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RESUMO

O céncer de mama é um problema de satde puablica, com uma alta incidéncia e sendo a
principal causa de morte por cancer em mulheres no Brasil e no mundo. Dentre 0s processos
envolvidos no microambiente tumoral da mama, destacam-se a angiogénese e a inflamacéo,
tendo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 0s
macrofagos, como os principais fatores desses processos. Recentemente, 0 extrato de Euterpe
oleracea (acai), um fruto abundantemente encontrado na regido amazonica, apresentou efeito
antitumoral in vitro em linhagens de células de carcinoma mamario humano. Desse modo, 0
presente estudo teve como objetivo estabelecer um modelo experimental de carcinoma mamario
e avaliar o potencial efeito farmacoldgico do acai no cancer de mama. Foram utilizadas 40 ratas
Wistar, distribuidas aleatoriamente em 2 grupos: tratado com 200 mg/kg de extrato de agai e
controle que recebeu apenas o veiculo, ambos via gavagem durante 16 semanas. Um dia depois
do inicio do tratamento, foi induzido o tumor mamario com administragdo de 25 mg/kg de
DMBA (7,12-dimetil benzo antraceno) via subcutidnea na regido maméaria. Ao final do
tratamento o tumor foi coletado para as andlises macroscdpica, histoldgicas e
imunohistoquimica (VEGF, receptor do fator de crescimento endotelial vascular - FLK, COX-2
e metaloproteinase de matriz 9 - MMP-9); sangue para a dosagem dos niveis glicémicos e
lavado peritoneal para as analises bioquimica (6xido nitrico), citometria de fluxo (F4-80/MAC-
2+) e ELISA (VEGF, prostaglandina E, - PGE; e interleucina 10 - IL-10). As amostras do
coracdo, figado e rins foram coletadas para analises toxicologicas. O estabelecimento tumoral
foi confirmado, ap6s 16 semanas da inducdo, pela avaliagdo macroscépica e histolégica, com
uma taxa de inducdo tumoral e Obitos de 93,2% e 43,8%, respectivamente. Apds tratamento
com agai, na analise histoldgica verificou-se uma diminuigdo das células inflamatorias, uma
menor imunomarcacdo para VEGF, FLK e COX-2, diminuigdo no nimero de macréfagos e
niveis significativamente menores de VEGF, PGE, e IL-10, no grupo tratado com agai
comparado ao controle. O acai aumentou a sobrevida dos animais (P = 0,002, Teste de long-
rank), reduziu significativamente o nimero de Obitos (P = 0,0036, Teste Qui-quadrado) e
protegeu o figado e os rins dos efeitos toxicos causados pelo carcinbgeno DMBA. Esses
resultados indicam que o acai reduziu o processo inflamatério e angiogénico, provavelmente
pela a reducéo significativa no nimero de macréfagos, inibindo a sinalizagdo VEGF/FLK e 0s
niveis de PGE,, contribuindo para a reducéo do carcinoma mamario. Concluimos que o agai é

um potencial agente terapéutico coadjuvante para ser testado no tratamento do cancer de mama.

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



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 (acai), 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 acai on
breast cancer. Forty female Wistar rats were randomized into two groups: treated with 200
mg/kg of acai 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 agai, 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 acgai 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 agai, 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 agai is a

promising therapeutic agent for breast cancer.

Keywords: Breast Neoplasms, Therapeutics, Animal Models, Euterpe oleracea.
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1. INTRODUCAO

O cancer tornou-se um problema global de saude publica, em virtude do
aumento de sua incidéncia nos altimos anos, devido ao envelhecimento populacional e
ao aumento da exposicdo a fatores de risco ambientais (TORRE et al., 2015). No
mundo, em 2012, foram observados aproximadamente 14,1 milhdes de novos casos de
cancer, cerca de 8,2 milhdes de mortes e 32,6 milhdes com cancer. Dentre essas
estimativas, 8 milhdes dos novos casos de cancer, 5,3 milhGes das mortes e 15,6
milhGes dos que viviam com cancer aconteceram em paises em desenvolvimento
(IARC, 2012). Para o Brasil, nos anos de 2016 e 2017, o Instituto Nacional do Céancer
(INCA) estimou a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer (INCA, 2015). Até
2030, no mundo, estima-se um aumento significativo no nimero de novos casos de
cancer por ano de aproximadamente 21,7 milhGes e 13 milhdes de mortes por cancer
(ACS, 2015a).

Entre essas estimativas mundiais do ano de 2012, cerca de 6,7 milhdes de novos
casos de cancer e 3,5 milhdes de mortes ocorreram em mulheres. E uma das
localizagdes de cancer que tem maior incidéncia nas mulheres € a mama, sendo também
a principal causa de morte por cancer nas mulheres no mundo (IARC, 2012; ACS,
2015b). No Brasil, também é a neoplasia mais comum nas mulheres se excluirmos o0s
tumores de pele ndo 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 cancer (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O céncer de mama, assim como o cancer em geral, &€ o desequilibrio entre a
proliferacdo e a morte celular, promovendo alteracbes no crescimento celular ou
apoptose e levando ao surgimento do tumor. Isso ocorre devido a alteragfes genéticas,
podendo ser hereditarias ou em virtude de exposicdo a fatores ambientais ou
fisiologicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Atualmente, os tipos de tratamento para o cancer de mama sdo: cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, inibidores hormonais e anticorpos monoclonais (EBCTCG,
2005a; NOUNOU et al., 2015). Os tratamentos disponiveis para essa doenca sdo de
elevado custo e nem sempre apresentam os resultados esperados. Assim, a busca

continua por novas terapias farmacologicas torna-se relevante.
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Recentemente, o0 extrato Euterpe oleracea, popularmente conhecido como acai,
principalmente encontrado na regido Amazonica (LICHTENTHALER et al., 2005;
SCHAUSS et al., 2006a), vem sendo investigado ndo apenas por seus beneficios
decorrentes de seus macronutrientes, mas também devido a suas propriedades
farmacologicas, em funcdo da sua atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancerigena (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 acai em um estudo, in vitro, utilizando
linhagens de células de carcinoma mamario humano. Até o presente momento nao
existem dados sobre o efeito farmacoldgico ou toxico do extrato de Euterpe oleracea
em modelo experimental, in vivo, de cancer de mama. Nesse contexto, surge a
necessidade de estudos mais abrangentes para avaliar o efeito farmacol6gico, bem como

a toxicidade do acai na terapia do cancer de mama.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e histologia da mama feminina

A mama feminina é um 6rgdo par, situado sob o musculo peitoral na parede
torécica superior. Sua principal funcdo é a producdo de leite e € constituido por epitélio
e estroma especializado (KUMAR e PERKINS, 2010). A composicao histoldgica da
mama humana varia conforme a idade, o sexo e o estado fisioldgico (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013). Para auxiliar no diagnostico das doencas da mama, ela é dividida
em quadrantes, sendo: regido central da mama, superior lateral e medial, inferior lateral
e medial (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A glandula mamaria humana do nascimento até a puberdade é imatura e ndo
cresce, ou seja, esta no estado de quiescéncia (MACIAS e HINCK, 2012). Nessa fase, é
constituida por seios e ductos galactéforos, compostos por ramificagdes e por¢des
dilatadas (MACIAS e HINCK, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Na
puberdade, os ductos sdo alongados por estimulo de horménios ovarianos e ha também
a diferenciacdo em células do epitélio luminal e mioepiteliais, que constituem os ductos
(Figura 1) (MACIAS e HINCK, 2012).
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Figura 1: Anatomia da mama humana durante a puberdade ndo gravidica. 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 I6bulos, contendo uma mistura de linfdcitos
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 mamarios, 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
entdo ramifica-se, criando um agrupamento de pequenos acinos, que se assemelham a
um cacho de uva e, assim, formando o l6bulo (KUMAR e PERKINS, 2010).

TECIDO
ADIPOSO

LOBULO

TECIDO ‘
FIBROSO e

Figura 2: Histologia da mama feminina. Mama composta por lébulos e ductos envolvidos pelo estroma
interlobular, composto principalmente por tecido fibroso denso. Fonte:
<http://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html>.

Os l6bulos e ductos sdo cobertos por dois tipos de células: as mioepiteliais e as
epiteliais luminais. As células mioepiteliais sdo compostas por miofilamentos, ficam
sobre a membrana basal e auxiliam na saida do leite e ddo base aos l6bulos. Essas
células sdo revestidas pelas células epiteliais luminais. Dessa forma, apenas as células
luminais do ducto terminal e do lébulo sdo responsaveis pela producdo do leite
(KUMAR e PERKINS, 2010).

Durante a gravidez, as glandulas mamarias iniciam um intenso crescimento e
desenvolvimento, e ductos ddo lugar a alvéolos mamarios (unidades secretoras
tubuloalveolares) em decorréncia da acdo de varios hormoénios como estrogenos,
progesterona, prolactina e lactogénio placentario humano (Figura 3) (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013). E é s6 nessa fase, ou seja, no inicio da gravidez, que a mama fica
inteiramente madura e funcional (KUMAR e PERKINS, 2010). O leite humano é
produzido durante a fase de lactacdo pelas células epiteliais dos alvéolos e quando a
amamentacao cessa, a maior parte desses alvéolos que se originaram durante a gestagédo
degenera por apoptose e sdo eliminados pelos macr6fagos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013).



23

A Nfo gravidica
{

‘i‘% A

? b "‘5.) 3
JC '\~‘{ \' Sistema de
& duclos inatvo

2 A

oy 93

Alvéoics proliferam
nas terminagdes
dos ducios

Secrogho de loite ¢

armazenamento no
imen dos alvbalos

Ducios
galactbioron

Figura 3: Glandula mamaria feminina inativa e ativa e suas modificacfes durante a gravidez e lactagao.
Fonte: Junqueira LC, Carneiro J. Histologia Geral. 122 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2013.

Um pouco antes da menopausa, inicia-se um processo de atrofia do tecido
mamario, sendo substituido progressivamente por tecido adiposo, até que ha menopausa
é quase que inteiramente formado por esse tecido e também por residuos de tecido
glandular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). A transicdo entre essas etapas e as
alteracoes fisiologicas do tecido mamario sdo mediadas pela acdo de horménios, sendo
o principal deles o estrogénio. Porém, ainda é insuficiente o que se sabe sobre o0s
mecanismos nos quais as células epiteliais e estromais respondem aos estimulos
hormonais, pois uma possivel desregulacdo nesse processo pode desencadear em

condic@es patoldgicas, como, por exemplo, o cancer (MACON e FENTON, 2013).

2.2 Cancer de mama: Conceito e epidemiologia

O céncer de mama é o desequilibrio entre a proliferacdo e a morte celular,
promovendo alteragdes no crescimento celular ou apoptose e levando ao surgimento do
tumor (MINISTERIO DA SAUDE, 2013; ACS, 2015c). Esse evento ocorre em virtude
de alteracdes genéticas, podendo ser hereditarias ou devido a exposicdes a fatores
ambientais ou fisioldgicos (alteragdes hormonais) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).



24

Atualmente, o cancer de mama é um problema global de saude publica, sendo
uma das mais frequentes e importantes doencas que acometem as mulheres no mundo,
tanto em regibes desenvolvidas (794 mil casos) como em regides em desenvolvimento
(883 mil casos) (IARC, 2012). E a segunda localizacdo de tumor mais frequente no
mundo e a primeira entre as mulheres, acometendo cerca de 1,38 milhdo de individuos
por ano (ACS, 2015b). Em 2012, foram diagnosticados no mundo 1,67 milh&o de novos
casos desta neoplasia, equivalendo-se a 25% de todos os tipos diagnosticados em
mulheres (IARC, 2012; INCA, 2014).

Séo estimados para o ano de 2016, nos Estados Unidos, cerca de 247 mil novos
casos de cancer de mama em mulheres, sendo a neoplasia mais comum no sexo
feminino, representando 29% de todos os canceres diagnosticados, com um nimero de
Obitos em torno de 40 mil, totalizando 14% das mortes por todos os canceres, atras

apenas do cancer de pulmao, conforme tabela 1 (ACS, 2015b).

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

localizacbes de cancer por sexo.

Estimativa de novos casos* Estimativa de 6bitos

Masculino Feminino Masculino Feminino
Prostata Mama Pulméo e bronquio Pulmdo e brénquio
180.890 (21%) 246.660 (29%) 85.920 (27%) 72.160 (26%)
Pulmé&o e brénquio Pulméo e brénquio Préstata Mama
117.920 (14%) 106.470 (13%) 26.120 (8%) 40.450 (14%)
Célon e reto Coélon e reto Cédlon e reto Célon e reto
70.820 (8%) 63.670 (8%) 26.020 (8%) 23.170 (8%)
Bexiga urinaria Corpus uterino Pancreas Pancreas
58.950 (7%) 60.050 (7%) 21.450 (7%) 20.330 (7%)
Melanoma da pele Tireoide Figado e vias biliares Ovério
46.870 (6%) 49.350 (6%) 18.280 (6%) 14.240 (5%)
Linfoma Nao-Hodgkin Linfoma Nao-Hodgkin Leucemia Corpus uterino
40.170 (5%) 32.410 (4%) 14.130 (4%) 10.470 (4%)
Renal e pélvico renal Melanoma da pele Esdfago Leucemia
39.650 (5%) 29.510 (3%) 12.720 (4%) 10.270 (4%)
Cavidade oral e faringe Leucemia Bexiga urinaria Figado e vias biliares
34.780 (4%) 26.050 (3%) 11.820 (4%) 8.890 (3%)
Leucemia Péancreas Linfoma Néo-Hodgkin Linfoma Néo-Hodgkin
34.090 (4%) 25.400 (3%) 11.520 (4%) 8.630 (3%)
Figado e vias biliares Renal e pélvico renal Cérebro e sistema nervoso  Cérebro e sistema nervoso
28.410 (3%) 23.050 (3%) 9.440 (3%) 6.610 (2%)
Todas as localizagdes Todas as localizagBes Todas as localizagdes Todas as localizagdes
841.390 (100%) 843.820 (100%) 314.290 (100%) 281.400 (100%)

* Excluindo cancer de pele basocelular e de células escamosas e carcinoma in situ exceto bexiga urinaria.
Adaptada do ACS - http://www.cancer.org/Research/CancerFactsstatistics/cancerfactsfigure2016/index.

No Brasil, excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ 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 o0s casos de neoplasias em mulheres, com um risco
estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 4) (INCA, 2015).

Mulheres Mama feminina 57.960 28,1%
Colon e Reto 17.620 8,6%
Colo do atero 16.340 7,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Estomago 7.600 3,71%
Corpo do utero 6.950 3,4%
Ovdrio 6.150 3,0%
Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervosao Central 4.830 2,3%

Figura 4: Dez tipos de cancer mais incidentes nas mulheres no Brasil, estimados para 2016 e 2017,
exceto pele ndo melanoma. * Ndmeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10. Adaptado de INCA
(2015).

Se considerarmos as regides do Brasil, excluindo os cénceres de pele ndo
melanoma, o de mama € o cancer mais incidente nas mulheres nas regides Sul
(74,30/100.000), Sudeste (68,08/100.000), Centro-Oeste (55,87/100.000) e Nordeste
(38,74/100.000). J& na regido Norte, é o segundo tumor mais frequente, com um risco
estimado de 22,26 a cada 100 mil mulheres (Figura 5) (INCA, 2015).

Mulheres

. 57,96-91,25

26,53 -42,55 I

14,93 - 26,52

Figura 5: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o
ano de 2016, segundo Unidade de Federacao (neoplasia maligna da mama feminina). Fonte: INCA, 2015.

A incidéncia e a mortalidade por cancer de mama, desde as estimativas de 2008,
vém aumentando, com um acréscimo de 20% para a incidéncia e de 14% para a
mortalidade (IARC, 2012). Conforme dados provenientes de Registros Hospitalares, em
média, 60% dos tumores de mama sdo diagnosticados no estadio 111 ou IV (THULER e
MENDONCA, 2005; SIMON et al., 2009), acarretando um maior risco de mortalidade.
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Com isso, 0 cancer de mama ocupa a quinta causa de morte por neoplasia em geral no
mundo e, no Brasil, ocupa a quarta posi¢cdo (IARC, 2012). Dados do ano de 2012
indicam que no sexo feminino € a causa de morte por tumor mais frequente, tanto em
regides desenvolvidas, com um total de 198 mil mortes, representando 15,4% do total
de dbitos, quanto em regiGes em desenvolvimento, com 324 mil mortes, equivalendo a

14,3% do total, perdendo apenas para o cancer de pulméo (Figura 6) (IARC, 2012).
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Figura 6: Mortalidade pelas localizagGes de canceres mais frequentes na populagdo feminina em regibes
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 milhdo de mulheres foram
diagnosticadas com céancer de mama, havendo 6,232 milhdes de mulheres vivas,
diagnosticadas com a doenca nos ultimos 5 anos com um total de 522 mil mortes em
decorréncia dessa neoplasia (IARC, 2012). No Brasil, a mortalidade pelo cancer de
mama também é a maior causa de morte por cancer entre mulheres, havendo em 2013,
um total de 14.206 dbitos, tendo a regido Sul (12,7 ébitos por 100 mil mulheres) e a
Sudeste (12,62 Obitos por 100 mil mulheres) as maiores taxas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Apesar da crescente mortalidade, a sobrevida por esse cancer vem melhorando
nas Ultimas 4 décadas em paises desenvolvidos (INCA, 2014), possivelmente pelo

avanco no diagnostico 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 € de 85% para 0s
paises desenvolvidos, porém para os paises em desenvolvimento esses valores ndo
aumentaram, estando entre 50 e 70% (INCA, 2015). Dessa forma, mesmo considerado
um cancer de relativo bom prognéstico, desde que diagnosticado e tratado
oportunamente, as taxas de mortalidade do cancer de mama continuam elevadas no
Brasil, muito possivelmente porque a doenca esta sendo diagnosticada ainda em
estagios avangados (LEE et al., 2012; INCA, 2014).

