queratina (→). Aumento de 

40x. 

 

6.1.3 Estudo imunohistoquímico 

 

Com relação à distribuição do VEGF nas amostras analisadas, foi detectada uma 

fraca imunoreatividade ao longo do estroma dos animais não induzidos (Figura 16 A e 

B). Já no grupo induzido, foi observada uma forte marcação no estroma fibrovascular ao 

redor das células neoplásicas (Figura 16 C e D).  
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Figura 16: Imunomarcação para VEGF nas amostras de tecido mamário dos animais após o 

estabelecimento do carcinoma mamário. (A e B) Nos animais não induzidos, foi detectada uma marcação 

fraca ao longo do estroma (∆). Entretanto, nos induzidos (C e D) foi observada uma forte marcação no 

estroma ao redor das células neoplásicas (*) e próximas às células escamosas (→). Aumento de 40x. 

 

A análise histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma maior distribuição 

do VEGF nas amostras dos animais induzidos com DMBA em comparação aos não 

induzidos (Figura 17). 
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Figura 17: Quantificação da porcentagem de VEGF nas amostras de tecido dos grupos não induzido (N = 

10) e induzidos com DMBA (N = 10), após estabelecimento do modelo tumoral. Observou-se uma maior 

distribuição do VEGF nos animais induzidos (P < 0,0001, pelo teste T). 
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6.1.4 Imunoensaio Enzimático 

 

A dosagem das concentrações séricas de VEGF foi realizada pelo método de 

ELISA e, houve a confirmação de níveis mais elevados de VEGF nos animais induzidos 

com DMBA em relação aos não induzidos, com um p-valor estatisticamente 

significativo (Figura 18). As concentrações de VEGF nos animais não induzidos 

variaram entre 207,83 pg/mL e 242,58 pg/mL e, nos animais induzidos entre 399,42 

pg/mL e 463,87 pg/mL.   
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Figura 18: Concentração de VEGF pelo método de ELISA nas amostras de lavados dos animais não 

induzidos (N = 3) e induzidos com DMBA (N = 3) após o estabelecimento tumoral. Observou-se uma 

maior concentração sérica de VEGF nos animais induzidos (P = 0,0001, pelo teste T).  

 

Pelo mesmo método de ELISA foi realizada a dosagem dos níveis de PGE2, 

verificando-se que após 16 semanas do estabelecimento do carcinoma mamário esses 

níveis estavam significativamente elevados nos animais induzidos quando comparados 

aos não induzidos (Figura 19). As concentrações de PGE2 nos animais não induzidos 

variaram entre 50,44 pg/mL e 51,96 pg/mL e nos animais induzidos entre 282,7 pg/mL 

e 286,03 pg/mL. 
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Figura 19: Concentração de PGE2 pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal das ratas 

não induzidas (N = 3) e induzidas com DMBA (N = 3), após estabelecimento do tumor. Verificou-se uma 

maior concentração sérica de PGE2 nos animais induzidos. (P = 0,0001, pelo teste T). 

 

Foi verificada, ainda, elevadas concentrações de IL-10 nos animais induzidos 

após o estabelecimento do câncer de mama quando comparados aos não induzidos pelo 

método de ELISA (Figura 20). Nos animais não induzidos, as concentrações de IL-10 

variaram entre 176,86 pg/mL e 182,75 pg/mL e nos animais induzidos os valores 

ficaram entre 601,85 pg/mL e 611,29 pg/mL. 
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Figura 20: Concentração de IL-10 pelo método de ELISA no lavado peritoneal dos grupos não induzidos 

(N = 3) e induzidos com DMBA (N = 3), após estabelecimento do câncer de mama. Observou-se uma 

maior concentração sérica de IL-10 nos animais induzidos (P = 0,0001, pelo teste T).  
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6.1.5 Citometria de fluxo 

 

A partir do lavado peritoneal dos animais, foi realizada a citometria de fluxo 

para identificação de macrófagos ativos F4-80/Mac-2+. Foi observado um aumento de 2 

vezes na presença de macrófagos F4-80/Mac-2+ nos animais induzidos em relação aos 

não induzidos (Figura 21). O valor médio de macrófagos ativos F4-80/Mac-2+ nas ratas 

não induzidas foi de aproximadamente de 11%, e nas ratas induzidas foi de 22%.  

 

 

Figura 21: Citometria de fluxo após estabelecimento tumoral nas amostras de lavado peritoneal das ratas 

não induzidas (N = 3) e induzidas com DMBA (N = 3). Notou-se uma maior presença de macrófagos F4-

80/Mac-2+ nos animais induzidos. 

 

6.1.6 Esfregaço sanguíneo e análise hematológica (série branca) 

 

Após a indução do câncer de mama foi realizada a análise hematológica dos 

animais induzidos e não induzidos por meio do esfregaço sanguíneo e pela contagem, 

em microscópio, da série branca (Figura 22 e 23). Observou-se uma linfocitose 

acentuada (aumento na quantidade de linfócitos) nos animais induzidos quando 

comparados aos animais não induzidos, indicando um aumento significativo na resposta 

imunológica desses animais. Além disso, o número de neutrófilos e monócitos também 

foi significativamente diferente entre os dois grupos.  
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Figura 22: Esfregaço sanguíneo das ratas após o estabelecimento tumoral. (A e B) Animais não 

induzidos (N = 10). (C e D) Animais induzidos com DMBA (N = 10). As setas indicam presença de 

neutrófilos (A e B) e linfócitos (C e D). Aumento 40x. 

 

 

Figura 23: Quantificação da série branca nas amostras de sangue dos animais não induzidos (N = 10) e 

induzidos (N = 10) após o estabelecimento do carcinoma mamário. Observou-se diferença significativa 

entre os dois grupos no número de neutrófilos, linfócitos e monócitos (P = 0,0001 pelo teste T). 
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6.2 Tratamento com o extrato de Euterpe oleracea no modelo de carcinoma 

mamário 

 

O tratamento com extrato de açaí (200 mg/kg, via gavagem) foi realizado 

diariamente, antes e durante as 16 semanas de indução tumoral, com o objetivo de 

avaliar o potencial farmacológico do açaí no desenvolvimento do carcinoma mamário. 

Um dia antes da indução com o carcinógeno DMBA, os animais foram divididos em 2 

grupos: grupo controle (N = 20), recebendo solução salina e grupo tratado com açaí (N 

= 20). Ao longo das 16 semanas de estabelecimento do carcinoma mamário e do 

tratamento com açaí, 13 animais do grupo controle foram a óbito (taxa de mortalidade 

de 65%), provavelmente, em função da gravidade do tumor. No grupo tratado com açaí, 

apenas 3 animais foram a óbito (taxa de mortalidade de 15%). Em relação ao 

desenvolvimento do tumor mamário, todos os animais do grupo controle desenvolveram 

tumor (100%), enquanto que no grupo tratado com açaí, apenas 10 animais 

desenvolveram tumor (50%). Esses resultados foram organizados e apresentados na 

Figura 24.  
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Figura 24: Número de animais induzidos com DMBA para o estabelecimento do câncer de mama (N = 

40). No grupo controle foi administrado solução salina (N = 20) durante as 16 semanas de indução 

tumoral e no grupo tratado foi administrado diariamente 200 mg/kg do extrato de açaí (N = 20), iniciando 

o tratamento um dia antes da indução tumoral. O tumor mamário foi observado em 100% das ratas do 

grupo controle (N = 20) e em 50% das ratas do grupo tratado com o extrato de açaí (N = 10). Ocorreram 

13 óbitos no grupo controle (taxa de mortalidade de 65%) e 3 no grupo tratado com o extrato de açaí (taxa 

de mortalidade de 15%).  
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 Na tabela 7 consta a análise estatística realizada para avaliar o potencial 

farmacológico do açaí no tratamento do carcinoma mamário. O extrato de açaí reduziu 

significativamente o número de óbitos (P = 0,0036, Teste Qui-quadrado), assim como 

protegeu, significativamente, quanto ao desenvolvimento de tumores mamários (P = 

0,0004, Teste Qui-quadrado). O impacto do extrato de açaí na sobrevivência cumulativa 

das ratas durante as 16 semanas de tratamento foi significativamente maior (15,15 

semanas) do que no grupo que recebeu apenas solução salina (12,75 semanas). Os dados 

são apresentados na figura 25 (P = 0,002, Teste de long-rank). 

 

Tabela 7: Número de animais induzidos com DMBA, que desenvolveram o tumor 

mamário e que vieram a óbito nos grupos controle e tratado com o extrato de açaí 

durante as 16 semanas de indução tumoral. 

 Controle Açaí P-valor
a 

Induzidos 

Presença tumor mamário 

Óbitos 

20 

20 (100%) 

13 (65%) 

20 

10 (50%) 

3 (15%) 

Referência 

0,0004 

0,0036 

Dados são apresentados com o número e a porcentagem (%). 
a
 Teste Qui-quadrado. 

 

 

Figura 25: Curva de sobrevida dos animais controles e tratados com o extrato de açaí durante as 16 

semanas de tratamento. Observa-se uma sobrevida significativamente menor no grupo controle (12,75 

semanas), quando comparado ao grupo tratado com açaí (15,25 semanas) (P = 0,002, pelo teste de long-

rank).   
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Após as 16 semanas de indução e tratamento com açaí, o número de animais que 

desenvolveram tumor mamário, no grupo controle e tratado com açaí, foi igual a 7 

animais. Assim, as análises a seguir foram realizadas apenas nestes 14 animais. Tanto 

no grupo tratado com açaí quanto no grupo controle o tumor mamário apresentou 

aderências e massa cística no local da indução tumoral (Figura 26), não havendo 

diferença no tamanho e peso do tumor. 

 

 

Figura 26: Análise macroscópica dos tumores após o tratamento com o extrato de açaí. (A e B) Animais 

controle. (C e D) Animais tratados com açaí. Em ambos os grupos foi observado o crescimento tumoral, 

com presença de aderências e massa cística no local da indução (círculo). 

 

6.2.1 Avaliação histológica dos tumores após tratamento com açaí 

 

Na avaliação histológica dos tumores nos grupos controle e tratados com açaí, 

observou-se em ambos os grupos área de carcinoma invasor com hipercromasia celular 

ao redor do estroma fibrovascular (Figura 27). Porém nos animais controle (Figura 27 A 

e B) há uma maior presença de células inflamatórias quando comparados aos animais 

que receberam o tratamento com o extrato de açaí (Figura 27 C e D), no qual se 

observou pouca presença de células inflamatórias. 
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Figura 27: Avaliação histológica com coloração de HE nas amostras de tumores mamários dos animais 

controle (N = 7) e tratado com açaí (N = 7). (A e B) Nos animais controle, observou-se área de carcinoma 

invasor com hipercromasia celular ao redor do estroma fibrovascular (#), com presença de muitas células 

inflamatórias (→). (C e D) Nos animais tratados com extrato de açaí, verificou-se área de carcinoma 

invasor com hipercromasia celular ao redor do estroma fibrovascular (#), com menor número de células 

inflamatórias (→). Aumento de 40x. 

 

6.2.2 Avaliação do processo angiogênico 

 

Com relação à distribuição do VEGF, foi detectada uma forte imunoreatividade 

nas glândulas e ao longo do estroma nos animais do grupo controle (Figura 28 A e B), 

não sendo observada no grupo tratado com açaí (Figura 28 C e D). A análise 

histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma menor distribuição do VEGF nas 

amostras dos animais tratados com açaí em comparação aos animais controle (Figura 

29). 
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Figura 28: Imunohistoquímica para VEGF. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma 

maior marcação para o VEGF nas glândulas (*). (C e D) Nos animais tratados com açaí (N = 7), as 

marcações estavam com menor intensidade (*). Aumento de 40x. 
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Figura 29: Quantificação da porcentagem de VEGF nas amostras de tecido dos grupos controle e tratado 

com açaí. Observou-se uma maior porcentagem de VEGF nos animais controle (P = 0,0001, pelo teste T). 

 

A quantificação sérica de VEGF foi realizada nos grupos controle (N = 7) e 

tratado com açaí (N = 7), observando-se uma diminuição significativa da concentração 

de VEGF nos animais tratados com açaí em comparação com os animais controles 

(Figura 30). A dosagem de VEGF nos animais controle variou entre 422,1 pg/mL e 
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511,71 pg/mL e, nos animais tratados com o extrato de açaí esses valores variaram entre 

337,5 pg/mL e 404,71 pg/mL. 
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Figura 30: Dosagem da concentração sérica de VEGF pelo método de ELISA nas amostras de lavado 

peritoneal dos animais controle (N = 7) e tratados com açaí (N = 7). Observou-se uma maior concentração 

no grupo controle (P = 0,0001, pelo teste T). 

 

A distribuição de FLK nas amostras analisadas revelou também uma maior 

marcação nas glândulas e ao longo do estroma nos animais do grupo controle (Figura 31 

A e B) em comparação com o grupo tratado com açaí (Figura 31 C e D). Essa diferença 

foi confirmada estatisticamente pela análise histomorfométrica (Figura 32). 
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Figura 31: Imunohistoquímica para FLK. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma maior 

marcação para FLK principalmente nas glândulas (*). (C e D) Nos animais tratados com açaí (N = 7), 

encontrou-se uma menor marcação para tal receptor. Aumento de 40x. 
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Figura 32: Quantificação da porcentagem de FLK nas amostras de tecido dos grupos controle e tratado 

com o extrato de açaí. Verificou-se que a porcentagem de FLK foi maior nos animais controle (P = 0,026, 

pelo teste T). 