2.3 Diagnostico e caracterizacdo tumoral do cancer de mama

O diagndstico do cancer de mama € feito normalmente por meio de exame
clinico das mamas, mamografia, ultrassom, ressonancia magnética, bidpsia
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2002; NOUNOU et al., 2015), avaliagdo dos
receptores hormonais positivos para estrogénio (RE) e progesterona (RP) e a expressao
do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER-2) (ANDERSON, SCHWAB e
MARTINEZ, 2014; ACS, 2015c). No Brasil, a periodicidade e a populacdo-alvo para o
rastreamento do cancer de mama séo definidas pelo (MINISTERIO DA SAUDE, 2013),
conforme tabela abaixo:

Tabela 2: Rastreamento do cancer de mama no Brasil.

Populagédo-alvo Periodicidade dos exames

Mulheres de 35 anos ou mais com Exame clinico das mamas e mamografia anual

risco elevado

Mulheres entre 40 a 49 anos Exame clinico das mamas anual e se houver alteracéo
realizar mamografia

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

dois anos

Fonte: Ministério da Saude, 2013.

O exame clinico das mamas (ECM) é realizado pela inspegdo estatica e
dindmica, palpacdo das mamas e dos ganglios axilares e supraclaviculares (Figura 7)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). O ECM tem como finalidade observar e identificar
alteracdes visuais nas mamas, como assimetrias, alteragdes no contorno da mama,

ulcerac@es cutaneas, diferengas na cor da pele, textura e temperatura, além de verificar a
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presenca de nodulos palpaveis e a saida de secrecdo pelos mamilos (GUSSO e LOPES,
2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Inspecio estatica Inspeciio dinamica

Palpacio da mama Palpacio da axila

Figura 7: Exame clinico das mamas. Adaptado do Ministério da Saude, 2013.

A mamografia consiste em uma imagem de raio-X da mama (ACS, 2015c;
NOUNOU et al., 2015), e € a técnica mais indicada para diagnosticar o cancer de mama
apos os 35 anos de idade, pois a sensibilidade da mamografia € menor em mamas
densas do que naquelas com predominio de tecidos adiposos (CHALA e BARROS,
2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Segundo o American Cancer Society (ACS)
(2015c), o rastreamento pela mamografia reduz em 20% o risco de morrer por cancer de
mama.

A ultrassonografia, que também é um método de diagndstico por imagem, é
indicada a pacientes jovens e com mamas densas. Esse método auxilia na diferenciacéo
entre lesbes cisticas ou soélidas, lesdes palpaveis com mamografia negativa ou
inconclusiva, em pacientes jovens com lesdo palpavel, em mulheres com alteracbes no
exame clinico no ciclo gravido-puerperal, nas doencas inflamatorias e abcessos e nas
colegBes (CHALA e BARROS, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; BEDNARSKI
et al., 2015).

A ressonancia magnética (RM) da mama é outro método de diagnostico por
imagem de alta resolucéo, que utiliza campo magnético em vez de raio-X. E utilizada
como um método complementar a mamografia e a ultrassonografia da mama, pois
apresenta uma elevada sensibilidade para a detec¢do do cancer de mama, porém néo
deve substituir o rastreio por meio da mamografia (CHALA e BARRQOS, 2007; ACS,
2015c; NOUNOU et al., 2015). No Brasil, a RM é mais indicada nos casos em que 0s
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métodos tradicionais deram resultados inconclusivos, em carcinoma oculto, para
auxiliar no planejamento terapéutico, para a avaliacdo da resposta a quimioterapia
neoadjuvante, para as suspeitas de recidivas e, por fim, para avaliar possiveis
complicacdes dos implantes mamarios (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A mamografia, a ultrassonografia e a RM da mama tém seus resultados
classificados de acordo com o Breast Imaging Reporting and Data System (BI-
RADS®), conforme tabela 3 (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Tabela 3: Categorias BI-RADS® para o exame mamografico, sua interpretacao e

recomendacéao de conduta.

Categoria Interpretacdo Recomendacao de conduta
0 Exame incompleto Correlagdo com outros métodos de imagem e
comparac¢do com mamografia do ano anterior.
1 Exame negativo Rotina de rastreamento de acordo com a faixa etéaria
ou continuar a investigar se 0 ECM for alterado
2 Exame com achado tipicamente Rotina de rastreamento de acordo com a faixa etaria
benigno
3 Exame com achado provavelmente  Controle radioldgico *
benigno
4 Exame com achado suspeito P q - -
5 Exame com achado altamente Avaliacdo por exames cito ou histopatologicos
suspeito
6 Exame com achados cuja Terapéutica especifica em Unidade de Tratamento
malignidade ja esta comprovada de Cancer

* Esta indicado exame histopatologico nas lesdes categoria 3 quando houver impossibilidade de realizar o
controle; quando a lesdo encontrada for concomitante a lesdo suspeita ou altamente suspeita homo ou
contralateral; ou em pacientes que tenham indicacdo para terapia de reposicdo hormonal. Fonte:
Ministério da Saude, 2013.

A bidpsia da mama é o método definitivo para o diagndstico do cancer de mama
(NOUNOU et al., 2015), sendo a bidpsia cirdrgica (excisional) o método considerado
"padrdo ouro”. Porém, em tumores mamarios em estadios avancados, a utilizagdo de
biopsias menos invasivas € uma alternativa no panorama do custo-efetividade para
prover o diagndstico antes da conduta terapéutica (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
Existem dois tipos de biopsias por agulhamento: a puncdo por agulha fina (PAAF), que
¢ 0 método menos invasivo e remove células da mama e a bidpsia percutdnea com
agulha grossa (PAG), que remove tecidos cilindricos pequenos (NOUNOU et al., 2015).
H4, ainda, a biopsia percutanea a vacuo, que utiliza um sistema de aspira¢ao a vacuo e é
guiado por raio-X, ultrassonografia ou RM, além da bidpsia cirurgica incisional, em que
é retirada parte da lesdo e a excisional, que retira toda a lesdo da mama (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013).
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Todos os métodos de bidpsias necessitam de estudo histopatologico, que deve
descrever as caracteristicas dos tumores de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), em sua 42 edicdo da classificagdo dos tipos histoldgicos do cancer de
mama (Anexo 1) (GOBBI, 2012).

Em relacdo aos receptores hormonais, os tumores sdo avaliados quanto a
positividade ou ndo para RE e RP, e também quanto a superexpressdo de HER-2
(ANDERSON, SCHWAB e MARTINEZ, 2014; ACS, 2015c). Com essa avaliacdo, o
tumor é caracterizado molecularmente e é subclassificado de acordo com o sistema da
Sociedade de Cancer (ACS, 2015c), conforme tabela 4.

Tabela 4: Caracterizacéo dos subtipos dos tumores de mama.

Subtipo Caracteristicas Prevaléncia  Caracteristicas clinicas
moleculares e genéticas

Luminal A RE + e/ou RP+, HER2—, 74% Crescimento lento;
baixo Ki-67 Menos agressivo;

Baixa recorréncia;

Alta sobrevivéncia;

Melhor prognéstico de todos os subtipos;
Respondem a terapia enddcrina.

Luminal B RE+ e/lou RP+, HER2+ 10% Altas taxas de proliferacéo;
(ou HER2 com alta de Progndstico pior do que Luminal A;
Ki67) Respondem a terapia endécrina.
HER-2 HER-2 + e RH- 4% Tendem a crescer e a se espalhar de forma mais
agressiva;

Maior grau histolégico;
Pior progndstico a curto prazo;
Existem terapias especificas.

Triplo RE-, RP- e HER-2- 12% Idade mais jovem no momento do diagndstico;
negativo Mutacdo no gene BRCAL*;
Alto grau histolégico;
As maiores taxas de recorréncia a distancia apds
a cirurgia;
Mau prognéstico a curto prazo;
Nd&o tem terapias especificas.

* Nao 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 centimetros, o grau de envolvimento linfonodal (N) e o nUmero de metastases a
distancia (M), todos no momento do diagndstico por meio da Classificacdo de Tumores
Malignos (TNM) (Anexo I1) da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 2002).

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

classificagOes dos tipos de cancer de mama descritos anteriormente.
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2.4 Microambiente tumoral

Vaérios processos estdo envolvidos no crescimento tumoral, sendo eles, a
manutencdo da sinalizacéo proliferativa, a evasao de sinais supressores do crescimento,
a imortalidade celular e replicativa, a inflamacdo e a inducdo da angiogénese, invasdo e
metastase (Figura 8) (HANAHAN e WEINBERG, 2011; CHEN et al., 2017). Dentre
esses processos, a angiogénese, que € a formagdo de novos vasos sanguineos
(neovascularizacdo) a partir de vasos pré-existentes, responsavel ainda pela
remodelacdo e maturacdo desses novos vasos, € um importante evento para 0
desenvolvimento do tumor, estando envolvido no crescimento tumoral primério, na
invasdo e na metastase (FOLKMAN, 2007; CHU e WANG, 2012; WELTI et al., 2013).

Sustentacdo de

estimulos Evasdo de sinais

o i O
proliferativos de crescimento

Evasdo do
sistema imune

Resisténcia a
mote celular

Imortalidade
replicativa

Instabilidade
gendmica e
mutagdo

Inflamac¢do

Angiogénese Invasdo e
metastase

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

O processo angiogénico pode ser fisiologico ou patoldgico. A angiogénese
fisiolégica acontece durante o desenvolvimento embrionario, ciclo menstrual e também
durante o reparo de feridas, no qual é essencial o suprimento de oxigénio e de nutrientes
(CONWAY, COLLEN e CARMELIET, 2001; BAUER, 2005; FOLKMAN, 2007).
Esse processo complexo é regulado por meio de fatores pré e antiangiogénicos no
organismo e, em condi¢cdes normais, 0 organismo é capaz de manter o equilibrio entre
esses moduladores. Quando o organismo perde o controle sobre a formacdo de novos
vasos sanguineos, ocorrem estados patoldgicos, que chamamos de angiogénese
patolégica, podendo estar aumentada ou insuficiente (TONINI, ROSSI e CLAUDIO,
2003).
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A maioria dos tumores solidos, incluindo o cancer de mama, necessitam da
neovascularizacdo para suprir suas necessidades metabdlicas e também para a
disseminacdo do tumor e metastase (FOLKMAN, 2007). Além disso, a
neovascularizacdo fornece ao tumor uma rota para gque as células cancerigenas alcancem
a circulacdo sanguinea e, dessa forma, consigam desenvolver metéstases a distancia (LU
et al., 2005).

Para que o processo angiogénico ocorra, existem varios 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 responsaveis
pela formacdo dos novos capilares sanguineos e também linfaticos, além de estimular a
permeabilidade vascular desses vasos quando ligado aos seus receptores VEGFR-1 e
VEGFR-2 (GASPARINI, 2000; CHU e WANG, 2012). Niveis elevados de VEGF sédo
encontrados em mulheres com tumores mamarios e estdo associados a recorréncia da
doenca, a ocorréncia de metastase, a quimioresisténcia e também a piores progndsticos
(GASPARINI, 2000; BYRNE, BOUCHIER-HAYES e HARMEY, 2005; LU et al.,
2005; SAHARINEN et al., 2011).

Outro componente importante para 0 microambiente tumoral, sdo o0s
macréfagos, que promovem o crescimento do tumor, a degradagdo da matriz, induzem a
angiogénese e contribuem para a metastase, estando abundantemente presentes em todas
as fases de progressao 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
macrofagos, o0 M1 e o M2, sendo esse ultimo recrutado por células tumorais, sendo
responsavel por suprir as respostas inflamatorias promovendo a tumorigénese (QIAN e
POLLARD, 2010; SICA e MANTOVANI, 2012; CHEN et al., 2017). Os macrofagos
respondem a hipoxia tumoral aumentando a liberagdo de VEGF, além de orientar a
migracdo desse fator para areas do tumor sem vascularizacdo (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 mamario com camundongos nude
induzidos com células MDA-MB-231 ou MDA-MB-435, demonstraram que 0s niveis
elevados de macréfagos M2 leva ao aumento dos niveis da proteina CHI3LL1,
promovendo metastase pela ativacdo dos receptores de interleucina 13 (IL-13). Além
disso, a proteina CHI3L1 esta relacionada a um mau prognostico da doenca, podendo

ser um possivel marcador para o diagnostico do cancer de mama.



33

Juntamente com a angiogénese, a inflamacdo também contribui para o
desenvolvimento tumoral, sendo mediada por citocinas pré e anti-inflamatérias
(YASMIN et al., 2015). Dentre os fatores pro-inflamatérios, que desempenham um
papel crucial na inflamacdo cronica, incluem-se os membros da superfamilia das
interleucinas, a metaloproteinase 9 (MMP-9) e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), estando
associados a modulacdo da apoptose, angiogénese, proliferacdo, invasdo e metastase
(YASMIN et al., 2015).

A COX-2 é uma enzima inflamatoria indutivel, e estd presente no organismo
apenas por estimulos inflamatorios (tabaco, alcool, trauma, corpos estranhos, toxinas,
virus, bactérias, etc.). De forma rapida, ela resulta na sintese de prostaglandinas (PGs),
principalmente em prostaglandina E, (PGE;), que modulam positivamente a resposta
inflamatdéria (HARRIS, 2014a). Varios estudos elucidam a importancia da COX-2,
estando elevada em diferentes tipos de tumores, incluindo o cancer de mama (SINGH,;
LUCCI, 2002; SP1ZZO et al., 2003; XU et al., 2016). Spizzo et al. (2003), estudando
tumores mamarios, relataram um papel crucial da COX-2 na angiogénese e na invasao
tumoral. Neste mesmo contexto, outros autores associam a COX-2 com um pior
prognoéstico, maior tamanho do tumor e metastases (MIGLIETTA et al., 2010; SETIA,
VAISH e SANYAL, 2012; XU et al., 2016), como também a importancia da PGE; na
recorréncia de células malignas (CAO e PRESCOTT, 2002). Devido ao envolvimento
com o desenvolvimento tumoral, o VEGF, os macrofagos e a COX-2, estdo sendo
estudados como um alvo potencial para o tratamento de tumores, incluindo o cancer de

mama.

2.5 Tratamento e defini¢cdo da conduta terapéutica do cancer de mama

Os tipos de tratamento para o cancer de mama atualmente incluem: cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, anticorpos monoclonais e hormonioterapia (EBCTCG,
2005a; NOUNOWU 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 estadio do tumor no momento do diagndstico, no
tamanho, na localizagdo e nas caracteristicas tumorais, na positividade para o0s
receptores hormonais, na condicio e desejo da paciente (MINISTERIO DA SAUDE,
2013; RUNOWICZ et al., 2015).
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A cirurgia de cancer de mama tem como finalidade a remog¢do do tumor e a
determinacdo do estigio da doenga. Os tipos de cirurgia da mama sdo: cirurgia de
conservacdo da mama, em que apenas O tumor e as margens de seguranca S&o
removidos; e a mastectomia simples ou radical, em que a mama toda e os linfonodos
axilares sdo retirados, podendo ou ndo o musculo pequeno peitoral ser removido (AEBI
etal., 2010; ACS, 2015c).

A radioterapia é o uso de radiagdo para destruir as células tumorais, podendo ser
utilizada antes ou apds a cirurgia. Antes da cirurgia é indicada para a reducdo do
tamanho tumoral e ap6s é indicada para destruir as células tumorais remanescentes. A
radioterapia apds a cirurgia conservadora da mama reduz em 50% o risco de recorréncia
da doenca e em 20% o risco relativo de morte (EBCTCG, 2005b; ACS, 2015c). A
radioterapia pode ser administrada externamente ou como braquiterapia, e a indicacao
vai depender do tipo e localizacdo do tumor e também do desejo da paciente (ACS,
2015c).

A quimioterapia € o tratamento sistémico do cancer e tem como objetivo reduzir
a proliferacdo das células tumorais por meio da administracdo de medicacdes continuas
ou em intervalos regulares, podendo ser administradas para 3 finalidades. A
quimioterapia neoadjuvante, realizada antes da resseccdo tumoral. E indicada para
diminuir o tamanho de tumores irressecaveis no momento do diagndéstico. Essa conduta
torna-os ressecaveis, melhorando o progndstico da paciente. A quimioterapia adjuvante,
realizada ap0s o tratamento cirargico, tem a finalidade de aumentar o tempo livre de
recorréncia da doenca. 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, néo refletindo, porem em sua sobrevida (BRASIL, 2015).

As combinagdes de medicamentos podem ser mais eficazes para o tratamento
quimioterapico do cancer de mama do que um medicamento sozinho. A combinagao
mais utilizada atualmente ¢ a de antraciclinas e taxanos. Com isso, o protocolo FAC é o
mais frequentemente prescrito, que € a combinacdo de 500mg/m? de 5-fluorouracil,
50mg/m?2 de doxorrubicina e 500mg/m? 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, ¢ indicado para as pacientes que

expressam o receptor, melhorando significativamente a sobrevida global e a sobrevida
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livre de recorréncia (ULAS et al., 2015; WANG et al., 2015). A taxa de resposta do uso
do trastuzumab em combinagdo com a quimioterapia fica em torno de 85%
(BURSTEIN et al., 2001; ULAS et al., 2015).