 

Ainda, pelo mesmo método, com relação à distribuição da MMP-9 nas amostras 

analisadas, foi detectada uma marcação igual ao longo do estroma nos animais controle 

(Figura 33 A e B) e nos animais tratados com açaí (Figura 33 C e D). A análise 
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histomorfométrica confirmou, estatisticamente, que não houve diferença na distribuição 

de MMP-9 nas amostras dos animais controle e tratados com açaí (Figura 34). 

 

 

Figura 33: Imunomarcação para MMP-9. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se marcação 

para MMP-9 (*) igual aos animais tratados (C e D) com açaí (N = 7). Aumento de 40x. 
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Figura 34: Quantificação da porcentagem de MMP-9 nas amostras de tecido das ratas controle e tratada 

com açaí. Não houve diferenças entre a porcentagem de MMP-9 nos dois grupos (P = 0,617, pelo teste 

T). 
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6.2.2.1 Citometria 

 

Com as amostras de lavado peritoneal dos animais controle e tratado com açaí, 

realizamos a contagem de macrófagos ativos F4-80/Mac-2+. Verificou-se uma redução 

de aproximadamente 50% no número de macrófagos F4-80/Mac-2+ nos animais 

tratados com o extrato de açaí em comparação aos animais controle (Figura 35). 

 

 

Figura 35: Citometria de fluxo para identificação de macrófagos em amostras de lavado peritoneal de 

ratas controle (N = 7) e tratadas com açaí (N = 7). Notou-se uma menor presença de macrófagos F4-

80/Mac-2+ nos animais tratados com açaí. 

 

6.2.3 Avaliação do processo inflamatório 

 

No estudo imunohistoquímico, com relação à distribuição de COX-2 nas 

amostras analisadas, foi detectada uma forte imunoreatividade ao longo do estroma nos 

animais do grupo controle (Figura 36 A e B). Já no grupo tratado foi observada uma 

fraca marcação no estroma fibrovascular (Figura 36 C e D). A análise 

histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma menor distribuição de COX-2 nas 

amostras dos animais tratados com açaí em comparação aos animais controle (Figura 

37). 
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Figura 36: Imunomarcação para COX-2. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma forte 

marcação para COX-2 ao longo do estroma (*). (C e D) Nos animais tratados com (N = 7) houve uma 

menor imunoreatividade ao longo do estroma (*). Aumento de 40x. 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

C
O

X
-2

 (
%

)

Controle

COX-2

P = 0,0001

Açaí
 

Figura 37: Quantificação da porcentagem de COX-2 nas amostras de tecido dos animais controle e 

tratado com o extrato de açaí. Notou-se uma menor porcentagem de COX-2 nos animais tratados com 

açaí (P = 0,0001, pelo teste T).  



73 

 

 

6.2.3.1 ELISA (PGE2 e IL-10) 

 

Os níveis séricos de PGE2 foram quantificados e verificou-se que os animais 

tratados com o extrato de açaí tinham níveis significativamente mais baixos de PGE2 do 

que os animais controles (Figura 38). A dosagem de PGE2 nos animais controle variou 

entre 275,1 pg/mL e 316,25 pg/mL e, nos animais tratados com o açaí esses valores 

variaram entre 122,15 pg/mL e 237,75 pg/mL. 
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Figura 38: Dosagem dos níveis de PGE2 pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal do 

grupo controle (N = 7) e tratado com açaí (N = 7). Observou-se menores níveis de PGE2 nos animais 

tratados (P = 0,0001, pelo teste T).  

 

Pelo mesmo método foi realizada também a dosagem dos níveis de IL-10 nos 

animais controle e tratado com açaí, verificando-se uma diminuição significativa das 

concentrações de IL-10 nas ratas tratadas com açaí em comparação com as ratas 

controles (Figura 39). Os níveis de IL-10 nos animais controle variou entre 592,37 

pg/mL e 644,97 pg/mL e, nos animais tratados com o extrato de açaí esses valores 

variaram entre 485,06 pg/mL e 540 pg/mL. 
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Figura 39: Dosagem dos níveis de IL-10 pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal das 

ratas controle (N = 7) e tratadas com o extrato de açaí (N = 7). Verificou-se uma maior concentração no 

grupo controle (P = 0,0001, pelo teste T).  

 

6.2.3.2 Análise da produção de Óxido Nítrico  

 

A avaliação da dosagem de NO foi realizada com amostras de lavado peritoneal 

de animais controle e tratado com açaí, utilizando-se para isso o reagente de Griess. Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle e 

tratados com açaí (Figura 40). Os animais controle tiveram os valores da dosagem de 

NO entre 2.070 µM e 3.160 µM e, nos animais tratados esses valores variaram entre 

1.822 µM e 3.077 µM. 
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Figura 40: Dosagem de óxido nítrico pelo método colorimétrico em amostras de lavado peritoneal dos 

animais controle (N = 7) e tratado com açaí (N = 7). Não foi verificado diferença significativa na 

dosagem de NO comparando os dois grupos (P = 1, pelo teste T). 
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6.2.4 Avaliação da toxicidade 

 

O peso dos animais foi mensurado durante todo o tratamento e verificou-se que 

os animais tratados com o extrato de açaí apresentaram um peso corporal maior do que 

os controle, porém essa diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 41 e 

tabela 8). 
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Figura 41: Peso corporal das ratas controle (N = 7) e tratados com açaí (N = 7) durante todo o período de 

indução e tratamento (16 semanas). Os dados são apresentados com média ± desvio padrão. Não houve 

diferença significativa entre os grupos controle e tratado com açaí. 

 

Tabela 8: Peso corporal dos grupos controle e tratado com açaí. 

Semanas de 

Tratamento 

Controle 

(N = 7) 

Açaí 

(N = 7) 

p-valor
a 

0 152,670 ± 6,112 156,161 ± 6,052 0,304 

1 157,922 ± 5,979 160,042 ± 5,776   0,513 

2 164,211 ± 6,112 165,627 ± 6,347 0,678 

3 168,887 ± 6,271 172,993 ± 6,267 0,244 

4 173,451 ± 10,992 180,364 ± 6,291 0,174 

5 179,544 ± 8,183 186,754 ± 8,096 0,123 

6 186,297 ± 10,161 194,109 ± 9,250 0,158 

7 193,354 ± 10,339 204,335 ± 9,054 0,056 
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8 202,038 ± 7,672 209,394 ± 10,340 0,157 

9 209,539 ± 8,291 214,662 ± 10,950 0,343 

10 216,438 ± 7,963 221,643 ± 11,211 0,336 

11 220,922 ± 7,335 228,251 ± 9,548 0,133 

12 227,981 ± 9,453 237,068 ± 12,538 0,152 

13 235,157 ± 11,130 243,278 ± 11,763 0,209 

14 241,138 ± 11,189 252,381 ± 11,998 0,095 

15 251,831 ± 12,759 258,539 ± 10,899 0,311 

16 262,781 ± 14,294 269,042 ± 13,556 0,417 

a 
P-valor obtido com o teste T. 