Outro anticorpo utilizado no tratamento do cancer 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
canceres metastaticos e em tratamentos neoadjuvantes, com beneficio sobre a sobrevida
livre da doenca, porém sem beneficios significativos na sobrevida global (KUMLER,
CHRISTIANSEN e NIELSEN, 2014). Apesar de o FDA (Food and Drug
Administration), a agéncia reguladora dos EUA, ter retirado seu registro para a
utilizacdo no cancer de mama, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) mantém seu registro liberado para o cancer de mama metastatico ou
recorrente, quando administrado em conjunto com paclitaxel (ANVISA, 2010).

A hormonioterapia também é indicada em pacientes que apresentam 0s
receptores hormonais positivos. O tamoxifeno € o medicamento mais utilizado para os
tumores de mama com receptores de estrogénio positivo e, a utilizacao por 5 anos, reduz
a recorréncia tumoral e a taxa de mortalidade pelo cancer de mama (JAGER et al.,
2015). Porém, para muitas pacientes o uso do tamoxifeno ndo é indicado devido a
resisténcia medicamentosa ou efeitos adversos graves. Dessa forma, a utilizacdo dos
inibidores de aromatase de terceira geracdo, como o0 anastrozol, letrozol ou exemestano,
é mais indicada por terem melhor tolerabilidade (IWASE, 2008).

Com relacgdo ao tipo de tratamento recebido, a ACS (2015c) afirma que 58% das
mulheres diagnosticadas com cancer de mama, em estagios iniciais (I ou Il), realizam
cirurgia conservadora da mama, 36% mastectomia, 3% radioterapia ou quimioterapia
sem a cirurgia e 2% ndo recebem nenhum tratamento. Ja em mulheres com estagio
avancado (I1l ou 1V) da doenca, 14% realizam cirurgia conservadora da mama, 58%
mastectomia, 17% radioterapia ou quimioterapia sem a cirurgia e 11% ndo recebem
nenhum desses tratamentos (ACS, 2015c). Segundo Van Dongen et al. (2000), a taxa de
recorréncia loco regional para pacientes pds mastectomia é de 12% e para pacientes
com cirurgia conservadora da mama é de 20%.

Conforme descrito anteriormente, o cancer de mama tem uma alta taxa de
incidéncia e de mortalidade, apesar do grande numero de tratamentos disponiveis. Além

disso, hd muitos casos de recidiva da doenga mesmo em pacientes que receberam algum
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tipo de tratamento. Essas observacdes 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 cancer de mama

A fruta Euterpe oleracea, mais comumente conhecida como agai (Figura 9), é
originaria da América Central e do Sul, sendo encontrada em grandes quantidades na
regido Amazonica (LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a). E
consumida como alimento basico em muitas regiGes do Brasil e também como planta
medicinal e vem despertando interesse internacionalmente como alimento funcional,
devido a seus beneficios nutricionais e de promessa terapéutica (KINGHORN et al.,
2011; ULBRICHT et al., 2012).

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

A polpa do agai € composta de cerca de 48% de lipidios, 13% de proteina, 8% de
aminoacidos, 25% de acgucares totais e quantidades menores de compostos como: fibras,
vitaminas (A, B1, B2, B3, C e E) e diversos outros fitoquimicos, como as lignanas, 0s
polifendis (antocianinas, proantocianidinas e outros flavonoides), os esteroides e o
resveratrol (SCHAUSS et al., 2006b; HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011;
ULBRICHT et al., 2012). A tabela 5 lista os principais compostos fitoquimicos

encontrados no agai.
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Tabela 5: Principais compostos fitoquimicos encontrados no acai.

Compostos fitoquimicos Referéncia

Antocianinas: (SCHAUSS et al., 2006b; JENSEN et al., 2008;
Cianidina 3-glicosideo; Cianidina 3-glucosideo; HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011;
Cianidina  3-rutinosideo;  Cianidina ~ 3- ULBRICHT etal., 2012)

sambubiosideo; Peonidina 3-glicosideo;

Peonidina 3-rutinosideo.

Flavonéides: (DEL  POZO-INSFRAN, PERCIVAL e

Homoorientina; Orientina; Taxifolina TALCOTT, 2006; SCHAUSS et al., 2006b;

deoxihexose; Isovitexina; Scoparin. HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011;
ULBRICHT et al., 2012)

Proantocianidinas: (ULBRICHT etal., 2012)

Epicatequina; Catequina; Procianidinas diméricas

do tipo B

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

B-sitosterol; Campesterol; Sigmasterol 2012)

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

Acido oleico; Acido palmitico; Acido linoleico. CASSELMAN, 2011; ULBRICHT et al., 2012)

Lignanas: (CHIN et al, 2008; HEINRICH, DHANIJI e

Isolariciresinol; 5-metdxi-isolariciresinol; CASSELMAN, 2011)

Lariciresinol; Pinoresinol; Siringaresinol.

Segundo Hogan et al. (2010), o extrato de acai apresenta um teor de compostos
fendlicos totais de 312 mg equivalentes de &cido galico por grama, de flavonoides de
124 mg equivalentes de rutina e de antocianinas de 100 mg equivalentes cianidina 3-
glicosideo por grama. Em 2014, Silva et al. observaram uma maior concentracdo de
polifendis no extrato da semente do acai, 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 acdes farmacolégicas do acai
estdo ligadas a sua atividade antioxidante, anti-inflamatdria, efeitos cardioprotetores e
anticancerigenos (HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). A
atividade antioxidante atribuida ao acai esta associada a seus componentes polifenois,
como por exemplo, as antocianinas (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT,
2006; JENSEN et al., 2008; ULBRICHT et al., 2012), sendo elas cianidina 3-
rutinosideo, 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).
S&o descritos ainda os flavonoides, como o orientina, 0 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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responsaveis pela acdo antioxidante do acai (CHIN et al., 2008; HEINRICH, DHANJI e
CASSELMAN, 2011).

A acdo anti-inflamatéria do acai estd relacionada aos seus compostos
flavonoides (ULBRICHT et al.,, 2012). Em um estudo in vitro com linhagem de
macrofagos J774A.1, o acai apresentou uma atividade inibidora para as enzimas COX-1
(ciclo-oxigenase 1) e COX-2, assim como inibiu a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) mesmo na dose mais baixa de 0,1ppt (SCHAUSS et al., 2006a).

Os efeitos cardioprotetores do acai estdo ligados aos componentes fitoquimicos
como polifenois, flavonoides (RIBEIRO et al., 2010), carotenoides, acidos fendlicos e
acidos linoleicos (HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011).

A atividade antitumoral do acai estd associada a seus compostos fitoquimicos,
como por exemplo, polifendis, acidos fendlicos, glicosideo, aglicona, flavonoides (DEL
POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006; HEINRICH, DHANJI e
CASSELMAN, 2011; SILVA et al.,, 2014), antocianinas (cianidina 3-glucosideo,
cianidina 3-rutinosideo, peonidina-3-(6”-malonil)glicosideo e delfinidina-3-(6"- acetil)-
glicosideo, 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, tém demonstrado a
eficacia do acai como um agente anticancerigeno (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 acai em modelos in vitro para o estudo do cancer, fracdes
polifenolicas da polpa do acai demonstraram reduzir a proliferagdo das células
leucémicas 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 progressao
patoldgica relacionada ao cancer de esdfago, foi demonstrado que a polpa do agai pode
atenuar a proliferacdo celular e o tamanho dos tumores a partir da diminuicdo dos niveis
de interleucina 5 (IL-5) e GRO/KC (andlogo humano do rato para interleucina 8) e
regulagdo positiva dos niveis de interferon-gama (IFNy) (STONER et al., 2010).

Outro estudo, também utilizando modelo de roedores com cancer de bexiga,
demonstrou que o agai reduziu a proliferacdo celular tumoral e o dano ao DNA (&cido

desoxirribonucleico), devido a atenuacdo do antigeno nuclear da proliferacdo celular
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(PCNA) e da proteina p63, mostrando ser um potente agente antioxidante, além de ter
acao anticarcinogénica (FRAGOSO et al., 2012). O mesmo grupo evidenciou em outro
estudo com o acai, utilizando modelo de cancer de colon em roedores, a reducdo do
numero e da multiplicidade dos tumores e também da proliferacdo celular em
decorréncia da reducdo das proteinas [-catenina e conexina-43 e dos indices de Ki-67 e
caspase-3 (FRAGOSO et al., 2013).

Ainda no carcinoma de célon, um estudo in vitro, demonstrou que o acai inibiu
o crescimento celular e reduziu a ROS. Além disso, reduziu proteinas pré-oncogénicas
pela regulacdo negativa do fator de transcricdo nuclear Kappa B (NF-kB), da molécula
de adesdo de célula vascular-1 (VCAM-1), da molécula de adesdo intercelular-1
(ICAM-1), do VEGF, do gene Bcl-2 e da proteina survivina. A ativacdo da via
mitocondrial pré-apoptética deu-se pelo aumento da liberacdo de proteina do citocromo
¢, diminuicdo da poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) e clivagem da caspase-3,
evidenciando a atividade anti-inflamatdria e citotdxica do acai em tais células (DIAS et
al., 2014).

Recentemente, Silva et al. (2014), demonstraram a a¢do do acai em um estudo in
vitro com linhagem de células de carcinoma mamario humano, que diminuiu a
viabilidade celular, modificou as caracteristicas morfoldgicas das células, pela presenca
de corpos densos em elétrons e vacuolos autofagicos no citoplasma de células MCF-7 e
induziu a autofagia a partir do aumento na expressao de LC3B-II, mostrando o potencial
antitumorigénico do acai.

Outro estudo em ratos sadios demonstrou o efeito cardioprotetor do acai,
administrado em conjunto com a doxorrubicina, um agente antitumoral ja empregado na
clinica médica e que apresenta efeitos adversos, sendo o principal deles, a
cardiotoxicidade. A combinag¢do com o acai apresentou diminuicdo dos efeitos adversos
de cardiotoxicidade da doxorrubicina, mostrando que ele pode atuar como um
coadjuvante no tratamento do cancer diminuindo tais efeitos (RIBEIRO et al., 2010).

Recentemente, Marques et al. (2016), testaram o agai em trés doses diferentes
(30, 100 e 300 mg/kg), administrado via gavagem durante 14 dias, em ratos Wistar. Os
resultados do ensaio cometa e micronticleo mostraram que as doses testadas de agai ndo
foram capazes de causar efeitos tdxicos nas células de leucocitos, testiculares, figado e
medula Ossea dos ratos em estudo, concluindo que o acai ndo promove efeitos

genotoxicos nas células analisadas (MARQUES et al., 2016).
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Diante dessas consideracfes, que comprovam que O acai apresenta efeitos
benéficos a salde, devido sua atividade antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena
e antigenotdxica, e avaliando sua eficacia em estudos in vitro e in vivo de células
tumorais, pesquisas em torno do uso do extrato de acai tornam-se relevantes na busca de

novos tratamentos para o cancer de mama.
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3. JUSTIFICATIVA

O céncer de mama é a segunda localizacéo neoplésica mais comum no mundo, o
tipo mais frequente e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres. Por ser
uma doenca heterogénea, o tratamento torna-se muitas vezes ineficaz porque depende
das caracteristicas 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 adesdo ao tratamento. Assim, considerando-o um problema
de salde publica, existe a necessidade de estudos abrangentes nessa area.

Em um estudo in vitro com linhagens de células de carcinoma mamario humano,
0 extrato de acai apresentou um potencial antitumorigénico, pela reducdo da viabilidade
celular e da alteracdo das caracteristicas morfologicas, porém ainda néo foi testado em
modelos experimentais in vivo. Nesse contexto, os resultados promissores em relacdo a
atividade antitumoral do acai, j& observados em estudos in vitro com cancer de mama,
além do baixo custo aquisitivo e da provavel auséncia de efeitos adversos, justificam a
utilizacdo do extrato do acai como um agente terapéutico complementar para o

tratamento do cancer de mama.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito farmacoldgico e toxico do extrato do fruto total de Euterpe

oleracea em um modelo experimental de cancer de mama.

4.2 Objetivos especificos

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

utilizando um indutor quimico.

- Confirmar macroscopicamente e microscopicamente 0 tumor mamario em
modelo experimental, caracterizando morfologicamente as lesGes tumorais;

- Avaliar a distribuicdo e os niveis do fator pré-angiogénico VEGF;

- Estudar o perfil hematoldgico e a contagem de macréfagos ativos;

- Quantificar os niveis de prostaglandina E, (PGE_) e interleucina 10 (IL-10);

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

em modelo experimental de cancer de mama.

- Realizar a andlise macroscdpica e microscépica da manutencdo e do
desenvolvimento dos tumores mamarios;

- Caracterizar morfologicamente as lesdes tumorais ap0s o tratamento com acai;

- Avaliar a distribuicdo do VEGF, do receptor do fator de crescimento endotelial
vascular (FLK), da MMP-9 e COX-2;

- Quantificar as concentragdes de VEGF, PGE,, IL-10, éxido nitrico (NO) e
macrofagos ativos;

- Avaliar o estado nutricional, os niveis glicémicos e o perfil hematoldgico dos
animais;

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

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

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

utilizando um indutor quimico

O modelo experimental de cancer de mama foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Fundacdo Centro Universitario Estadual da Zona Oeste
(UEZO) com o numero de protocolo 008/2014 (Anexo I11).

Os animais do estudo foram acondicionados em gaiolas de polietileno e
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (20-24°C) e ciclo claro/escuro de 12
horas cada, com agua e racdo de livre demanda.

Foram utilizados no modelo 73 ratas Wistar, com 8 semanas de idade e pesando
em torno de 150-200 gramas. A indugdo tumoral foi estabelecida conforme descrito
anteriormente por Deepalakshmi e Mirunalini (2013) e Cerqueira-Coutinho et al. (2016
— ANEXO 1V), administrando uma Unica dose de 25mg/kg de DMBA, via subcutanea
na glandula maméaria de ratos fémeas Sprague-Dawley com 7 semanas de idade. Apds
16 semanas, observou-se o estabelecimento de 100% do carcinoma mamario com um
volume tumoral médio de 18,32cm?® e desvio padréo de 1,5cm®, com superexpresséo de
receptores de estrogénio, e a histologia mostrou 0 aumento da atividade mitotica.

Para a inducdo tumoral, os animais foram anestesiados com uma injecao
intramuscular de 0,1ml de xilazina 2% e 0,2 ml de ketamina. Em seguida, foram
pesados e submetidos a tricotomia no quadrante inferior direito, deixando a quinta
mama a direita & mostra. Foi aplicada uma injecdo subcutdnea nessa mama, com uma
seringa de 1 ml e agulha de 13 x 4,5 mm em uma Unica dose de 25 mg/kg de DMBA em
0,5 ml de emulséo de 6leo de girassol e 0,5 ml de solucéo salina, conforme ilustrado na

figura 10.

Figura 10: Indugdo via subcuténea de cancer de mama com DMBA em ratas Wistar.
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Os animais foram avaliados semanalmente, por um tempo total de 16 semanas.
Em relacdo ao peso, utilizando balancga digital e quanto ao aparecimento dos tumores,

pela apalpacdo das mamas.

5.1.1 Peso dos animais durante a inducéo tumoral

Apo6s a inducdo tumoral, os animais foram pesados em uma balanca semi-
analitica (52202 — Bel Engineering, Piracicaba, SP) semanalmente, tendo um total de 16
afericdes por animal. Apds as pesagens, os resultados foram colocados em uma planilha

Excel para realizacéo da curva de pesos dos animais e anélises estatisticas.

5.1.2 Caracteriza¢do morfoldgica dos tumores mamarios

No tempo determinado de 16 (n = 20) semanas ap6s a inducdo tumoral, 0s
animais foram eutanasiados para avaliagdo macroscopica dos tumores e foram
fotografados em camera digital (EOS Rebel T3 — Nikon, Téquio, Japao) a uma distancia
de 15 cm dos tumores, e essas foram colocadas no software Imagel

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

foi considerada como 100% e o restante das areas calculadas por regra de trés (férmula
abaixo), obtendo, assim, a porcentagem da area tumoral para cada animal.
Formula: Maior area tumoral - 100%
Demais areas tumorais - X
As amostras de tumores mamarios e de pele da mama foram coletadas para
analise histologica com coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e para o estudo
imunohistoquimico. Foram coletadas, ainda, amostras de sangue e de lavado peritoneal

para analises hematoldgicas e bioquimicas, respectivamente.
5.1.3 Estudo imunohistoquimico
Para o estudo de crescimento de novos vasos sanguineos foi realizada

imunomarcacao para identificacdo 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 laminas foram desparafinizadas com 3 banhos de alcool por 30 minutos cada
e apds foram realizados 3 banhos com xilol por 30 minutos cada, seguidos de um banho
com agua destilada por 5 minutos. Foi realizada entdo a recuperagdo antigénica com
tampéo citrato 0,01M, com o pH 6,0 no micro-ondas. Apos a fervura do tampao, as
laminas foram colocadas por 5 minutos nesse tamp&o. As lavagens entre as varias etapas
foram feitas com tampéo fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) em temperatura ambiente em 2
banhos de 5 minutos cada. Apds isso, a inativacdo da peroxidase enddgena foi realizada
com perdxido a 3% por 15 minutos em temperatura ambiente, seguida de 2 banhos com
tampdo fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4), em temperatura ambiente, por 5 minutos cada. O
bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 5% por 30 minutos em camara
Umida. Os cortes foram entdo incubados com anticorpo primério monoclonal anti-
VEGF (SC 57496 — Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 1:100, diluidos em
PBS/BSA 1% em camara escura e umida overnight. Para o controle negativo foi
utilizado apenas o PBS/BSA 1% sem o anticorpo monoclonal. Ap6s 2 banhos com
tampéo fostato em temperatura ambiente por 5 minutos cada, os cortes foram incubados
com anticorpo secundario Biotina (K 0690 — DAKO Corporation, Carpinteria, CA) e
Estreptavidina (K 0690 — DAKO Corporation, Carpinteria, CA) por 30 minutos cada
com dois banhos com tampéo 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 necessario para se obter uma
coloracdo castanha, seguido de um banho de agua destilada por 2 minutos e
contrastados com Hematoxilina por 5 minutos e, em seguida, colocados em agua
corrente por 2 minutos. Por fim, os cortes foram hidratados em 2 banhos de alcool 90%
e 100%, clarificados em xilol I, 11 e 11l em banhos de 5 minutos cada, e montados com
laminula e Entellan para posteriormente serem observados em microscopio 6ptico

(Nikon, Téquio, Japao).