 

6.2.4.1 Níveis glicêmicos 

 

Os níveis glicêmicos foram dosados utilizando sangue periférico dos animais em 

estudo, que tinham livre acesso a alimentação (animais não se encontravam em jejum). 

Nesta análise, verificou-se que os animais tratados com o extrato de açaí tiveram níveis 

séricos de glicose significativamente maiores quando comparados aos animais controles 

(Figura 42). Nos animais controle os níveis glicêmicos ficaram entre 190 mg/dL e 220 

mg/dL e, nos animais tratados com açaí, variou entre 171 mg/dL e 343 mg/dL. 

 

0

100

200

300

400

G
lic

o
s
e

 (
m

g
/d

L
)

Controle

Glicose

P = 0,034

Açaí
 

Figura 42: Dosagem de glicose no sangue dos animais dos grupos controle (N = 7) e tratados com açaí 

(N = 7). Os níveis glicêmicos foi significativamente maior nas ratas tratadas com açaí quando comparadas 

aos controles (P = 0,034, pelo teste T).  
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6.2.4.2 Análise dos órgãos 

 

Foi realizada a avaliação macroscópica e histológica do coração, fígado e rins 

dos animais estudados para verificar a toxicidade nesses órgãos do DMBA e/ou do 

tratamento com o extrato de açaí. 

Na avaliação do tamanho do coração, em relação ao comprimento, não foram 

observadas diferenças significativas em ambos os grupos, controle e tratado (Figura 43). 

O comprimento do coração nos animais controle variou entre 1,1 cm e 1,5 cm e nos 

animais tratados com açaí variou entre 1,1 cm e 1,6 cm. Contudo, considerando a 

largura do coração foi observado um diminuição significativa no grupo tratado com açaí 

em comparação ao controle (Figura 43). A largura do coração nos animais controle 

variou entre 1,1 cm e 1,2 cm e nos animais tratados com açaí variou entre 0,6 cm e 1,1 

cm. 

 

 

Figura 43: Comprimento e largura do coração dos animais controle (N = 7) e tratados com açaí (N = 7). 

Não foi observada diferença significativa no comprimento do coração entre os 2 grupos, contudo na 

largura foi observada uma diminuição significativa no comprimento do coração no grupo tratado 

comparado ao controle (P = 0,659 e 0,021, pelo teste T). 

 

Na análise histológica do coração não foram observadas diferenças entre os dois 

grupos. Verifica-se presença de tecido muscular estriado cardíaco preservado em ambos 

os grupos (Figura 44), mostrando que não houve efeitos tóxicos causados pelo indutor 

químico DMBA ou pelo extrato de açaí.  
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Figura 44: Avaliação histológica com coloração de HE em amostras de tecido do coração dos animais 

controles (N = 7) e tratados com extrato de açaí (N = 7). Verificou-se a presença de tecido muscular 

estriado cardíaco preservado (#) em ambos os grupos. Aumento 40x. 

 

Em relação ao tamanho do fígado (comprimento e largura), não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos controle e tratado com extrato de 

açaí para ambos os parâmetros analisados (Figura 45). O comprimento do fígado nas 

ratas controle foi de 4,2 cm sem variação e a largura foi de 4 cm a 4,8 cm e, nas tratadas 

foi de 3,9 cm e 5,2 cm para o comprimento e 2,3 cm a 5,9 cm de largura. 
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Figura 45: Comprimento e largura do fígado dos animais controles (N = 7) e tratados com extrato de açaí 

(N = 7). Não foi observada diferença significativa no comprimento e largura do fígado entre os 2 grupos 

(P = 0,272 e 0,685, respectivamente pelo teste T). 

 

Na avaliação histológica do fígado, é possível observar os efeitos tóxicos do 

DMBA nos animais controle, com presença de fibrose, atipia celular e microambiente 

hemorrágico. Já nos animais tratados com o extrato de açaí não foram observados 
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efeitos tóxicos, sendo visualizada a presença de veia centrolobular com cordões de 

hepatócitos, demonstrando tecido hepático normal (Figura 46). 

 

 

Figura 46: Análise microscópica com coloração de HE de amostras de tecido do fígado das ratas controle 

(N = 7) e tratadas com extrato de açaí (N = 7). Foi possível observar nos animais controle presença de 

fibrose, atipia celular e microambiente hemorrágico (*). Já nos animais tratados com extrato de açaí, nota-

se a presença da veia centrolobular e cordões de hepatócitos (círculo), demonstrando tecido hepático 

normal. Aumento 40x. 

 

Na mensuração do tamanho dos rins (comprimento e largura) não foram 

observadas diferenças em relação aos dois parâmetros avaliados entre os grupos 

controle e tratado com açaí (Figura 47). O comprimento dos rins nas ratas controle foi 

de 1,65 cm sem variação e a largura foi de 1,1 cm sem variação e nas ratas tratadas o 

comprimento variou entre 1,76 cm e 1,82 cm e a largura ficou entre 1,1 cm e 1,24 cm. 
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Figura 47: Comprimento e largura dos rins dos animais controles (N = 7) e tratados com extrato de açaí 

(N = 7). Não foi observada diferença significativa no comprimento e largura dos rins entre os 2 grupos (P 

= 0,481 e 0,386, respectivamente pelo teste T). 
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Igualmente aos achados da avaliação histológica do fígado foram encontrados 

efeitos tóxicos na avaliação dos rins das ratas controle, observando-se a presença de 

fibrose, atipia celular e microambiente hemorrágico. Entretanto, nos animais tratados 

com o extrato de açaí observou-se a presença de glomérulos e túbulos distal, 

evidenciando tecido renal preservado (Figura 48).  

 

 

Figura 48: Análise histológica com coloração de HE em amostras de tecido dos rins dos grupos controle 

(N = 7) e tratado com extrato de açaí (N = 7). Observou-se a presença de fibrose, atipia celular e 

microambiente hemorrágico no grupo controle (*). Nos tratados com o açaí observou-se a presença de 

glomérulos (→) e túbulos distal (►), evidenciando tecido renal preservado. Aumento de 40x. 
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7.  DISCUSSÃO 

 

O câncer de mama é um problema global de saúde pública, sendo a neoplasia 

com maior incidência e também a principal causa de morte por câncer em mulheres no 

Brasil e no mundo (IARC, 2012; ACS, 2015b; INCA, 2015). Apesar do grande número 

de tratamentos disponíveis, ainda, há recorrência loco regional em 12% das pacientes 

que se submeteram a mastectomia e em 20% das que passaram por cirurgia 

conservadora da mama (VAN DONGEN et al., 2000). Assim, a busca por novas 

terapias para o tratamento do câncer de mama continua sendo necessária.  