5.1.4 Estudo histomorfométrico

A observacdo microscopica dos cortes das lesdes da mama das ratas, marcados
com VEGF foi realizada conforme descrito anteriormente por Machado et al. (2014),
utilizando um microscopio optico (Nikon, Toquio, Japdo), fotografando com camera

digital (Coolpix 990 — Nikon, Téquio, Japao) e, posteriormente, fazendo a analise em
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programa de analise de imagem Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD). Em cada lamina foram analisados 10 campos aleatorios de maior aumento (40X),
utilizando a média dos resultados obtidos. A contagem das &reas marcadas com VEGF

foi correlacionada com as areas demarcadas (per area), 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 periténio das ratas, 10 ml de PBS, aguardando alguns segundos e
aspirando o liquido em seguida.

Apds a coleta, o material foi colocado em tubo falcon, sendo centrifugado por 5
minutos em uma rotacdo de 1200 rpm, sendo desprezado o sobrenadante. Ao pellet
formado foram adicionados 2 ml de paraformaldeido (PFA) a 4% e mantido em
geladeira.

Para a analise das amostras foi utilizado o protocolo descrito por Machado et al.
(2014). A amostra foi centrifugada por 5 minutos em uma rotacdo de 10.000 rpm, e
descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300 pl de PBS/BSA, o qual
foi separado em dois tubos falcon: um tubo para o controle, com 200 pl e 0 outro com
100 pl para o teste, deixando-os por 30 minutos. Apds, os tubos foram novamente
centrifugados por 5 minutos a uma rotacdo de 10.000 rpm, sendo o sobrenadante
descartado. No tubo para o teste, foi colocado 99 ul de PBS e 1 pl do anticorpo F4-80
(BM8 FITC — Abcam, Cambridge, EUA), deixando incubar por 30 minutos. Decorrido
0 tempo, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a uma rotagdo de 10.000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido mais uma vez em 300 pl de
PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos em uma rotacdo de 10.000 rpm, sendo descartado
0 sobrenadante.

A amostra foi, entdo, incubada com o segundo anticorpo, com 99 ul de PBS e 1
ul do anticorpo Mac-2+ (12211 — Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e deixado
por 30 minutos, sendo posteriormente centrifugado por 5 minutos em uma rotacdo de
10.000 rpm e descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspenso em 300 pl de
PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos em uma rotacdo de 10.000 rpm e o sobrenadante

foi novamente descartado. Por fim, foi adicionado 500 pl de PBS em cada tubo e
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colocado no citdmetro (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 Enzimatico

Para essa analise, foi utilizado também o lavado peritoneal, coletado da mesma
forma que descrito no item anterior, porém centrifugado por 10 minutos a uma rotacao
de 4000 rpm até 30 minutos depois da coleta. Apds a centrifugacdo, 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 -80°C até 0 momento da anélise.

As amostras foram quantificadas por Imunoensaio Enzimatico (ELISA)
utilizando Kits comerciais para dosar as concentra¢fes de VEGF (kit Mouse VEGF-A
da Thermo Scientific, Waltham, MA), PGE; (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 recomendacdes do fabricante. Esse método baseia-se no principio da
competicdo por anticorpo monoclonal especifico. Para realizacdo de cada ensaio, as
amostras de lavado peritoneal foram descongeladas e homogeneizadas, em seguida,
procedeu-se para cada ensaio 0s protocolos descritos abaixo.

Para a dosagem das concentragdes de VEGF foi utilizado 100 ul da amostra e
100 pl de diluente A por pogo, enquanto que para o controle foi utilizado apenas o
diluente A, em seguida a placa foi coberta com plastico filme e deixando incubar por
2,5 horas em temperatura ambiente com suave agitacdo. Apds incubacédo foi desprezado
0 conteudo dos pocos e realizada a lavagem. Foi colocado em cada pogo 100 ul de
solugdo biotinilado de anticorpo anti-VEGF e deixado incubar durante 1 hora em
temperatura ambiente com uma suave agitacdo. Foi novamente desprezada a solucéo
dos pocgos e realizada a lavagem com tampdo de lavagem. Em seguida, adicionado 100
ul da solucéo de Streptavidina-HRP a cada pocgo, a placa foi incubada por 45 minutos
em temperatura ambiente com uma suave agitacdo, desprezando o contetdo dos pogos e
realizando a lavagem com tampéo de lavagem. Em cada poco foi colocado 100 pl do
agente revelador de cor TMB, deixando incubar no escuro (envolto em papel aluminio)
em temperatura ambiente e com uma suave agitacdo por um periodo de 30 minutos.

Apds a incubacéo, a placa foi lida no leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular
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Devices Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbancia de 450 nm, gerando
automaticamente as concentragdes de VEGF em uma curva de calibragdo, com um
coeficiente de correlacdo sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso 0
programa SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite de
quantificacédo foi de 2 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml.

Para dosagem dos niveis de PGE,, cada poc¢o da placa, foi colocado um volume
de 50 pl de amostra, realizando-se no minimo duas diluicbes em triplicata, 50 pl de
PGE-2 AChE Tracer e mais 50 pl de PGE-2 anticorpo monoclonal. A placa foi entdo
coberta com pléastico filme e incubada a 4 °C durante 18 horas. Apds a incubacdo, os
pocos foram esvaziados e lavados com tampéo de lavagem. Foram adicionados 200 pl
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 absorbancia de 405 nm, gerando automaticamente as
concentracdes de PGE-2 em uma curva de calibragcdo, com um coeficiente de correlagéo
sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso 0 programa SoftMax (Molecular
Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite de quantificacdo foi de 7,8 pg/ml e o
ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml.

Para as dosagens de 1L-10, em cada poco da placa, foi colocado um volume de
50 pl de amostra, realizando-se no minimo duas dilui¢cbes em triplicata, 50 pl de tampéo
de lavagem e mais 50 ul do anticorpo IL-10. A placa foi entdo coberta com plastico
filme e incubada em temperatura ambiente durante 3 horas. Decorrido o tempo de
incubacdo, os pocos foram esvaziados e lavados com tampdo de lavagem, sendo
adicionados 50 ul de reagente de Anticorpo Biotinilado em cada poco e cobrindo a
placa com pléstico filme e deixando incubar em temperatura ambiente por 1 hora. Apds
esse periodo, os pogos foram novamente esvaziados e lavados com tampé&o de lavagem,
sendo adicionados 100 pl de solugéo de Streptavidina-HRP em cada poco e cobrindo-se
novamente a placa com plastico filme e deixando-a incubando em temperatura ambiente
por 30 minutos. O contetdo da placa foi desprezado e a lavagem foi realizada com
tampé&o de lavagem. Colocou-se, entdo, 100 pl de solugdo de substrato TMB em cada
pogo, incubando no escuro por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds os 30
minutos, foram adicionados 100 ul de Solug¢do de Paragem a cada pogo. Decorrido o
tempo, a placa foi lida no leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices

Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbancia de 450 nm, gerando automaticamente as
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concentracdes de IL-10 em uma curva de calibracdo, com um coeficiente de correlagédo
sempre maior ou igual a 0,98, utilizando-se para isso o0 programa SoftMax (Molecular
Device Corporation, Sunnyvale, CA). O limite inferior de deteccao foi de 37 pg/ml e o

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

5.1.7 Esfregaco sanguineo e analise hematoldgica (série branca)

No tempo determinado de 16 semanas, durante a eutanasia dos animais, foi
coletada uma amostra de 5 ml de sangue diretamente do coracdo 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 lamina de esfregaco sanguineo, devidamente identificada, colocando uma gota
de sangue na parte superior da lamina. Com o auxilio de outra ldamina em um angulo de
45° foi realizado um movimento para frente de modo que a gota fosse carregada por
toda a lamina, formando uma camada delgada e uniforme. Apds a fixacdo em
temperatura ambiente foi realizada a coloracdo com o kit Panotico rapido (620529 —
Laborclin, Pinhais, PR), imergindo cada lamina por 2 segundos, 3 vezes consecutivas
em cada solucdo (solucdo 1, 2 e 3). Posteriormente, foi feita a contagem das células
brancas em microscépio éptico (Nikon, Toquio, Japao), apresentando os resultados em

porcentagem.

5.2 Avaliacdo do efeito farmacoldgico do extrato de Euterpe oleracea em modelo

experimental de carcinoma mamario

Um dia antes da indugdo do carcinoma mamario, foi iniciado o tratamento dos
animais utilizando o extrato do fruto total de Euterpe oleracea (Cod.: 120.044.032),
obtido em forma de po liofilizado da empresa Liotécnica Tecnologia em Alimentos
(Embu, Séo 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 periodo total de
16 semanas. O extrato de agai foi diluido em 0,6 ml de solucdo salina. Os animais foram
divididos em dois grupos: grupo 1 (controle), que recebeu apenas solucgéo salina (n=
20), via gavagem e grupo 2, que foi tratado com o extrato de Euterpe oleracea, diluido

em solucéo salina (n= 20).
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Apds as 16 semanas de tratamento diario foram realizadas eutanasias nos
animais em estudo para a realizacdo de andlises macroscdpica, histoldgica e
bioquimicas, além do estudo imunohistoquimico e do ensaio imunoenzimético. As
amostras de tumores mamarios e da pele da mama foram coletadas para as analises
macroscopicas, histoldgica pela coloracdo de HE, imunohistoquimicas para a
distribuicdo do VEGF, FLK, MMP-9 e COX-2. Para as analises bioquimicas (citometria
de fluxo e ensaio imunoenzimatico) 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 acai.

As amostras retiradas apds as 16 semanas de tratamento com o extrato de acai,
para a realizacdo do estudo histomorfométrico, da citometria de fluxo e do método de
ELISA, seguiram os mesmos protocolos empregados no estabelecimento do modelo

experimental de cancer de mama descritos acima no item 5.1.1.

5.2.1 Estudo imunohistoquimico

Foram realizadas imunomarcacbes 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 primario para uma dessas

imunomarcacoes.

5.2.2 Analise da producéo de Oxido Nitrico

A anélise de producdo de Oxido nitrico foi realizada conforme descrito por
Green et al. (1982), e consiste na deteccdo de nitrito (NO2-), resultante da oxidacdo do
NO dos sobrenadantes das amostras coletadas. Para essa analise, foram utilizados 5ml
do lavado peritoneal coletado. O material foi colocado em um tubo falcon, devidamente
identificado, centrifugado por 5 minutos em uma rotagdo de 1200 rpm, desprezando o
sobrenadante. Ao pellet formado apds a centrifugacdo foram adicionado 2 ml de PFA,

sendo mantido no freezer a -20 °C até a analise.
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Para a dosagem de NO, as amostras foram descongeladas, centrifugadas por 5
minutos a uma rotacdo de 1200 rpm. O sobrenadante foi misturado na proporcao de 1
ml de sobrenadante para 1 ml de reagente de Griess (1 volume de sulfanilamida 1% em
acido fosforico 5% em agua deionizada com igual volume de 0,1% N-[1-naftil]
etilenodiamina em agua deionizada). Foram colocados 50 pl da mistura em cada poco
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 absorbancia de 540 nm e a quantificacdo da producdo de NO foi baseada em
uma curva padrdo de nitrito de sédio em PBS (0 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50
MM, 75 uM e 100 pM).

5.3 Avaliacdo da toxicidade do extrato de Euterpe oleracea em modelo

experimental de cancer de mama

A avaliacdo toxicoldgica de uma substdncia tem como objetivo identificar
possiveis efeitos nocivos desencadeados nos seres humanos, devido a uma exposi¢édo
pelas diferentes vias. Com isso, 0s modelos animais sdo 0os mais utilizados nos estudos
de toxicidade e nos processos investigativos. Os testes toxicoldgicos sao
complementares aos testes bioldgicos, sendo necessarios para a liberacdo em humanos
(CAZARIN, CORREA e ZAMBRONE, 2004; BEDNARCZUK et al., 2010).

As andlises do peso dos animais seguiram 0 mesmo protocolo descrito

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

5.3.1 Niveis glicémicos

Os niveis glicémicos foram dosados no aparelho portatil, 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 recomendacfes 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 anéalises estatisticas.
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5.3.2 Analise dos 6rgéos

Foram retirados de cada animal, no dia da eutanasia, os seguintes 6rgdos:
coracdo, figado e rins. Cada 6rgéo foi analisado macroscopicamente, com parametros de

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

5.4 Andlise estatistica

Para as analises estatisticas e para os graficos, foi usado o programa Primer e o
Oringin Graph. Os dados foram representados em tabelas e gréficos, informando a
Média, o Desvio Padrdo (DP), conforme teste estatistico empregado. Para comparacao
das variaveis entre os diferentes tratamentos, foi utilizado o teste t de Student, enquanto
que os dados categdricos foram expressos em porcentagem e avaliados pelo teste Qui-
quadrado de Person (X?). 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, lllinois) e o p-valor obtido pelo teste de log-rank. Para todas as

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

6.1 Estabelecimento do modelo experimental de cancer de mama

Apols 16 semanas da indugdo tumoral, o percentual de animais induzidos com
DMBA que desenvolveram o carcinoma mamario, bem como os 0bitos que ocorreram
apos inducdo com DMBA foi de 93,2% e 43,8%, respectivamente. A figura 11 ilustra o
namero de animais que foram induzidos com o carcindgeno DMBA (N= 73), para o
estabelecimento do modelo experimental de céncer de mama, 0s animais que
desenvolveram o tumor mamario (N= 68), assim como o0s que vieram a 6bito em funcéo

de abscesso tumoral (N= 32).
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Figura 11: (A) NUmero de animais induzidos com DMBA (N= 73) para o estabelecimento do modelo
experimental de cancer de mama e 0s animais que desenvolveram o tumor mamario (N= 68) apds 16
semanas de inducéo tumoral. (B) NUmero de animais induzidos com DMBA (N= 73) e 0 nimero de
animais que tiveram 6bito em funcgéo de abscesso tumoral (N= 32).

6.1.1 Peso dos animais durante a inducéo tumoral

Foi avaliado semanalmente o peso dos animais durante todo o periodo de
inducdo tumoral e notou-se uma leve diminuicdo no peso corporal durante todo o
estabelecimento nos animais induzidos com DMBA quando comparados aos animais
ndo induzidos. Apenas na 142 e 15% semanas essa diferenga foi estatisticamente

significativa (Figura 12 e Tabela 6).
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Figura 12: Peso corporal das ratas ndo induzidas (N = 10) e induzidas com DMBA (N = 10) durante as
16 semanas de estabelecimento do carcinoma mamario. A partir da 9% semana de inducgdo verificou-se
uma reducdo, ndo significativa, no peso dos animais que receberam DMBA, porém na 142 e 15% semana
essa diferenca foi significativa (P = 0,020 e 0,026, pelo teste T).

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

as 16 semanas de inducéo tumoral.

Semanas de N&o induzido Induzido P-valor?
Inducédo tumoral (N=10) (N=10)
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

dTeste T.
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6.1.2 Caracterizacdo morfoldgica dos tumores mamarios

O estabelecimento tumoral foi confirmado apds 16 semanas da inducdo pela
avaliacdo macroscopica e histoldgica. Verificou-se que os animais ndo induzidos
(Figura 13 A e B) apresentaram o musculo da parede peritoneal integro e sem presenca
de alteragdes. J& nos animais induzidos com DMBA (Figura 13 C e D) foi possivel
observar a presenca de uma massa cistica sélida com muita fibrose e aderéncias, além

de exsudato inflamatdrio no local da inducdo tumoral.

N3o induzido Induzido

Figura 13: Andlise macroscopica da regido abdominal das ratas apds 16 semanas da inducdo tumoral
com DMBA. (A e B) Nos animais ndo induzidos, observou-se o muasculo da parede peritoneal integro e
sem presenca de alteracBes. (C e D) Nos animais induzidos com DMBA, observou-se a presenca de
massa cistica s6lida com muitas aderéncias e exsudato inflamatorio no local da indugdo do tumor
(circulo).

Ainda na avaliagdo macroscépica foi determinada a area do tumor utilizando o
programa ImageJ (Figura 14). No grupo de animais induzidos com DMBA a area do
tumor variou entre 75,9% e 100%. Como esperado, 0 grupo de animais ndo induzido

n&o apresentou tumor (area igual a zero).
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Figura 14: Porcentagem da area do tumor nos animais ndo induzidos (N = 10) e induzidos (N = 10), apds

0 estabelecimento tumoral (16 semanas). Observou-se uma maior area tumoral nos animais induzidos (P
< 0,0001, pelo teste T).