A pesquisa translacional ressalta a necessidade premente de se converter em 

benefícios práticos para os pacientes os grandes investimentos em pesquisas. Os estudos 

pré-clínicos em modelos animais desempenham um papel importante no 

desenvolvimento de novas tecnologias e tratamentos. Assim, os modelos experimentais 

de doenças são cruciais para a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias, 

servindo como base para gerar conhecimento e ferramentas em benefício da saúde 

humana (ALDHOUS, 1991; CRISSIUMA e ALMEIDA, 2006). Compostos candidatos 

a fármacos devem, obrigatoriamente, ser testados em estudos pré-clínicos, que 

precedem a autorização de pesquisas clínicas e epidemiológicas, devendo ser 

conduzidos de acordo com as Boas Práticas de Laboratório (BPL) – OECD Principles of 

Good Laboratory Practice; HANDBOOK: GOOD LABORATORY PRACTICE (GLP) 

/WHO (Quality practices for regulated non-clinical research and development) 

(HURSTING et al., 2005; ANVISA, 2013). Esses testes avaliam vários aspectos desses 

compostos, como: toxicidade de dose única (aguda), toxicidade de doses repetidas, 

toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerância local e carcinogenicidade, além da 

avaliação da segurança farmacológica e da toxicocinética (ANVISA, 2013).     

Os modelos experimentais de tumores mamários em roedores representam uma 

importante ferramenta para testes pré-clínicos, em grande parte porque, nestas espécies, 

o câncer de mama também é um processo complexo de múltiplos passos, podendo ser 

induzido tanto por radiação, vírus, fatores genéticos quanto por produtos químicos 

(RUSSO e RUSSO, 1996; MANNING, BUCK e COOK, 2016). Uma das melhores 

substâncias indutoras do carcinoma mamário, em modelo experimental, é o DMBA, que 

desde sua utilização por Huggins em 1961, vem sendo amplamente utilizado para o 

estabelecimento de modelos in vivo de carcinoma mamário, por apresentar uma melhor 
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caracterização das fases pré-malignas da doença, podendo ser utilizado para diferentes 

aplicações (RUSSO e RUSSO, 1996; THOMPSON e SINGH, 2000). Até o presente 

momento, na base de dados do PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) são 

encontrados 976 trabalhos científicos, utilizando os descritores: “breast cancer and 

DMBA” ou "in vivo model breast cancer and DMBA". Ao estabelecermos o modelo 

experimental de câncer de mama, utilizando o carcinógeno DMBA, encontramos uma 

taxa de desenvolvimento de tumor mamário de aproximadamente 93%, após 16 

semanas de indução. Além da confirmação histológica com a presença de carcinoma 

invasor, nós também observamos macroscopicamente o crescimento de uma massa 

cística com aderências e fibrose no local da indução tumoral. Estudos anteriores 

relataram uma taxa de indução tumoral, utilizando o DMBA, de 82% (BISHAYEE et 

al., 2013) e 100% (DEEPALAKSHMI e MIRUNALINI, 2013), também após 16 

semanas de indução. Considerando 24 semanas de indução, a taxa de indução tumoral 

reduz para aproximadamente 73% (MA et al., 2014) e após 12 meses de indução para  

87% (OUHTIT et al., 2014). A taxa de mortalidade que observamos após a indução com 

DMBA foi cerca de 44%, considerando 16 semanas de acompanhamento após a indução 

tumoral. Os nossos resultados estão de acordo com o que já foi descrito por Ojeswi et 

al. (2010) e Monga, Chauhan e Sharma (2012) que descreveram, em ambos os estudos, 

uma taxa de 40% de mortalidade, após 16 e 20 semanas de indução tumoral, 

respectivamente. 

O câncer de mama é uma doença complexa e que envolve vários processos, 

incluindo a angiogênese e a inflamação, considerados eventos chaves para o 

desenvolvimento tumoral, invasão e metástase (FOLKMAN, 2007; HANAHAN e 

WEINBERG, 2011; YASMIN et al., 2015; CHEN et al., 2017). Nesse sentido, nós 

avaliamos marcadores dos processos angiogênico e inflamatório no estabelecimento do 

modelo experimental de câncer de mama e observamos níveis elevados de VEGF, bem 

como de PGE2 e IL-10. Com a exposição prolongada a estímulos pró-inflamatórios, a 

enzima COX-2 permanece superexpressa, ocorrendo transição da inflamação aguda para 

inflamação crônica (HARRIS, 2014b). A produção sustentada de PGE2 desempenha 

papel importante na sobrevivência e progressão tumoral, favorecendo maior 

proliferação celular, inibição da apoptose, indução de angiogênese e promoção da 

invasão tumoral (REGULSKI et al., 2016). Além disso, nós também observamos um 

número elevado de macrófagos nas amostras tumorais dos animais induzidos com 
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DMBA, confirmando a  importância crucial dos macrófagos na angiogênese e na 

inflamação, estando abundantemente presentes na progressão tumoral (GAN et al., 

2016; CHEN et al., 2017).  

Com o estabelecimento de um modelo experimental de câncer de mama foi 

possível pesquisar as ações farmacológicas do extrato de açaí, um fruto encontrado 

abundantemente na região amazônica (LICHTENTHÄLER et al., 2005; SCHAUSS et 

al., 2006a), rico em polifenóis e flavonoides, apresentando atividade antioxidante, anti-

inflamatória, efeitos cardioprotetores e anticancerígenos (HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). Em um modelo de hipertensão em ratos 

Wistar, Da Costa et al. (2012), testaram o açaí na dose de 200mg/kg/dia, a mesma dose 

que utilizamos no nosso modelo de carcinoma mamário, e observaram que o açaí 

preveniu a hipertensão e a disfunção endotelial, possivelmente por suas ações 

antioxidantes, pela inibição da enzima Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP-2) e 

ativação da via óxido nítrico sintase (NOS). Além disso, Silva et al. (2014) avaliaram o 

efeito do extrato de açaí em duas linhagens de células de câncer de mama humano e, 

observaram que nas células MCF-7, o açaí modificou as características morfológicas, 

diminuiu a viabilidade celular e induziu a autofagia, sugerindo um potencial 

antitumorigênico do açaí em células de câncer de mama (SILVA et al., 2014). Uma 

possível explicação para os efeitos citotóxicos do açaí sobre as células MCF-7 são as 

lignanas, um fitoquímico presente no açaí, que pode atuar como fitoestrógenos 

(HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). Dessa forma, com 

os resultados promissores em relação à atividade antitumoral do açaí in vitro e como na 

literatura não foram encontrados dados testando-o em modelos in vivo, nós avaliamos o 

potencial efeito do extrato de açaí em modelo experimental de câncer de mama. 

O tratamento diário de 200 mg/kg de extrato do açaí reduziu em 

aproximadamente 4 vezes a taxa de mortalidade dos animais induzidos com o 

carcinógeno DMBA. Além disso, a taxa de desenvolvimento do tumor foi 2 vezes 

menor no grupo tratado com o extrato de açaí quando comparado ao grupo controle, que 

recebeu solução salina durante as 16 semanas. Nas análises histológicas foi observado 

que nas amostras dos animais controle houve um número elevado de células 

inflamatórias quando comparados aos animais tratados com o extrato de açaí. Ainda, em 

relação ao processo inflamatório, observamos que no grupo tratado com açaí houve uma 

menor imunomarcação para COX-2 e níveis estatisticamente mais baixos de PGE2 e IL-
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10. Estudos têm demonstrado que a expressão de COX-2 está associada a parâmetros de 

agressividade tumoral, já conhecidos no câncer de mama humano, incluindo tamanho 

tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida (XU et al., 2017), além de aumentar a 

microvascularização do tumor e estar associado a um pior prognóstico (HÖCKEL et al., 

2001). Em conformidade com nossos achados, Abdel-Rahman et al. (2015), utilizando o 

DMBA para indução do tumor mamário em ratas Sprague-Dawley, observaram, nos 

animais tratados com 500 mg/kg de Eruca sativa, durante 4 semanas, a diminuição do 

processo inflamatório nas amostras de tumores mamários pela redução de 100% da 

expressão de COX-2, em comparação com o grupo controle. Mandal e Bishayee (2015), 

também utilizando um modelo de tumor mamário em ratas induzidas com DMBA, 

observaram uma menor imunomarcação para COX-2 nos animais que receberam 100 ou 

200 mg/kg do extrato de Trianthema portulacastrum, durante 18 semanas, quando 

comparado ao grupo controle. Um outro extrato usado com sucesso em modelo de 

câncer de mama foi o Rhus coriaria. Nesse trabalho, os autores também demonstraram 

uma diminuição de PGE2, COX-2 e MMP-9 in vivo e in vitro, que provavelmente 

diminuiu o processo de tumorigênese (EL HASASNA et al., 2016). Zhong et al. (2012), 

utilizando camundongos Balb/c nude induzidos com células de câncer de mama humano 

primário, observaram uma diminuição de COX-2 e IL-10 nos animais tratados com 

80000 U/mL de ulinastatina ou ulinastatina e docetaxel (20 mg/kg), administrados 

intraperitoneal durante 20 dias, em comparação ao grupo controle. A ulinastatina 

também reduziu os níveis de PGE2 e IL-10 no estudo in vitro com linhagens de células 

de câncer de mama humano primário (ZHONG et al., 2012). Além disso, uma menor 

imunomarcação para COX-2 e MMP-9 foi encontrada em amostras de tecido mamários 

dos animais que receberam durante 14 dias 200 mg/kg Semecarpus anacardium ou 300 

mg/kg de Kalpaamruthaa, quando comparados ao controle (SATHISH, SHANTHI e 

SACHDANANDAM, 2011). A redução desses níveis podem estar relacionados à ação 

antioxidante desses compostos, que são ricos em flavonoides, vitamina C, ácido gálico, 

entre outros (SATHISH, SHANTHI e SACHDANANDAM, 2011). A inibição do 

processo inflamatório observada em nosso estudo, após tratamento com o extrato de 

açaí, possivelmente está relacionada aos seus constituintes fitoquímicos (flavonoides e 

polifenois), que apresentam ação anti-inflamatória (SCHAUSS et al., 2006a; 

ULBRICHT et al., 2012).  
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O câncer de mama é uma doença sabidamente dependente de angiogênese 

(FOLKMAN, 2007) e, o VEGF, principal fator pró-angiogênico, encontra-se elevado 

em amostras de câncer de mama (GASPARINI, 2000; BYRNE, BOUCHIER-HAYES e 

HARMEY, 2005; LU et al., 2005; SAHARINEN et al., 2011). A superexpressão de 

VEGF também tem sido associada a mau prognóstico do câncer de mama, tais como o 

comportamento metastático e pior sobrevida livre de doença (ZHANG et al., 2014; LIU, 

SEMENZA e ZHANG, 2015). Em nosso estudo, a imunomarcação de VEGF e seu 

receptor FLK, assim como os níveis séricos de VEGF das amostras de tumores 

mamários das ratas tratadas com o açaí foram significativamente menores quando 

comparados aos controles. Nossos resultados estão de acordo com os achados de 

Mafuvadze et al. (2011), que observaram uma redução na quantificação de VEGF e 

FLK em ratas Sprague-Dawley induzidas com DMBA e acetato de 

medroxiprogesterona (MPA), tratadas com 50 mg/kg de apigenina por até 13 dias. A 

redução do processo de angiogênese, via VEGF-FLK, provavelmente ocorreu pela ação 

antiprogesterona dos flavonoides da apigenina (MAFUVADZE et al., 2011). Utilizando 

esse mesmo modelo, Cook et al. (2016), testaram a luteolina (1, 20 3 25 mg/kg) durante 

10 dias consecutivos e mais 8 injeções com intervalos de 48 horas e observaram uma 

redução da distribuição de VEGF no grupo tratado quando comparado ao controle, 

confirmando a ação dos flavonoides como um antiestrogênio e antiprogesterona (COOK 

et al., 2016). Ainda, em modelo de carcinoma mamário induzido por DMBA, 

Mukhopadhyay et al. (2006), observaram pela técnica de Western blot, uma redução de 

VEGF nos animais que receberam 200 g/kg de proteína de soja na ração durante 147 

dias quando comparados aos animais controles, que receberam caseína. Sathish, Shanthi 

e Sachdanandam (2011), utilizando o mesmo método e modelo, observaram uma 

redução de VEGF nos animais tratados com Semecarpus anacardium ou 

Kalpaamruthaa quando comparados ao grupo controle. Os níveis reduzidos de FLK 

foram também encontrados pelo estudo imunohistoquímico em camundongos com 

câncer de mama induzidos com células MDA-MB-231, tratados com 40 mg/kg 

melatonina (via intraperitoneal durante 5 dias da semana por 21 dias), quando 

comparados ao grupo controle (JARDIM-PERASSI et al., 2014). Em relação ao açaí,  

Dias et al. (2014), em um estudo in vitro com linhagens de células de carcinoma de 

cólon observaram uma diminuição do VEGF nessas células, sugerindo que os 
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flavonoides presentes no açaí provavelmente são os responsáveis pela atividade 

antiangiogênica, via VEGF (DIAS et al., 2014). 

A promoção da angiogênese tumoral mediada pela enzima COX-2 pode ser 

explicada pela produção de prostaglandinas, principalmente a PGE2, pelas células 

tumorais, que aumentam as concentrações de VEGF (EL HASASNA et al., 2016). 

Singh et al. (2007) demostraram que o aumento da PGE2 em tumores de mama 

estimulam a progressão de metástases ósseas em modelo animal e em pacientes. Os 

autores descreveram, ainda, que a diminuição da PGE2 resulta na redução da migração e 

invasão de células de tumores mamários, e que antagonistas da PGE2 podem ser 

utilizados na prevenção e tratamento do câncer de mama (SINGH et al., 2007).   