Para a confirmacdo do carcinoma mamario foram realizadas analises
histolégicas com coloracdo de HE. Nos animais ndo induzidos (Figura 15 A e B), os
tecidos analisados estavam dentro dos padrdes de normalidade, com presenca de tecido
muscular sem alteracdes. Entretanto, nos animais induzidos (Figura 15 C e D) foi
observada area de carcinoma invasor com células bastante coradas e nucleo
hipercromatico. Nota-se, ainda, o tecido neoplasico com presenca de células escamosas
e depdsito de queratina.
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Figura 15: Andlise microscopica com coloracdo de HE apds 16 semanas de estabelecimento do modelo
de carcinoma mamério. (A e B) Animais ndo induzidos. (C e D) Animais induzidos com DMBA. Notou-
se area de carcinoma invasor com células bastante coradas, espalhando-se pelo estroma adjacente (#),
além de tecido neoplasico com presenca de células escamosas e depdsitos de queratina (—). Aumento de
40x.

6.1.3 Estudo imunohistoquimico

Com relacéo a distribuicdo do VEGF nas amostras analisadas, foi detectada uma
fraca imunoreatividade ao longo do estroma dos animais ndo induzidos (Figura 16 A e
B). Ja no grupo induzido, foi observada uma forte marcacgdo no estroma fibrovascular ao

redor das células neoplasicas (Figura 16 C e D).
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Figura 16: Imunomarcacdo para VEGF nas amostras de tecido mamario dos animais apés o
estabelecimento do carcinoma mamario. (A e B) Nos animais ndo induzidos, foi detectada uma marcagéo
fraca ao longo do estroma (A). Entretanto, nos induzidos (C e D) foi observada uma forte marcagéo no
estroma ao redor das células neoplésicas (*) e proximas as células escamosas (—). Aumento de 40x.

A analise histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma maior distribuicéo
do VEGF nas amostras dos animais induzidos com DMBA em compara¢do aos nédo
induzidos (Figura 17).

207 VEGF
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Figura 17: Quantificacdo da porcentagem de VEGF nas amostras de tecido dos grupos ndo induzido (N =
10) e induzidos com DMBA (N = 10), ap6s estabelecimento do modelo tumoral. Observou-se uma maior
distribuicdo do VEGF nos animais induzidos (P < 0,0001, pelo teste T).
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6.1.4 Imunoensaio Enzimatico

A dosagem das concentraces séricas de VEGF foi realizada pelo método de
ELISA e, houve a confirmacéo de niveis mais elevados de VEGF nos animais induzidos
com DMBA em relagdo aos ndo induzidos, com um p-valor estatisticamente
significativo (Figura 18). As concentragdes de VEGF nos animais ndo induzidos
variaram entre 207,83 pg/mL e 242,58 pg/mL e, nos animais induzidos entre 399,42
pog/mL e 463,87 pg/mL.
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Figura 18: Concentracdo de VEGF pelo método de ELISA nas amostras de lavados dos animais ndo
induzidos (N = 3) e induzidos com DMBA (N = 3) apds o estabelecimento tumoral. Observou-se uma
maior concentracao sérica de VEGF nos animais induzidos (P = 0,0001, pelo teste T).

Pelo mesmo método de ELISA foi realizada a dosagem dos niveis de PGE;,
verificando-se que apo6s 16 semanas do estabelecimento do carcinoma mamario esses
niveis estavam significativamente elevados nos animais induzidos quando comparados
aos ndo induzidos (Figura 19). As concentragdes de PGE; nos animais ndo 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: Concentracdo de PGE, pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal das ratas
ndo induzidas (N = 3) e induzidas com DMBA (N = 3), ap0s estabelecimento do tumor. Verificou-se uma
maior concentracao sérica de PGE; nos animais induzidos. (P = 0,0001, pelo teste T).

Foi verificada, ainda, elevadas concentracdes de IL-10 nos animais induzidos
apos o estabelecimento do cancer de mama quando comparados aos nao induzidos pelo
método de ELISA (Figura 20). Nos animais ndo induzidos, as concentragdes 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: Concentracao de IL-10 pelo método de ELISA no lavado peritoneal dos grupos ndo induzidos
(N = 3) e induzidos com DMBA (N = 3), apds estabelecimento do cancer de mama. Observou-se uma
maior concentracao sérica de I1L-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 identificacdo de macrofagos ativos F4-80/Mac-2+. Foi observado um aumento de 2
vezes na presenca de macréfagos F4-80/Mac-2+ nos animais induzidos em relacdo aos
ndo induzidos (Figura 21). O valor médio de macréfagos ativos F4-80/Mac-2+ nas ratas
néo induzidas foi de aproximadamente de 11%, e nas ratas induzidas foi de 22%.
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Figura 21: Citometria de fluxo ap6s estabelecimento tumoral nas amostras de lavado peritoneal das ratas
ndo induzidas (N = 3) e induzidas com DMBA (N = 3). Notou-se uma maior presenc¢a de macréfagos F4-
80/Mac-2+ nos animais induzidos.

6.1.6 Esfregaco sanguineo e analise hematoldgica (série branca)

Apbs a inducdo do cancer de mama foi realizada a analise hematoldgica dos
animais induzidos e nédo induzidos por meio do esfregaco sanguineo e pela contagem,
em microscopio, da série branca (Figura 22 e 23). Observou-se uma linfocitose
acentuada (aumento na quantidade de linfocitos) nos animais induzidos quando
comparados aos animais ndo induzidos, indicando um aumento significativo na resposta
imunoldgica desses animais. Além disso, o nimero de neutrofilos e mondcitos também

foi significativamente diferente entre os dois grupos.
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Figura 22: Esfregaco sanguineo das ratas apdés o estabelecimento tumoral. (A e B) Animais nao
induzidos (N = 10). (C e D) Animais induzidos com DMBA (N = 10). As setas indicam presenga de
neutrdfilos (A e B) e linfocitos (C e D). Aumento 40x.
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Figura 23: Quantificacdo da série branca nas amostras de sangue dos animais ndo induzidos (N = 10) e
induzidos (N = 10) ap6s o estabelecimento do carcinoma mamario. Observou-se diferenca significativa
entre os dois grupos no ndmero de neutréfilos, linfocitos e mondcitos (P = 0,0001 pelo teste T).
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6.2 Tratamento com o extrato de Euterpe oleracea no modelo de carcinoma

mamario

O tratamento com extrato de acai (200 mg/kg, via gavagem) foi realizado
diariamente, antes e durante as 16 semanas de inducdo tumoral, com o objetivo de
avaliar o potencial farmacoldgico do acai no desenvolvimento do carcinoma mamério.
Um dia antes da indu¢do com o carcinbgeno DMBA, os animais foram divididos em 2
grupos: grupo controle (N = 20), recebendo solucéo salina e grupo tratado com acai (N
= 20). Ao longo das 16 semanas de estabelecimento do carcinoma mamario e do
tratamento com acai, 13 animais do grupo controle foram a dbito (taxa de mortalidade
de 65%), provavelmente, em funcdo da gravidade do tumor. No grupo tratado com agai,
apenas 3 animais foram a oObito (taxa de mortalidade de 15%). Em relacdo ao
desenvolvimento do tumor mamario, todos os animais do grupo controle desenvolveram
tumor (100%), enquanto que no grupo tratado com acai, apenas 10 animais
desenvolveram tumor (50%). Esses resultados foram organizados e apresentados na

Figura 24.
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Figura 24: Nimero de animais induzidos com DMBA para o estabelecimento do cancer de mama (N =
40). No grupo controle foi administrado solugdo salina (N = 20) durante as 16 semanas de inducdo
tumoral e no grupo tratado foi administrado diariamente 200 mg/kg do extrato de agai (N = 20), iniciando
o0 tratamento um dia antes da inducdo tumoral. O tumor mamario foi observado em 100% das ratas do
grupo controle (N = 20) e em 50% das ratas do grupo tratado com o extrato de agai (N = 10). Ocorreram
13 6bitos no grupo controle (taxa de mortalidade de 65%) e 3 no grupo tratado com o extrato de acai (taxa
de mortalidade de 15%).
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Na tabela 7 consta a analise estatistica realizada para avaliar o potencial
farmacoldgico do acai no tratamento do carcinoma mamario. O extrato de acai reduziu
significativamente o nimero de 6bitos (P = 0,0036, Teste Qui-quadrado), assim como
protegeu, significativamente, quanto ao desenvolvimento de tumores mamarios (P =
0,0004, Teste Qui-quadrado). O impacto do extrato de acai na sobrevivéncia cumulativa
das ratas durante as 16 semanas de tratamento foi significativamente maior (15,15
semanas) do que no grupo que recebeu apenas solucéo salina (12,75 semanas). Os dados

sdo apresentados na figura 25 (P = 0,002, Teste de long-rank).

Tabela 7: NUumero de animais induzidos com DMBA, que desenvolveram o tumor
mamario e que vieram a 6ébito nos grupos controle e tratado com o extrato de acai

durante as 16 semanas de indu¢ao tumoral.

Controle Acali P-valor®
Induzidos 20 20 Referéncia
Presenca tumor mamario 20 (100%) 10 (50%) 0,0004
Obitos 13 (65%) 3 (15%) 0,0036

Dados sdo apresentados com o niimero e a porcentagem (%). # Teste Qui-quadrado.
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Figura 25: Curva de sobrevida dos animais controles e tratados com o extrato de acai durante as 16
semanas de tratamento. Observa-se uma sobrevida significativamente menor no grupo controle (12,75
semanas), quando comparado ao grupo tratado com acai (15,25 semanas) (P = 0,002, pelo teste de long-
rank).
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Ap0s as 16 semanas de inducdo e tratamento com acai, 0 nimero de animais que
desenvolveram tumor mamario, no grupo controle e tratado com acai, foi igual a 7
animais. Assim, as analises a seguir foram realizadas apenas nestes 14 animais. Tanto
no grupo tratado com acai quanto no grupo controle o tumor mamario apresentou
aderéncias e massa cistica no local da inducdo tumoral (Figura 26), ndo havendo

diferenca no tamanho e peso do tumor.
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Figura 26: Analise macroscdpica dos tumores apés o tratamento com o extrato de acai. (A e B) Animais
controle. (C e D) Animais tratados com agai. Em ambos os grupos foi observado o crescimento tumoral,
com presenca de aderéncias e massa cistica no local da inducéo (circulo).

6.2.1 Avaliacao histoldgica dos tumores apds tratamento com acai

Na avaliagdo histoldgica dos tumores nos grupos controle e tratados com agai,
observou-se em ambos 0s grupos area de carcinoma invasor com hipercromasia celular
ao redor do estroma fibrovascular (Figura 27). Porém nos animais controle (Figura 27 A
e B) ha uma maior presenca de células inflamatorias quando comparados aos animais
que receberam o tratamento com o extrato de acai (Figura 27 C e D), no qual se

observou pouca presenca de células inflamatorias.
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Controle

Figura 27: Avaliacéo histologica com coloragdo de HE nas amostras de tumores mamarios dos animais
controle (N = 7) e tratado com acai (N = 7). (A e B) Nos animais controle, observou-se area de carcinoma
invasor com hipercromasia celular ao redor do estroma fibrovascular (#), com presenca de muitas células
inflamatorias (—). (C e D) Nos animais tratados com extrato de agai, verificou-se &rea de carcinoma
invasor com hipercromasia celular ao redor do estroma fibrovascular (#), com menor nimero de células
inflamatorias (—). Aumento de 40x.

6.2.2 Avaliacao do processo angiogénico

Com relacdo a distribuicdo do VEGF, foi detectada uma forte imunoreatividade
nas glandulas e ao longo do estroma nos animais do grupo controle (Figura 28 A e B),
ndo sendo observada no grupo tratado com acai (Figura 28 C e D). A andlise
histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma menor distribuicdo do VEGF nas
amostras dos animais tratados com acai em comparacdo aos animais controle (Figura
29).
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Figura 28: Imunohistoquimica para VEGF. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma
maior marcacdo para 0 VEGF nas glandulas (*). (C e D) Nos animais tratados com agai (N = 7), as
marcagdes estavam com menor intensidade (*). Aumento de 40x.
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Figura 29: Quantificacdo da porcentagem de VEGF nas amostras de tecido dos grupos controle e tratado
com agai. Observou-se uma maior porcentagem de VEGF nos animais controle (P = 0,0001, pelo teste T).

A quantificacdo sérica de VEGF foi realizada nos grupos controle (N = 7) e
tratado com acai (N = 7), observando-se uma diminuicdo significativa da concentracao
de VEGF nos animais tratados com acai em compara¢do com 0s 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 acai esses valores variaram entre
337,5 pg/mL e 404,71 pg/mL.
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Figura 30: Dosagem da concentragdo sérica de VEGF pelo método de ELISA nas amostras de lavado
peritoneal dos animais controle (N = 7) e tratados com acai (N = 7). Observou-se uma maior concentragdo
no grupo controle (P = 0,0001, pelo teste T).

A distribuicdo de FLK nas amostras analisadas revelou também uma maior
marcacdo nas glandulas e ao longo do estroma nos animais do grupo controle (Figura 31
A e B) em comparacdo com o grupo tratado com acai (Figura 31 C e D). Essa diferenca
foi confirmada estatisticamente pela anlise histomorfométrica (Figura 32).
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Figura 31: Imunohistoquimica para FLK. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma maior
marcacdo para FLK principalmente nas glandulas (*). (C e D) Nos animais tratados com acai (N = 7),
encontrou-se uma menor marcagéo para tal receptor. Aumento de 40x.
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Figura 32: Quantificacdo da porcentagem de FLK nas amostras de tecido dos grupos controle e tratado
com o extrato de agai. Verificou-se que a porcentagem de FLK foi maior nos animais controle (P = 0,026,
pelo teste T).

Ainda, pelo mesmo método, com relagdo a distribuicdo da MMP-9 nas amostras
analisadas, foi detectada uma marcacao igual ao longo do estroma nos animais controle
(Figura 33 A e B) e nos animais tratados com acai (Figura 33 C e D). A analise
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histomorfométrica confirmou, estatisticamente, que ndo houve diferenca na distribuicdo

de MMP-9 nas amostras dos animais controle e tratados com agai (Figura 34).

Controle

Figura 33: Imunomarcacdo para MMP-9. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se marcagao
para MMP-9 (*) igual aos animais tratados (C e D) com acai (N = 7). Aumento de 40x.
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Figura 34: Quantificagdo da porcentagem de MMP-9 nas amostras de tecido das ratas controle e tratada
com acai. Nao houve diferencas 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 agai,
realizamos a contagem de macrdfagos ativos F4-80/Mac-2+. Verificou-se uma reducéo
de aproximadamente 50% no numero de macréfagos F4-80/Mac-2+ nos animais

tratados com o extrato de agai em comparacdo aos animais controle (Figura 35).
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Figura 35: Citometria de fluxo para identificacdo de macréfagos em amostras de lavado peritoneal de
ratas controle (N = 7) e tratadas com acai (N = 7). Notou-se uma menor presenca de macréfagos F4-
80/Mac-2+ nos animais tratados com agai.

6.2.3 Avaliacao do processo inflamatdrio

No estudo imunohistoquimico, com relacdo a distribuicdo 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). Ja no grupo tratado foi observada uma
fraca marcacdo no estroma fibrovascular (Figura 36 C e D). A andlise
histomorfométrica confirmou, estatisticamente, uma menor distribuicdo de COX-2 nas

amostras dos animais tratados com acai em comparacdo aos animais controle (Figura
37).
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Figura 36: Imunomarcagdo para COX-2. (A e B) Nos animais controle (N = 7), observou-se uma forte
marcacdo 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.
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Figura 37: Quantificacdo da porcentagem de COX-2 nas amostras de tecido dos animais controle e
tratado com o extrato de acai. Notou-se uma menor porcentagem de COX-2 nos animais tratados com
acai (P = 0,0001, pelo teste T).
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6.2.3.1 ELISA (PGE;e IL-10)

Os niveis sericos de PGE, foram quantificados e verificou-se que 0s animais
tratados com o extrato de acai tinham niveis significativamente mais baixos de PGE; do
que os animais controles (Figura 38). A dosagem de PGE;, nos animais controle variou
entre 275,1 pg/mL e 316,25 pg/mL e, nos animais tratados com o acai esses valores
variaram entre 122,15 pg/mL e 237,75 pg/mL.
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Figura 38: Dosagem dos niveis de PGE, pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal do
grupo controle (N = 7) e tratado com agai (N = 7). Observou-se menores niveis de PGE2 nos animais
tratados (P = 0,0001, pelo teste T).

Pelo mesmo método foi realizada também a dosagem dos niveis de IL-10 nos
animais controle e tratado com agai, verificando-se uma diminuicdo significativa das
concentracdes de IL-10 nas ratas tratadas com acai em comparagdo com as ratas
controles (Figura 39). Os niveis 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 agai esses valores
variaram entre 485,06 pg/mL e 540 pg/mL.
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Figura 39: Dosagem dos niveis de IL-10 pelo método de ELISA nas amostras de lavado peritoneal das
ratas controle (N = 7) e tratadas com o extrato de acai (N = 7). Verificou-se uma maior concentra¢do no
grupo controle (P = 0,0001, pelo teste T).