A superexpressão de VEGF está relacionada ao aumento no número de 

macrófagos (LEWIS et al., 2000; BINGLE, BROWN e LEWIS, 2002; OBEID et al., 

2013; LIN et al., 2015), que estão aumentados nos tumores mamários e parecem 

desempenhar um papel importante na secreção de citocinas pró-angiogênicas e pró-

inflamatórias, no desenvolvimento tumoral e na metástase (BINGLE, BROWN e 

LEWIS, 2002; CARRON et al., 2017; CHEN et al., 2017). Em nosso estudo 

observamos um aumento do número de macrófagos peritoneais nos animais induzidos 

com DMBA, que desenvolveram tumor mamário, quando comparados aos animais não 

induzidos. Após tratamento com o extrato de açaí, observamos que o número de 

macrófagos peritoneais foi reduzido pela metade quando comparado ao grupo controle. 

Recentemente, nosso grupo, em um estudo in vitro com linhagem de macrófagos 

J774.G8, observou uma diminuição em 50% da viabilidade celular, utilizando as doses 

de 20 e 40 µg/mL de extrato de açaí (MACHADO et al., 2016). Nesse mesmo estudo, 

200 mg/kg do extrato de açaí, administrado diariamente durante 30 dias, foi eficaz em 

reduzir lesões de endometriose peritoneal em modelo experimental, assim como o 

processo inflamatório, angiogênico e o número de macrófagos (MACHADO et al., 

2016). A ação do açaí na redução do número de macrófagos nos modelos experimentais 

de câncer de mama e de endometriose, sugere que ele age nos processos angiogênico e 

inflamatório, diminuindo a expressão dos genes como o VEGF e COX-2, reprimindo a 

manutenção e o crescimento tumoral (MACHADO et al., 2016).  

Em nosso estudo, o açaí demonstrou, ainda, um efeito protetor sobre o fígado e 

rim, após administração do DMBA, que é um agente altamente tóxico (HUGGINS; 

MORII, 1961). No grupo controle, induzido com DMBA, mas que recebeu apenas 
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solução salina durante 16 semanas, foi observado na análise histológica, formação de 

tecido fibroso e um ambiente hemorrágico, enquanto que no grupo tratado com extrato 

de açaí o tecido encontrava-se íntegro. Da mesma forma, Ribeiro et al. (2010), 

observou, em animais saudáveis, que o açaí na dose de 3, 33, 10 ou 16,67 g/kg quando 

administrado em conjunto com a doxorrubicina, apresentou um efeito protetor à 

cardiotoxicidade causada por esse antineoplásico. Do mesmo modo, Marques et al. 

(2016), em seu estudo com camundongos Swiss saudáveis não observou efeitos 

genotóxicos do açaí nas 3 doses testadas (30, 100 e 300 mg/kg) nos tratamentos agudo 

(24h) ou subagudo (durante 14 dias) em leucócitos, células de fígado, testículo e medula 

óssea. Em função do efeito antigenotóxico do extrato de açaí, observado por nós e por 

Ribeiro et al. (2010) na presença dos agentes tóxicos DMBA e doxorrubicina, 

respectivamente, sugere-se a utilização do açaí como um agente coadjuvante no 

tratamento do câncer, impactando na redução dos efeitos adversos provocados pelos 

quimioterápicos, conforme já proposto por Ribeiro et al., (2010). 

Em nosso estudo não observamos diferença significativa no peso corporal dos 

animais tratados com o extrato de açaí quando comparados ao grupo controle. Contudo, 

observamos um aumento significativo nos níveis glicêmicos, após 16 semanas de 

tratamento com açaí, comparados ao grupo controle. Ressaltamos que os animais 

estavam com livre acesso à alimentação e que a glicose não foi dosada em jejum. O 

peso corporal de ratas também foi verificado por Souza et al. (2012) após administração 

de 2% de açaí (peso seco/peso) durante 6 semanas e não foram observadas diferenças 

significativas entre os animais que receberam o açaí e os animais controles. Nesse 

estudo, os animais que receberam o açaí tiveram níveis significativamente menores de 

colesterol total e da lipoproteína de baixa densidade (LDL), além de um aumento dos 

níveis da lipoproteína de alta densidade (HDL) quando comparados ao animais que 

receberam apenas a dieta hipercolesterolêmica, sugerindo um efeito 

hipocolesterolêmico do açaí (SOUZA et al., 2012). Apesar da diferença que 

encontramos, especialmente nos níveis glicêmicos, o açaí é composto de antocianinas 

como: cianidina 3-glicosídeo; cianidina 3-glucosídeo; cianidina 3-rutinosídeo (JENSEN 

et al., 2008; HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; ULBRICHT et al., 2012); 

cianidina 3-sambubiosídeo (SCHAUSS et al., 2006b); peonidina 3-glicosídeo; 

peonidina 3-rutinosídeo (SCHAUSS et al., 2006b; HEINRICH, DHANJI e 

CASSELMAN, 2011), que ajudam a reduzir os níveis de colesterol (SOUZA et al., 
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2012), atuam como antioxidantes (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 

2006; JENSEN et al., 2008; ULBRICHT et al., 2012), anti-inflamatórios (ULBRICHT 

et al., 2012) e podem desempenhar um papel importante na prevenção e no tratamento 

do câncer (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006; HEINRICH, 

DHANJI e CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). 

Além de ter sido o primeiro trabalho a avaliar o efeito terapêutico do extrato de 

açaí em modelo in vivo de carcinoma mamário, este estudo destaca-se pela via de 

administração do extrato (via gavagem), que além de ser por via oral (de fácil 

administração), também apresenta um controle exato da dose administrada. Alguns 

estudos não controlaram a quantidade de açaí administrada, deixando-o disponível na 

água ou ração dos animais (STONER et al., 2010; DA COSTA et al., 2012; FRAGOSO 

et al., 2012, 2013; SOUZA et al., 2012). Nós avaliamos, ainda, marcadores envolvidos 

no processo inflamatório e angiogênico do tumor, que são fatores sabidamente 

conhecidos e envolvidos no processo fisiopatológico do câncer de mama ( (HANAHAN 

e WEINBERG, 2011; CHEN et al., 2017). Contudo, nosso estudo apresentou algumas 

limitações, como o número amostral final obtido em cada grupo de comparação (tratado 

com açaí e controle); assim como o número de animais que desenvolveram tumor no 

grupo tratado com açaí (apenas 50% dos animais), não sendo possível determinar se os 

que não desenvolveram tumor neste grupo foram em função do efeito protetor do açaí 

ou pelo insucesso do estabelecimento do modelo com DMBA, que conforme 

verificamos pode ser de até 7%. Outra limitação do nosso estudo foi não ter dosado os 

níveis glicêmicos e o perfil colesterolêmico, em jejum e durante todo o período de 

tratamento com o extrato de açaí.  