6.2.3.2 Analise da producdo de Oxido Nitrico

A avaliacdo da dosagem de NO foi realizada com amostras de lavado peritoneal
de animais controle e tratado com acai, utilizando-se para isso o reagente de Griess. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e
tratados com acai (Figura 40). Os animais controle tiveram os valores da dosagem de

NO entre 2.070 puM e 3.160 puM e, nos animais tratados esses valores variaram entre
1.822 uM e 3.077 pM.
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Figura 40: Dosagem de Oxido nitrico pelo método colorimétrico em amostras de lavado peritoneal dos
animais controle (N = 7) e tratado com acai (N = 7). Ndo foi verificado diferenga significativa na
dosagem de NO comparando os dois grupos (P = 1, pelo teste T).
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6.2.4 Avaliacdo da toxicidade

O peso dos animais foi mensurado durante todo o tratamento e verificou-se que
0s animais tratados com o extrato de acai apresentaram um peso corporal maior do que
os controle, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura 41 e
tabela 8).
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Figura 41: Peso corporal das ratas controle (N = 7) e tratados com acai (N = 7) durante todo o periodo de
indugdo e tratamento (16 semanas). Os dados sdo apresentados com média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos controle e tratado com acai.

Tabela 8: Peso corporal dos grupos controle e tratado com acai.

Semanas de Controle Acai p-valor®

Tratamento (N=7) (N=7)
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
9
10
11
12
13
14
15
16

202,038 £ 7,672
209,539 + 8,291
216,438 + 7,963
220,922 + 7,335
227,981 + 9,453
235,157 + 11,130
241,138 + 11,189
251,831 + 12,759
262,781 + 14,294

209,394 + 10,340
214,662 + 10,950
221,643 £11,211
228,251 + 9,548
237,068 + 12,538
243,278 + 11,763
252,381 + 11,998
258,539 + 10,899
269,042 + 13,556

0,157
0,343
0,336
0,133
0,152
0,209
0,095
0,311
0,417

#P-valor obtido com o teste T.

6.2.4.1 Niveis glicémicos

Os niveis glicémicos foram dosados utilizando sangue periférico dos animais em

estudo, que tinham livre acesso a alimentacdo (animais ndo se encontravam em jejum).

Nesta andlise, verificou-se que os animais tratados com o extrato de acai tiveram niveis

séricos de glicose significativamente maiores quando comparados aos animais controles

(Figura 42). Nos animais controle os niveis glicémicos ficaram entre 190 mg/dL e 220

mg/dL e, nos animais tratados com acai, variou entre 171 mg/dL e 343 mg/dL.
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Figura 42: Dosagem de glicose no sangue dos animais dos grupos controle (N = 7) e tratados com acai
(N =7). Os niveis glicémicos foi significativamente maior nas ratas tratadas com acai quando comparadas
aos controles (P = 0,034, pelo teste T).
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6.2.4.2 Analise dos 6rgaos

Foi realizada a avaliagdo macroscopica e histolégica do coracdo, figado e rins
dos animais estudados para verificar a toxicidade nesses 6rgdos do DMBA e/ou do
tratamento com o extrato de acai.

Na avaliacdo do tamanho do coracdo, em relagdo ao comprimento, ndo foram
observadas diferencas significativas em ambos 0s grupos, controle e tratado (Figura 43).
O comprimento do coracdo nos animais controle variou entre 1,1 cm e 1,5 cm e nos
animais tratados com acai variou entre 1,1 cm e 1,6 cm. Contudo, considerando a
largura do coracdo foi observado um diminuigdo significativa no grupo tratado com agai
em comparacdo ao controle (Figura 43). A largura do coragdo nos animais controle
variou entre 1,1 cm e 1,2 cm e nos animais tratados com acai variou entre 0,6 cme 1,1

cm.
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Figura 43: Comprimento e largura do coracdo dos animais controle (N = 7) e tratados com acai (N = 7).
Né&o foi observada diferenca significativa no comprimento do coracdo entre os 2 grupos, contudo na
largura foi observada uma diminuicdo significativa no comprimento do coracdo no grupo tratado
comparado ao controle (P = 0,659 e 0,021, pelo teste T).

Na andlise histoldgica do coracdo ndo foram observadas diferencas entre os dois
grupos. Verifica-se presenca de tecido muscular estriado cardiaco preservado em ambos
o0s grupos (Figura 44), mostrando que ndo houve efeitos toxicos causados pelo indutor

quimico DMBA ou pelo extrato de acai.
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Figura 44: Avaliacdo histolégica com colora¢do de HE em amostras de tecido do coragdo dos animais
controles (N = 7) e tratados com extrato de acai (N = 7). Verificou-se a presenca de tecido muscular
estriado cardiaco preservado (#) em ambos 0s grupos. Aumento 40x.

Em relacdo ao tamanho do figado (comprimento e largura), ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos controle e tratado com extrato de
acai para ambos os parametros analisados (Figura 45). O comprimento do figado nas
ratas controle foi de 4,2 cm sem variacéo 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 figado dos animais controles (N = 7) e tratados com extrato de agai
(N = 7). Néo foi observada diferenca significativa no comprimento e largura do figado entre os 2 grupos
(P =0,272 e 0,685, respectivamente pelo teste T).

Na avaliagdo histologica do figado, é possivel observar os efeitos toxicos do
DMBA nos animais controle, com presenca de fibrose, atipia celular e microambiente
hemorragico. Ja nos animais tratados com o extrato de acai ndo foram observados
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efeitos toxicos, sendo visualizada a presenca de veia centrolobular com corddes de

hepatocitos, demonstrando tecido hepatico normal (Figura 46).

Controle Acai

Figura 46: Analise microscOpica com coloragdo de HE de amostras de tecido do figado das ratas controle
(N = 7) e tratadas com extrato de agai (N = 7). Foi possivel observar nos animais controle presenca de
fibrose, atipia celular e microambiente hemorragico (*). J& nos animais tratados com extrato de acai, nota-
se a presenca da veia centrolobular e corddes de hepatécitos (circulo), demonstrando tecido hepatico
normal. Aumento 40x.

Na mensuracdo do tamanho dos rins (comprimento e largura) ndo foram
observadas diferencas em relacdo aos dois parametros avaliados entre 0s grupos
controle e tratado com acai (Figura 47). O comprimento dos rins nas ratas controle foi
de 1,65 cm sem variacdo e a largura foi de 1,1 cm sem variacdo 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 acai
(N = 7). Nao foi observada diferenca 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 avaliacdo histoldgica do figado foram encontrados
efeitos toxicos na avaliagdo dos rins das ratas controle, observando-se a presenca de
fibrose, atipia celular e microambiente hemorragico. Entretanto, nos animais tratados
com o extrato de acai observou-se a presenca de glomérulos e tabulos distal,

evidenciando tecido renal preservado (Figura 48).

Controle

Figura 48: Analise histoldgica com coloragdo de HE em amostras de tecido dos rins dos grupos controle
(N = 7) e tratado com extrato de acai (N = 7). Observou-se a presenca de fibrose, atipia celular e
microambiente hemorrdgico no grupo controle (*). Nos tratados com o acai observou-se a presenca de
glomérulos (—) e tibulos distal (P), evidenciando tecido renal preservado. Aumento de 40x.
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7. DISCUSSAO

O céncer de mama € um problema global de satde publica, sendo a neoplasia
com maior incidéncia e também a principal causa de morte por cancer em mulheres no
Brasil e no mundo (IARC, 2012; ACS, 2015b; INCA, 2015). Apesar do grande nimero
de tratamentos disponiveis, ainda, ha recorréncia 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 cancer de mama continua sendo necessaria.

A pesquisa translacional ressalta a necessidade premente de se converter em
beneficios praticos para os pacientes os grandes investimentos em pesquisas. Os estudos
pré-clinicos em modelos animais desempenham um papel importante no
desenvolvimento de novas tecnologias e tratamentos. Assim, os modelos experimentais
de doengas sdo cruciais para a pesquisa e 0 desenvolvimento de novas tecnologias,
servindo como base para gerar conhecimento e ferramentas em beneficio da salde
humana (ALDHOUS, 1991; CRISSIUMA e ALMEIDA, 2006). Compostos candidatos
a farmacos devem, obrigatoriamente, ser testados em estudos pré-clinicos, que
precedem a autorizacdo de pesquisas clinicas e epidemioldgicas, devendo ser
conduzidos de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio (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 varios aspectos desses
compostos, como: toxicidade de dose unica (aguda), toxicidade de doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade, alem da
avaliacdo da seguranca farmacoldgica e da toxicocinética (ANVISA, 2013).

Os modelos experimentais de tumores mamarios em roedores representam uma
importante ferramenta para testes pré-clinicos, em grande parte porque, nestas espécies,
0 cancer de mama também é um processo complexo de multiplos passos, podendo ser
induzido tanto por radiacdo, virus, fatores genéticos quanto por produtos quimicos
(RUSSO e RUSSO, 1996; MANNING, BUCK e COOK, 2016). Uma das melhores
substancias indutoras do carcinoma mamario, em modelo experimental, ¢ 0o DMBA, que
desde sua utilizacdo por Huggins em 1961, vem sendo amplamente utilizado para o

estabelecimento de modelos in vivo de carcinoma mamario, por apresentar uma melhor
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caracterizacdo das fases pré-malignas da doenca, podendo ser utilizado para diferentes
aplicacBes (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) sdo
encontrados 976 trabalhos cientificos, utilizando os descritores: “breast cancer and
DMBA” ou "in vivo model breast cancer and DMBA". Ao estabelecermos o modelo
experimental de cancer de mama, utilizando o carcinbgeno DMBA, encontramos uma
taxa de desenvolvimento de tumor mamario de aproximadamente 93%, apds 16
semanas de inducdo. Além da confirmacdo histoldgica com a presenca de carcinoma
invasor, nos também observamos macroscopicamente o crescimento de uma massa
cistica com aderéncias e fibrose no local da inducdo tumoral. Estudos anteriores
relataram uma taxa de indugdo tumoral, utilizando o DMBA, de 82% (BISHAYEE et
al., 2013) e 100% (DEEPALAKSHMI e MIRUNALINI, 2013), também apo6s 16
semanas de inducdo. Considerando 24 semanas de inducdo, a taxa de inducdo tumoral
reduz para aproximadamente 73% (MA et al., 2014) e ap6s 12 meses de indugdo para
87% (OUHTIT et al., 2014). A taxa de mortalidade que observamos apds a indugdo com
DMBA foi cerca de 44%, considerando 16 semanas de acompanhamento apds a inducao
tumoral. Os nossos resultados estdo de acordo com o que ja foi descrito por Ojeswi et
al. (2010) e Monga, Chauhan e Sharma (2012) que descreveram, em ambos 0s estudos,
uma taxa de 40% de mortalidade, ap6s 16 e 20 semanas de inducdo tumoral,
respectivamente.

O cancer de mama é uma doenca complexa e que envolve Varios processos,
incluindo a angiogénese e a inflamacdo, considerados eventos chaves para o
desenvolvimento tumoral, invasdo e metastase (FOLKMAN, 2007; HANAHAN e
WEINBERG, 2011; YASMIN et al., 2015; CHEN et al., 2017). Nesse sentido, nos
avaliamos marcadores dos processos angiogénico e inflamatério no estabelecimento do
modelo experimental de cancer de mama e observamos niveis elevados de VEGF, bem
como de PGE; e IL-10. Com a exposicao prolongada a estimulos pré-inflamatorios, a
enzima COX-2 permanece superexpressa, ocorrendo transicdo da inflamagédo aguda para
inflamacdo cronica (HARRIS, 2014b). A producdo sustentada de PGE, desempenha
papel importante na sobrevivéncia e progressdo tumoral, favorecendo maior
proliferacdo celular, inibicdo da apoptose, inducdo de angiogénese e promocao da
invasdo tumoral (REGULSKI et al., 2016). Além disso, nds também observamos um

namero elevado de macréfagos nas amostras tumorais dos animais induzidos com
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DMBA, confirmando a importancia crucial dos macréfagos na angiogénese e na
inflamacéo, estando abundantemente presentes na progressdo tumoral (GAN et al.,
2016; CHEN et al., 2017).

Com o estabelecimento de um modelo experimental de cancer de mama foi
possivel pesquisar as acdes farmacologicas do extrato de acai, um fruto encontrado
abundantemente na regido amazonica (LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et
al., 2006a), rico em polifendis e flavonoides, apresentando atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, efeitos cardioprotetores e anticancerigenos (HEINRICH, DHANJI e
CASSELMAN, 2011; SILVA et al.,, 2014). Em um modelo de hipertensdo em ratos
Wistar, Da Costa et al. (2012), testaram 0 acai na dose de 200mg/kg/dia, a mesma dose
que utilizamos no nosso modelo de carcinoma mamario, e observaram que o acai
preveniu a hipertensdo e a disfuncdo endotelial, possivelmente por suas acbes
antioxidantes, pela inibicdo da enzima Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP-2) e
ativacdo da via 6xido nitrico sintase (NOS). Além disso, Silva et al. (2014) avaliaram o
efeito do extrato de acai em duas linhagens de células de cancer de mama humano e,
observaram que nas células MCF-7, o acai modificou as caracteristicas morfoldgicas,
diminuiu a viabilidade celular e induziu a autofagia, sugerindo um potencial
antitumorigénico do acai em células de cancer de mama (SILVA et al., 2014). Uma
possivel explicacdo para os efeitos citotoxicos do acai sobre as células MCF-7 s@o as
lignanas, um fitoquimico presente no acai, que pode atuar como fitoestrogenos
(HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). Dessa forma, com
0s resultados promissores em relacdo a atividade antitumoral do acai in vitro e como na
literatura ndo foram encontrados dados testando-o em modelos in vivo, nds avaliamos o
potencial efeito do extrato de acai em modelo experimental de cancer de mama.

O tratamento diario de 200 mg/kg de extrato do agai reduziu em
aproximadamente 4 vezes a taxa de mortalidade dos animais induzidos com o
carcindgeno DMBA. Além disso, a taxa de desenvolvimento do tumor foi 2 vezes
menor no grupo tratado com o extrato de acai quando comparado ao grupo controle, que
recebeu solugdo salina durante as 16 semanas. Nas analises histoldgicas foi observado
gue nas amostras dos animais controle houve um numero elevado de células
inflamatdrias quando comparados aos animais tratados com o extrato de acai. Ainda, em
relacdo ao processo inflamatorio, observamos que no grupo tratado com agai houve uma

menor imunomarcacgdo para COX-2 e niveis estatisticamente mais baixos de PGE; e IL-
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10. Estudos tém demonstrado que a expressdo de COX-2 esta associada a parametros de
agressividade tumoral, j& conhecidos no cancer de mama humano, incluindo tamanho
tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida (XU et al., 2017), além de aumentar a
microvascularizagdo do tumor e estar associado a um pior prognostico (HOCKEL et al.,
2001). Em conformidade com nossos achados, Abdel-Rahman et al. (2015), utilizando o
DMBA para indugdo do tumor mamaério em ratas Sprague-Dawley, observaram, nos
animais tratados com 500 mg/kg de Eruca sativa, durante 4 semanas, a diminui¢do do
processo inflamatorio nas amostras de tumores mamarios pela reducdo de 100% da
expressao de COX-2, em comparagdo com o grupo controle. Mandal e Bishayee (2015),
também utilizando um modelo de tumor mamario em ratas induzidas com DMBA,
observaram uma menor imunomarcagdo 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
cancer de mama foi o Rhus coriaria. Nesse trabalho, os autores também demonstraram
uma diminuicdo de PGE2, COX-2 e MMP-9 in vivo e in vitro, que provavelmente
diminuiu o processo de tumorigénese (EL HASASNA et al., 2016). Zhong et al. (2012),
utilizando camundongos Balb/c nude induzidos com células de cancer de mama humano
primario, observaram uma diminui¢do 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 comparacdo ao grupo controle. A ulinastatina
também reduziu os niveis de PGE; e IL-10 no estudo in vitro com linhagens de células
de cancer de mama humano primario (ZHONG et al., 2012). Além disso, uma menor
imunomarcagéo para COX-2 e MMP-9 foi encontrada em amostras de tecido mamarios
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 reducgdo desses niveis podem estar relacionados a acéo
antioxidante desses compostos, que sdo ricos em flavonoides, vitamina C, &cido galico,
entre outros (SATHISH, SHANTHI e SACHDANANDAM, 2011). A inibi¢do do
processo inflamatdrio observada em nosso estudo, apds tratamento com o extrato de
acai, possivelmente esté relacionada aos seus constituintes fitoquimicos (flavonoides e
polifenois), que apresentam acdo anti-inflamatéria (SCHAUSS et al., 2006a;
ULBRICHT et al., 2012).
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O cancer de mama é uma doenca sabidamente dependente de angiogénese
(FOLKMAN, 2007) e, o VEGF, principal fator pré-angiogénico, encontra-se elevado
em amostras de cancer de mama (GASPARINI, 2000; BYRNE, BOUCHIER-HAYES e
HARMEY, 2005; LU et al., 2005; SAHARINEN et al., 2011). A superexpressao de
VEGF também tem sido associada a mau prognostico do cancer de mama, tais como o
comportamento metastatico e pior sobrevida livre de doenga (ZHANG et al., 2014; LI1U,
SEMENZA e ZHANG, 2015). Em nosso estudo, a imunomarcagdo de VEGF e seu
receptor FLK, assim como o0s niveis séricos de VEGF das amostras de tumores
mamarios das ratas tratadas com o acai foram significativamente menores quando
comparados aos controles. Nossos resultados estdo de acordo com os achados de
Mafuvadze et al. (2011), que observaram uma redugdo na quantificacdo 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
reducdo do processo de angiogénese, via VEGF-FLK, provavelmente ocorreu pela agao
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 inje¢cGes com intervalos de 48 horas e observaram uma
reducdo da distribuicdo de VEGF no grupo tratado quando comparado ao controle,
confirmando a acao dos flavonoides como um antiestrogénio e antiprogesterona (COOK
et al.,, 2016). Ainda, em modelo de carcinoma mamario induzido por DMBA,
Mukhopadhyay et al. (2006), observaram pela técnica de Western blot, uma reducéo de
VEGF nos animais que receberam 200 g/kg de proteina de soja na ra¢do durante 147
dias quando comparados aos animais controles, que receberam caseina. Sathish, Shanthi
e Sachdanandam (2011), utilizando o0 mesmo método e modelo, observaram uma
reducdo de VEGF nos animais tratados com Semecarpus anacardium ou
Kalpaamruthaa quando comparados ao grupo controle. Os niveis reduzidos de FLK
foram também encontrados pelo estudo imunohistoquimico em camundongos com
cancer 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 rela¢do ao agai,
Dias et al. (2014), em um estudo in vitro com linhagens de células de carcinoma de

colon observaram uma diminuicdo do VEGF nessas células, sugerindo que os
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flavonoides presentes no acai provavelmente sdo os responsaveis pela atividade
antiangiogénica, via VEGF (DIAS et al., 2014).

A promocdo da angiogénese tumoral mediada pela enzima COX-2 pode ser
explicada pela producdo de prostaglandinas, principalmente a PGE,, pelas células
tumorais, que aumentam as concentracfes de VEGF (EL HASASNA et al., 2016).
Singh et al. (2007) demostraram que o aumento da PGE, em tumores de mama
estimulam a progressdo de metéstases 0sseas em modelo animal e em pacientes. Os
autores descreveram, ainda, que a diminuicdo da PGE; resulta na reducdo da migracéo e
invasdo de células de tumores mamarios, e que antagonistas da PGE, podem ser
utilizados na prevencéo e tratamento do cancer de mama (SINGH et al., 2007).

A superexpressdo de VEGF esta relacionada ao aumento no numero de
macrofagos (LEWIS et al., 2000; BINGLE, BROWN e LEWIS, 2002; OBEID et al.,
2013; LIN et al., 2015), que estdo aumentados nos tumores mamarios e parecem
desempenhar um papel importante na secrecdo de citocinas pré-angiogénicas e pro-
inflamatorias, no desenvolvimento tumoral e na metastase (BINGLE, BROWN e
LEWIS, 2002; CARRON et al., 2017; CHEN et al.,, 2017). Em nosso estudo
observamos um aumento do nimero de macréfagos peritoneais nos animais induzidos
com DMBA, que desenvolveram tumor mamario, quando comparados aos animais nao
induzidos. Apds tratamento com o extrato de acai, observamos que o numero de
macrofagos peritoneais foi reduzido pela metade quando comparado ao grupo controle.
Recentemente, nosso grupo, em um estudo in vitro com linhagem de macrofagos
J774.G8, observou uma diminuicdo em 50% da viabilidade celular, utilizando as doses
de 20 e 40 pg/mL de extrato de acai (MACHADO et al., 2016). Nesse mesmo estudo,
200 mg/kg do extrato de acai, administrado diariamente durante 30 dias, foi eficaz em
reduzir lesdes de endometriose peritoneal em modelo experimental, assim como o
processo inflamatoério, angiogénico e o nimero de macrofagos (MACHADO et al.,
2016). A acéo do acai na redugédo do nimero de macrdofagos nos modelos experimentais
de cancer de mama e de endometriose, sugere que ele age nos processos angiogénico e
inflamatério, diminuindo a expressdo dos genes como 0 VEGF e COX-2, reprimindo a
manutencdo e o crescimento tumoral (MACHADO et al., 2016).

Em nosso estudo, o acai demonstrou, ainda, um efeito protetor sobre o figado e
rim, apds administracdo do DMBA, que € um agente altamente toxico (HUGGINS;

MORII, 1961). No grupo controle, induzido com DMBA, mas que recebeu apenas
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solucdo salina durante 16 semanas, foi observado na andlise histoldgica, formacao de
tecido fibroso e um ambiente hemorragico, enquanto que no grupo tratado com extrato
de acai o tecido encontrava-se integro. Da mesma forma, Ribeiro et al. (2010),
observou, em animais saudaveis, que o acai na dose de 3, 33, 10 ou 16,67 g/kg quando
administrado em conjunto com a doxorrubicina, apresentou um efeito protetor a
cardiotoxicidade causada por esse antineoplasico. Do mesmo modo, Marques et al.
(2016), em seu estudo com camundongos Swiss saudaveis ndo observou efeitos
genotoxicos do acai nas 3 doses testadas (30, 100 e 300 mg/kg) nos tratamentos agudo
(24h) ou subagudo (durante 14 dias) em leucdcitos, células de figado, testiculo e medula
6ssea. Em funcdo do efeito antigenotoxico do extrato de acai, observado por nos e por
Ribeiro et al. (2010) na presenca dos agentes toéxicos DMBA e doxorrubicina,
respectivamente, sugere-se a utilizacdo do acai como um agente coadjuvante no
tratamento do céncer, impactando na reducdo dos efeitos adversos provocados pelos
quimioterapicos, conforme ja proposto por Ribeiro et al., (2010).

Em nosso estudo ndo observamos diferenca significativa no peso corporal dos
animais tratados com o extrato de acai quando comparados ao grupo controle. Contudo,
observamos um aumento significativo nos niveis glicémicos, ap6s 16 semanas de
tratamento com acai, comparados ao grupo controle. Ressaltamos que 0s animais
estavam com livre acesso a alimentacdo e que a glicose ndo foi dosada em jejum. O
peso corporal de ratas também foi verificado por Souza et al. (2012) apds administracdo
de 2% de acai (peso seco/peso) durante 6 semanas e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais que receberam o acai e 0s animais controles. Nesse
estudo, os animais que receberam o agai tiveram niveis significativamente menores de
colesterol total e da lipoproteina de baixa densidade (LDL), além de um aumento dos
niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL) quando comparados ao animais que
receberam apenas a dieta hipercolesterolémica, sugerindo um efeito
hipocolesterolémico do acai (SOUZA et al., 2012). Apesar da diferenca que
encontramos, especialmente nos niveis glicémicos, o acai € composto de antocianinas
como: cianidina 3-glicosideo; cianidina 3-glucosideo; cianidina 3-rutinosideo (JENSEN
et al., 2008; HEINRICH, DHANJI e CASSELMAN, 2011; ULBRICHT et al., 2012);
cianidina 3-sambubiosideo (SCHAUSS et al.,, 2006b); peonidina 3-glicosideo;
peonidina 3-rutinosideo (SCHAUSS et al., 2006b; HEINRICH, DHANJI e
CASSELMAN, 2011), que ajudam a reduzir os niveis 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-inflamatérios (ULBRICHT
et al., 2012) e podem desempenhar um papel importante na prevengéo e no tratamento
do céncer (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 terapéutico do extrato de
acai em modelo in vivo de carcinoma mamario, este estudo destaca-se pela via de
administracdo do extrato (via gavagem), que além de ser por via oral (de facil
administracdo), também apresenta um controle exato da dose administrada. Alguns
estudos ndo controlaram a quantidade de acai administrada, deixando-o disponivel na
agua ou racao dos animais (STONER et al., 2010; DA COSTA et al., 2012; FRAGOSO
et al., 2012, 2013; SOUZA et al., 2012). Nés avaliamos, ainda, marcadores envolvidos
no processo inflamatorio e angiogénico do tumor, que sdo fatores sabidamente
conhecidos e envolvidos no processo fisiopatoldgico do cancer de mama ( (HANAHAN
e WEINBERG, 2011; CHEN et al., 2017). Contudo, nosso estudo apresentou algumas
limitacBes, como o nimero amostral final obtido em cada grupo de comparacao (tratado
com acai e controle); assim como o nimero de animais que desenvolveram tumor no
grupo tratado com acai (apenas 50% dos animais), ndo sendo possivel determinar se 0s
que ndo desenvolveram tumor neste grupo foram em funcéo do efeito protetor do acai
ou pelo insucesso do estabelecimento do modelo com DMBA, que conforme
verificamos pode ser de até 7%. Outra limitacdo do nosso estudo foi ndo ter dosado os
niveis glicémicos e o perfil colesterolémico, em jejum e durante todo o periodo de
tratamento com o extrato de acai.

Com os resultados obtidos em nosso estudo, propomos uma possivel via de
sinalizacdo para os efeitos terapéuticos do extrato de acai no cancer de mama, tendo os
macrofagos um papel chave nesse mecanismo (QIAN e POLLARD, 2010; SICA e
MANTOVANI, 2012; CHEN et al., 2017). Sabemos que 0s macrdfagos sdo de extrema
importancia na inflamagdo e na angiogénese, como também uma importante fonte de
producdo de VEGF, essencial para o estabelecimento e crescimento do tumor mamario
(LEWIS et al., 2000; BINGLE, BROWN e LEWIS, 2002; OBEID et al., 2013; LIN et
al., 2015). Dessa forma, a reducdo significativa no numero de macréfagos em animais
tratados com acai pode levar a uma diminuicdo da sinalizacdo VEGF/FLK e nos niveis

de PGEZ2, contribuindo para a reducdo ou 0 ndo desenvolvimento do tumor em nosso
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modelo. Vale ressaltar, que varios estudos tém demostrado a acdo anticancerigena do
acai (STONER et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012, 2013; DIAS et al., 2014), incluindo
linhagens de células malignas de cancer de mama, MCF-7 (SILVA et al., 2014). Todos
esses resultados podem estar relacionados ao alto teor de polifenois, antocianina e
flavonoides presentes no acai, que parecem desempenhar essa atividade anticancerigena
(DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006; FRAGOSO et al.,, 2013;
SILVA etal., 2014; MACHADO et al., 2016).

Por fim, como o cancer de mama é um problema global de saude publica e
apresenta diversos efeitos adversos aos tratamentos atuais, e levando em conta que o
acai tem um baixo custo aquisitivo, sendo facilmente encontrado, principalmente no
Brasil, justifica-se a utilizacdo deste extrato como um agente terapéutico coadjuvante

para o tratamento do cancer de mama, visando a reducéo dos efeitos adversos.
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8. CONCLUSAO

O modelo experimental de cancer de mama em ratas Wistar induzidas com o
carcindgeno DMBA foi estabelecido com éxito. Dessa forma, foi possivel avaliar o
efeito farmacoldgico e toxico do extrato do acai, que inibiu o processo inflamatério no
microambiente tumoral, pela reducdo dos niveis de COX-2, PGE; e IL-10. Além disso,
0 acai atuou sobre o processo angiogénico, outro importante processo para o
desenvolvimento do cancer de mama, diminuindo niveis de VEGF e FLK, e a
quantidade do numero de macrofagos ativos. O acai apresentou ainda, um efeito
protetor na presenca do DMBA, uma substancia citotdxica utilizada para inducéo do

carcinoma mamario.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar novos estudos com o acai, em modelo experimental de cancer de mama,
com o objetivo de elucidar o exato mecanismo de acdo do extrato, além de realizar
testes toxicologicos mais abrangentes. Além disso, testar o potencial efeito
farmacoldgico do acgai em conjunto com o0s principais quimioterapicos antineoplésicos
citotoxicos utilizados no tratamento convencional do cancer de mama para verificar o
seu possivel efeito protetor sobre os efeitos genotoxicos causados pelos
quimioterapicos. O maior nimero possivel de dados seguros e consistentes devem ser
obtidos para que seja possivel translacionar o uso do extrato de agai, em testes clinicos e

epidemioldgicos, como uma terapia coadjuvante no tratamento do cancer de mama.
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Anexo |

Tipos de tumores epiteliais segundo a 42 edicéo da Classificacao Histolégica de
Tumores da Mama da OMS
Carcinoma microinvasor
Carcinoma mamario invasor
Carcinoma ductal invasivo, SOE
Carcinoma tipo misto
Carcinoma pleomoérfico
Carcinoma com células gigantes tipo oscleoclasto
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos
Carcinoma com elementos melanéticos
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular classico
Carcinoma lobular sélido
Carcinoma lobular alveolar
Carcinoma lobular pleomérfico
Carcinoma tubulo-lobular
Carcinoma lobular misto
Carcinoma tubular
Carcinoma cribriforme invasivo
Carcinoma com elementos medulares
Carcinoma medular
Carcinoma medular atipico
Carcinoma invasivo SOE com elementos medulares
Carcinoma mucinoso
Carcinoma com diferencia¢do em células em anel de sinete
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma com diferenciagdo apocrina
Carcinoma metaplasico sem tipo especial
Carcinoma adenoescamoso de baixo grau
Carcinoma metaplasico fibromatose-simile
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma metaplasico com diferenciacdo mesenquimal
Diferenciagéo condroide
Diferenciagdo dssea
Diferenciagdo em outros tipos mesenquimais
Carcinoma metaplasico misto
Carcinoma mioepitelial
OMS: Organizagdo Mundial da Saide. SOE: sem outra especificagdo.
Fonte: Gobbi, 2012.
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Anexo 11

Classificacao clinica e histopatolégica do cancer de mama pelo sistema TNM
T - Tamanho tumoral
e Tx - O tumor primario ndo pode ser avaliado
e TO - Sem evidéncia de tumor primario doenca de Paget
e T1-Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimenséo
» Tla-tumor com 0,5 cm ou menos em sua maior dimenséo
» T1b - tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimenséo
» Tlc - tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimensao
e T2 -Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimenséo
e T3 -Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao
e T4 - Tumor de qualguer tamanho, com extensao direta a parede toracica ou a
pele
» T4a - extensdo para parede torécica
» T4b - edema (incluindo peau d'orange) ou ulceracdo da pele da mama ou
nddulos cutaneos satélites, confinados @ mesma mama
» T4c - T4a e T4b associados
» TA4d - carcinoma inflamatorio
Linfonodos regionais
e NXx - Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
e CNO - Auséncia de metastases nos linfonodos regionais
e CcN1 - Crescimento tumoral ipsilateral, sem acometimento dos linfonodos

zZ

axilares

e CN2 - Crescimento tumoral ipsilateral, acometendo linfonodos axilares ou
internos

e cN3 - Acometimento linfonodos supraclavicular ou ambos axilares ipsilateral e
internos

pNO - 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 - metéstases a distancia
e Mx - Apresenga de metéstases a distancia ndo pode ser avaliada
e MO - Auséncia de metastases a distancia
e M1l - Metastases a distancia (incluindo as metastases nos linfonodos
supraclaviculares)

A categoria N (linfonodos regionais) tém duas classificagOes, a clinica, representada pela letra "c" e a

patoldgica, representada pela letra "p".
Fonte: Sociedade Brasileira de Mastologia, 2004.
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ABSTRACT

The use of monoclonal antibodies and aptamers is growing every single day, as the use of nanoparticle
systems. Although most of the products are under investigation, there are a few commercialized prod-
ucts available at the market, for human consume. In this study, we have compared three formulations
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PLA/PVA/MMT trastuzumab) to identify their profile as also to understand their behavior into an alive
biological system. In this direction the radiolabeling of the products were done and they were all tested
in animals (in vivo) in two conditions: healthy rats and breast cancer induced animals. The results
showed that the nanoparticle has the better biodistribution profile, followed by the aptamer. We con-
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clude that more studies and a global effort to elucidate the biological behavior of drugs and especially

nanD-drugs are necessary.

Introduction

Breast cancer is a complex heterogeneous disease and
remains the first cause of death by cancer among women
worldwide, it presents a great variability on the histopatho-
logical and molecular profile (Ferlay et al. 2010, Guiu et al.
2012, Sorlie et al. 2001). The therapeutic regimen of breast
cancer can be based on the tumor status of the epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) (Huober et al. 2010), which is
a predictive of treatment responses in trastuzumab
(Goldhirsch et al. 2001).

Conventional histopathological characteristics remain rele-
vant to the prognostic of survival (Soerjomataram et al. 2008),
however, new methods of diagnosis are searched, in effort to
advance diagnosis, prognostic and guide therapy selection.

Trastuzumab is a monoclonal antibody that interferes with
the HER2 receptor and it could be used to treat HER2-positive
breast cancer (Hudis 2007). This drug enhanced overall sur-
vival in the metastatic stage from 20 months to 25 months
(Nahta and Esteva 2003). In addition, there are molecules
such as -aptamers, chemically synthesized oligonucleotides
that could recognize peptides and proteins, thus being applic-
able for therapeutics and diagnostics (lliuk et al. 2011,
Thiviyanathan and Gorenstein 2012). Aptamers bind to wide
range of relevant proteins with affinities and specificities that
are comparable to antibodies (Keefe et al. 2010).

In this sense, polymeric nanoparticles could be used to
deliver drugs in cancer therapy and diagnostics. Poly({lactic

acid) (PLA) is a biodegradable polymer widely applied to bio-
logical purposes since it is non-toxic and easily eliminated
from the body (Liang et al. 2015, Wang et al. 2010).

The present study aimed to investigate and compare the
biodistribution profiles of a monoclonal antibody PLA nano-
particle and the aptamer anti-MUC1, both labeled with tech-
netium-99m (**™Tc) in experimental breast cancer model
induced in animals.