Com os resultados obtidos em nosso estudo, propomos uma possível via de 

sinalização para os efeitos terapêuticos do extrato de açaí no câncer de mama, tendo os 

macrófagos um papel chave nesse mecanismo (QIAN e POLLARD, 2010; SICA e 

MANTOVANI, 2012; CHEN et al., 2017). Sabemos que os macrófagos são de extrema 

importância na inflamação e na angiogênese, como também uma importante fonte de 

produção de VEGF, essencial para o estabelecimento e crescimento do tumor mamário 

(LEWIS et al., 2000; BINGLE, BROWN e LEWIS, 2002; OBEID et al., 2013; LIN et 

al., 2015). Dessa forma, a redução significativa no número de macrófagos em animais 

tratados com açaí pode levar a uma diminuição da sinalização VEGF/FLK e nos níveis 

de PGE2, contribuindo para a redução ou o não desenvolvimento do tumor em nosso 
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modelo. Vale ressaltar, que vários estudos têm demostrado a ação anticancerígena do 

açaí (STONER et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012, 2013; DIAS et al., 2014), incluindo 

linhagens de células malignas de câncer de mama, MCF-7 (SILVA et al., 2014). Todos 

esses resultados podem estar relacionados ao alto teor de polifenois, antocianina e 

flavonoides presentes no açaí, que parecem desempenhar essa atividade anticancerígena 

(DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006; FRAGOSO et al., 2013; 

SILVA et al., 2014; MACHADO et al., 2016).  

Por fim, como o câncer de mama é um problema global de saúde pública e 

apresenta diversos efeitos adversos aos tratamentos atuais, e levando em conta que o 

açaí tem um baixo custo aquisitivo, sendo facilmente encontrado, principalmente no 

Brasil, justifica-se a utilização deste extrato como um agente terapêutico coadjuvante 

para o tratamento do câncer de mama, visando a redução dos efeitos adversos. 
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8. CONCLUSÃO 

 

O modelo experimental de câncer de mama em ratas Wistar induzidas com o 

carcinógeno DMBA foi estabelecido com êxito. Dessa forma, foi possível avaliar o 

efeito farmacológico e tóxico do extrato do açaí, que inibiu o processo inflamatório no 

microambiente tumoral, pela redução dos níveis de COX-2, PGE2 e IL-10. Além disso, 

o açaí atuou sobre o processo angiogênico, outro importante processo para o 

desenvolvimento do câncer de mama, diminuindo níveis de VEGF e FLK, e a 

quantidade do número de macrófagos ativos. O açaí apresentou ainda, um efeito 

protetor na presença do DMBA, uma substância citotóxica utilizada para indução do 

carcinoma mamário. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Realizar novos estudos com o açaí, em modelo experimental de câncer de mama, 

com o objetivo de elucidar o exato mecanismo de ação do extrato, além de realizar 

testes toxicológicos mais abrangentes. Além disso, testar o potencial efeito 

farmacológico do açaí em conjunto com os principais quimioterápicos antineoplásicos 

citotóxicos utilizados no tratamento convencional do câncer de mama para verificar o 

seu possível efeito protetor sobre os efeitos genotóxicos causados pelos 

quimioterápicos. O maior número possível de dados seguros e consistentes devem ser 

obtidos para que seja possível translacionar o uso do extrato de açaí, em testes clínicos e 

epidemiológicos, como uma terapia coadjuvante no tratamento do câncer de mama. 
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Anexo I 

 

Tipos de tumores epiteliais segundo a 4ª edição da Classificação Histológica de 

Tumores da Mama da OMS 

Carcinoma microinvasor 

Carcinoma mamário invasor 

Carcinoma ductal invasivo, SOE 

Carcinoma tipo misto 

Carcinoma pleomórfico 

Carcinoma com células gigantes tipo oscleoclasto 

Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos 

Carcinoma com elementos melanóticos 

Carcinoma lobular invasivo 

Carcinoma lobular clássico 

Carcinoma lobular sólido 

Carcinoma lobular alveolar 

Carcinoma lobular pleomórfico 

Carcinoma túbulo-lobular 

Carcinoma lobular misto 

Carcinoma tubular 

Carcinoma cribriforme invasivo 

Carcinoma com elementos medulares 

Carcinoma medular 

Carcinoma medular atípico 

Carcinoma invasivo SOE com elementos medulares 

Carcinoma mucinoso 

Carcinoma com diferenciação em células em anel de sinete 

Carcinoma micropapilar invasivo 

Carcinoma com diferenciação apócrina 

Carcinoma metaplásico sem tipo especial 

Carcinoma adenoescamoso de baixo grau 

Carcinoma metaplásico fibromatose-símile 

Carcinoma de células escamosas 

Carcinoma de células fusiformes 

Carcinoma metaplásico com diferenciação mesenquimal 

Diferenciação condroide 

Diferenciação óssea 

Diferenciação em outros tipos mesenquimais 

Carcinoma metaplásico misto 

Carcinoma mioepitelial 

OMS: Organização Mundial da Saúde. SOE: sem outra especificação. 

Fonte: Gobbi, 2012. 
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Anexo II 

 

Classificação clínica e histopatológica do câncer de mama pelo sistema TNM 

T - Tamanho tumoral 

 Tx - O tumor primário não pode ser avaliado 

 T0 - Sem evidência de tumor primário doença de Paget 

 T1 - Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão 

 T1a - tumor com 0,5 cm ou menos em sua maior dimensão 

 T1b - tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensão 

 T1c - tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimensão 

 T2 - Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensão 

 T3 - Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

 T4 - Tumor de qualquer tamanho, com extensão direta à parede torácica ou à 

pele 

 T4a - extensão para parede torácica 

 T4b - edema (incluindo peau d'orange) ou ulceração da pele da mama ou 

nódulos cutâneos satélites, confinados à mesma mama 

 T4c - T4a e T4b associados 

 T4d - carcinoma inflamatório 

N - Linfonodos regionais 

 Nx - Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 

 cN0 - Ausência de metástases nos linfonodos regionais 

 cN1 - Crescimento tumoral ipsilateral, sem acometimento dos linfonodos 

axilares 

 cN2 - Crescimento tumoral ipsilateral, acometendo linfonodos axilares ou 

internos 

 cN3 - Acometimento linfonodos supraclavicular ou ambos axilares ipsilateral e 

internos 

 pN0 - Sem acometimento dos linfonodos 

 pN1 - Acometimento de 1 a 3 linfonodos 

 pN1mi - Tumor no linfonodo com tamanho £ 2,0  

 pN2 - Acometimento de 4 a 9 linfonodos 

 pN3 - Acometimento ≥ 10 linfonodos 

M - metástases a distância 

 Mx - A presença de metástases a distância não pode ser avaliada 

 M0 - Ausência de metástases à distância 

 M1 - Metástases à distância (incluindo as metástases nos linfonodos 

supraclaviculares) 
A categoria N (linfonodos regionais) têm duas classificações, a clínica, representada pela letra "c" e a 

patológica, representada pela letra "p". 

Fonte: Sociedade Brasileira de Mastologia, 2004.  
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Anexo III 
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Anexo IV 
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Anexo V 
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