Study design

In this study, three different formulations were used to test
the better option of a radiopharmaceutical for breast cancer
imaging. Thus, trastuzumab (Roche Laboratories, Basel,
Switzerland), Aptamer Anti-MUC1 (produced by Dr. Sotiris
MissailidisRio de Janeiro, Brazil), and PLA/PVA/MMT trastuzu-
mab nanoparticle were tested in induced animals with breast
cancer (three animals for each sample).

Materials

PLA (MW 40-100kDa) was purchased from Sigma Aldrich
(St. Louis, MOQ). Polyvinyl alcohol (PVA, MW 18kDa, 85%
hydrolyzed), a surfactant, was also purchased from Sigma
Aldrich.  Trastuzumab  was purchased from Roche
Laboratories. The aptamer anti-MUC1 was given by
Dr. Sotiris Missailidis.

CONTACT Dr Ralph Santos-Oliveira @ ralph.uezo@gmail.com e Laboratory of Radiopharmacy and Nanoradiopharmaceuticals, Zona Oeste State University,

Rua Helio de Almeida 75, Rio de Janeiro 21941906, Brazil
¢ 2016 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group



Downloaded by [Orta Dogu Teknik Universitesi] at 18:27 28 March 2016

2 (<) C CERQUEIRA-COUTINHO ET AL.

Production of PLA/PVA/MMT/trastuzumab nanoparticles

To formulate the nanoparticles, 50 mg of PLA was dissolved in
2mL of dichloromethane. Then, this solution was poured into
200 uL of a 0.1% aqueous solution of a PVA solution (agueous
phase 1), thereby forming a water/oil emulsion. This process
was carried out under stirring using a sonicator, and an ice
bath was used to prevent heating of the sample and inappro-
priate premature evaporation of the solvent. Two cycles of
sonication (45 W power) for 30s were used with a 10s interval
between them.

Subsequently, the formed emulsion was then re-emulsified
with 4mL of a 0.7% aqueous solution of PVA and 0.042% clay
(second aqueous phase), forming a water/oil/water emulsion.
This procedure was performed using two cycles of sonication
for 1min with a 10s-interval between them. The dichlorome-
thane was evaporated under reduced pressure at room tem-
perature on a rotary evaporator for 20min. Finally, the
nanoparticles were concentrated by ultracentrifugation at
20,000rpm at 25°C for 20min. The nanoparticles were
re-suspended in purified water and re-centrifuged twice more
in order to remove possible residues of the polymer, surfac-
tant, and organic solvent.

Labeling with Technetium-99m

Trastuzumab, Aptamer Anti-MUC1, and PLA/PVA/MMT trastu-
zumab (150 uL of each) were labeled with technetium-99m
{**™¢) in an 80pug/mL solution of stannous chloride (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) for 20 min at room temperature. This
mixture was then incubated with a solution of 3.7 MBq
(03mL #™Tc in sodium chloride 0.9%) for 10min at room
temperature.

The quality of labeling process of each single labeling was
confirmed by TLC (thin layer chromatography) using acetone
as mobile phase (Albernaz et al. 2014, Carvalho Patricio et al.
2013, Leite Diniz et al. 2010).

Induced animals - breast cancer model

Nine female Wistar rats, eight week-old and weighing
~250-300g were induced with breast cancer. The rats were
purchased from Zona Oeste State University (UEZO), Rio de
Janeiro, Brazil and the protocols were approved by the
Animal Experimentation Ethics Committee — UEZO (Protocol
no. 008/14). The animals were maintained under standard
conditions of light (12h light/12h dark cycle), humidity, tem-
perature, and were fed a standard diet and water ad libitum.

For induction of breast cancer, the animals received a sin-
gle subcutaneous injection of 25mg/kg DMBA in the breast
region (7,12-dimethyl benzo anthracene, Sigma Chemicals) in
vehicle (0.5 mL of sunflower oil and 0.5mL of saline). After 16
weeks, macroscopic and microscopic analyses were performed
for tumor confirmation (Di Pasqua et al. 2012, Di Pasqua et al.
2013).

Biodistribution of labeled compounds - pharmacokinetic
evaluation '

The biodistribution was evaluated in nine female Wistar rats.
Three different samples were prepared for injection into
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Table 1. Percentage of labeled PLA/PVA/
MMT trastuzumab observed over time,
after ascending chromatograms of **™Tc¢
compared with free pertechnetate

(Na™"Tc0; )

Time (h) Labeling (%)
0 99.4 + 0.4%
1 99.0 = 0.9%
2 98.9 + 0.8%
3 98.9 £1.2%
4 98.5 = 0.5%

Table 2. Percentage of labeled Aptamer
Anti-MUC1 observed over time, after
ascending chromatograms of *™Tc com-

pared with free pertechnetate
(Na**™Tc0; )

Time (h) Labeling (%)
0 98.8 = 0.4%
1 985+ 09%
2 97.9 + 0.8%
3 983 *£1.2%
4 98.5 = 0.5%

Table 3. Percentage of labeled trastuzu-
mab observed over time, after ascending
chromatograms of *™Tc compared with
free pertechnetate (Na*"TcO;)

Time (h) Labeling (%)
0 99.2 = 04%
1 98.7 * 0.9%
2 98.9 + 0.8%
3 973+ 1.2%
4 97.5 +0.5%

animals: PLA/PVA/MMT trastuzumab nanoparticles labeled
with **™Tc, Aptamer Anti-MUC1 labeled with 99mTc, and free
trastuzumab labeled with %*™Tc (control). Labeled samples
(1.2 MBq per 0.2 mL) were injected by retro-orbital via (Patricio
et al. 2015, Wasserman et al. 2014).

Animals were sacrificed after 120min and their organs
were removed and weighed. Radioactivity uptake was
assessed using a gamma counter. Results were expressed as
dose per organ (%ID/organ). The Institutional Review Board
and the Animal Ethics Committee of the Federal University of
Pernambuco (no. 23076.002362/2010-37) approved all studies
(Cerqueira-Coutinho et al. 2015, Pinto et al. 2014),

Results and discussion
Labeling process

All particles (PLA/PVA/MMT trastuzumab and Aptamer Anti-
MUCT) and the free trastuzumab were successfully labeled
(>90%) (Tables 1-3).

Induced animals - breast cancer model

After 16 weeks, a tumor was found in the breast region of
female rats with a cystic pattern, vascularized and fibrotic
(Figure 1A). These lesions were confirmed through the histo-
logical analysis, and they display atypical tumor cells rather
grouped with hyperchromasia separated by fibrovascular tissue.
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Figure 1. Morphological characteristics of rat mammary carcinoma lesions. (A) Macroscopic observation; (B) histological confirmation revealed by hematoxylin and
eosin coloration. Most of the lesions were well vascularized, cystic, and very fibrotic (circle). Histologically, observed area of invasive carcinoma with neoplastic struc-
tures with well-stained cells, spreading the mammary stroma and infiltrating the adjacent adipose tissue (arrowheads). The arrow points neoplastic tissue with the pres-

ence of squamous cells and keratin deposit. Magnification x200
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Figure 2. Biodistribution of aptamer anti-MUC1 labeled with *™Tc in induced
animal with breast cancer
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Figure 3. Biodistribution of PLA/PVA/MMT trastuzumab nanoparticles labelled
with ®™Tc in induced animal with breast cancer

We also observed neoplastic cells infiltrating the adjacent adi-
pose tissue with the presence of squamous cells and keratin
deposit (Rodriguez et al. 2012) (Figure 1B).

Biodistribution

The biodistribution assays were performed and the results are
expressed in Figures 2-4.

According to results of biodistribution, it is possible to
observe that the higher uptake was associated to the
nanoparticle (over the double of the uptake of the aptamer
Anti-MUC1 and the free monoclonal antibody, trastuzumab),
confirming that nanoparticles have better biodistribution and
biodirection than the free drug. It is also important to notice
that aptamer Anti-MUCt1 has higher affinity than the
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Figure 4. Biodistribution of free trastuzumab labelled with **™Tc in induced ani-
mals with breast cancer

monoclonal antibody, confirming that this class of drug
should be more studied, especially to breast cancer. All the
three formulations showed an excellent clearance and, subse-
quently, a low biological half-life of the remaining particles in
blood. The presence in blood and heart may be very mean-
ingful because it is normally related to affinity by blood pro-
teins (albumin mostly). In this case, all showed a good affinity.
Regarding the recognition by the immunological system, both
nanoparticle and aptamer showed the lower levels of recogni-
tion which is very desirable on drug delivery system, and cor-
roborates the findings in blood and heart (Carvalho Patricio
et al. 2013). The results are excellent for brain uptake, with
exception of the free drug. In most cases, only 0.6% of radio-
pharmaceutical crosses brain barriers, which is required for
imaging. In the case of free trastuzumab, 2% crossed the
brain barrier and reached the brain, which means that for
imaging or therapeutic radiopharmaceutical great areas of the
brain (mostly healthy) would receive unnecessary radiation
during the examination, which is not recommended. It is also
important to notice that although there are many vascular
endothelial growth factor (VEGF) receptors in intestine (small
and large) the uptake in this region was lower than the can-
cer region, confirming the over-expression of these ligands on
cancer state. Also the nanoparticle was more effective to drib-
ble those receptors than aptamers and free drug, confirming
that the drug delivery system (nanoparticle) may be better
than the conventional treatment.
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Conclusions

The results showed that nanoparticles presented a better bio-
distribution than free drugs as well as aptamers in breast can-
cer model, Also it is possible to think the use of the
nanoparticle as a drug delivery system of radiopharmaceuti-
cals for breast cancer imaging.
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Abstract

This study investigated the therapeutic potential of Euterpe oleracea extract (acai) on the
growth and survival of endometriotic lesions using an experimental model. Twenty female
Sprague-Dawley rats were randomized into two groups after the implantation and establish-
ment of autologous endometrium onto the peritoneum abdominal wall and treated with 200
mg'kg hydroaicoholic solution extract from acai stone or vehicle via gastric tube for 30 con-
secutive days. Body weight, lesion surface areas, histological and immunchistochemistry
analyses of vascular endothelial growth factor (VEGF), VEGF receptor-2 (VEGFR-2},
metalloproteinase-9 (MMP-9), cyciooxygenase-2 {(COX-2) and F4-80 were performed. Lev-
els of VEGF, VEGFR-2, MMP-3 and COX-2 mRNA were measured. Flow cytometry of F4-
80 was performed, and ELISA immunoassays measured prostaglandin Ez (PGEz), VEGF
and nitric oxide (NO) and concentrations. Macrophage cell line J774.G8 was treated with
10, 20, and 40 pg/mi of acal for 24, 48 and 72 h, and cell viability was measured using 3-
(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays. Acai treatment
significantly decreased the implant size, and histological examination indicated atrophy and
regression. A reduction in immunostaining and mRNA expression of VEGF, MMP-8 and
COX-2 was observed, and F4-80 was lower in the treated group than the control group. The
treated group also exhibited lower concentrations of PGE,, VEGF and NO compared to the
control group. Macrophages cells treated with 20 and 40 ug/mi of acai reduced cell viability
in about 50% after 24, 48 and 72 h. Qur resuits suggest that acai effectively suppressed the
establishment and growth of endometriotic lesions. and this agent is a promising novel phar-
macological therapeutic treatment for endometriosis.

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone.0168058 MNovember 18, 2016
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Introduction

Endometriosis is defined as the presence of functional endometrium outside the uterine cavity
that consists of proliferating functional endometrial glands and stroma [}]. It is an inflamma-
tory disease associated with chronic pelvic pain and infertility, and it results in a markedly
reduced quality of life [2]. The prevalence of the disease is in 5-10% of women of reproductive
age [3].

The exact pathogenic mechanisms of endometriosis are not known, but several studies
demonstrated that the development of a new vascular supply was essential for the establish-
ment and growth of endometriotic lesions [4-6]. Various lines of evidence indicate that
growth factors, including vascular endothelial growth factor (VEGF), cytokines and prosta-
glandins promote the development of endometriosis [7-9]. Notably, endometriotic lesions
exhibit increased cyclooxygenase-2 (COX-2) expression compared to eutopic endometrium
[10}. COX-2 and VEGF studies are associated with endometriosis and reinforce the hypothesis
that the angiogenesis process and inflammation are crucial to the pathophysiology of this dis-
ease [8,11,12].

The current treatment for endometriosis is medical and/or surgical. Hormone therapy is
the commonly used medical treatment, and it involves oral contraceptives, progestogens and
gonadotrapin-releasing hormone agonists, which induce a hypoestrogenic state [13]. How-
ever, these therapies can only be prescribed for a short time because of serious adverse effects,
such as pseudomenopause, massive hemorrhage and bone density loss. The disease recurs
within 3-5 years in 30-50% of women after surgical removal of endometriosis lesions [14].
Therefore, the search for additional strategies to effectively treat endometriosis is fundamental.

Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae), popularly known as “agai”, is an economically impor-
tant plant that is found widely in the Amazon region of Brazil. Chemical studies demonstrated
that acai exhibits a diverse composition of hydroxybenzoic acids, antioxidant polyphenolics,
flavan-3-ols, and anthocyanins, predominantly cyanidin 3-O-rutinoside and cyanidin 3-O-
glucuronide [ 15-19]. Aqai exhibits antioxidant, antinociceptive, anti-inflammatory and anti-
cancer activities because of its high level of phytochemicals [20-26]. Acai exhibits exceptional
activity against superoxides, inhibits reactive oxygen species (ROS) formation and may inhibit
COX-2 [27]. A significant antinociceptive effect of agai was observed in a spinal nerve ligation
model in rats, which suggests the possible development of a new analgesic drug [26]. Recently,
Marques ef al. conducted cytogenetic tests with three doses of agai in rat cells, and showed that
agai had no significant genotoxic effects in the analyzed cells [28].

Endometriosis is an inflammatory disease and agai extract may be an effective treatment
strategy. The present study investigated the pharmacological effects of agai on the establish-
ment and growth of endometriotic lesions using an experimental model. We used several
assays to investigate anti-inflammatory functions, including an activated macrophage study
and nitric oxide (NO) assay. We also investigated whether agal modulated the angiogenesis
process to better understand the mechanisms of action of the extract in the development of
endometriosis.

Materials and Methods
Preparation of acai extract

Agal fruits were obtained from the Amazon Bay (Belém do Pard, Para, Brazil), excicata number
29052 Museu Goeldi-Belém do Para, and these study has been authorized by Conselho Nacio-
nal de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico—CNPq (Authorization: 010564/2015-2).
We used in our study the hydroalcoholic solution extracted from agai stones, as previously
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described [22,23,26]. Briefly, 200 g of acai stone were boiled in 400 ml of distilled water for 10
min with mixed for 2 min. The decoction was cooled to room temperature and extracted by
addition of 400 ml of ethanol with shaking for 2 h. The hydroalcoholic extract was stored
(4°C) for 10 days and filtered through Whatman filter paper. Ethanol was evaporated under
low pressure at 55°C. The extract was lyophilized (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda Sio
Paulo) at temperatures from -30 to -40°C and under a vacuum of 200 mmHg, and frozen at
-20°C.

Experimental animal model

Animals were treated in accordance with protocols approved by the State University of
West Zone (UEZO) Institutional Animal Care and Use Committee (CEUA), protocol code
CEUA-UEZ0-002/2013, and all experiments were conducted in accordance with the ethical
guidelines from the CEUA and the NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals (http://oacu.od.nih.gov/regs/index.htm. 8th Edition; 2011).

Twenty female Sprague-Dawley rats (250-300 g) were used after reaching maturity at 8
weeks of age and were housed in polyethylene cages in the Bioterium of UEZO, and were kept
at a constant temperature (25°C) under a 12-h light/dark cycle with free access to food and
water.

With use of the method described by Vernon and Wilson [29], the animals were anesthe-
tized with intramuscular injection of ketamine and xylazine. The abdomen was opened
through a 3-cm midline incision to expose the uterus. One uterine horn was removed and the
segment was placed in phosphate-buffered saline at 37°C and split longitudinally, 5x5mm
pieces were sectioned and anchored with the endometrium side onto the peritoneum of
the ventral abdominal wall by nonadsorbable polypropylene sutures (6-0 Prolene, Ethicon,
Piscataway, NJ). Then, the abdomen was closed and the animals were allowed to recover from
anesthesia.

Animal Treatment

Two weeks after the initial implant, ventral midline laparotomy was performed to determine
the attachment and viability of endometrial explants. The animals were divided randomly into
two groups of each ten animals: acai group was treated with daily 200 mg/kg body weight, dis-
solved in saline, by gastric tube for 30 consecutive days, and control group received saline as
vehicle by gastric tube for 30 consecutive days. Body weight was measured every three day.
After treatment, the rats were euthanized by anesthesia overdose, the peritoneal fluid was col-
lected to flow cytometry, ELISA immunoassay and NO dosage, and the surface areas of the
explant (length x width) were evaluated using ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MN). Each sample was dissected and immediately divided into one piece that was
fixed in 10% buffered formalin and paraffin embedded for histologic and immunchistochemi-
cal studies, and another piece that was frozen in liquid nitrogen for RNA extraction.

Histology and Immunohistochemistry

Formalin-fixed tissues were paraffin-embedded and cut into 4-micrometers-thick sections.
Part of the sections were stained with Harris hematoxylin and eosin (HE), and examined
microscopically at 200x magnification for the presence of histological hallmarks of endometri-
osis, such as endometrial glands and stroma. The other paraffin-embedded tissue sections
were placed on silane-treated slides, and maintained at room temperature, as previously
described [30]. Sections were incubated with the following antibodies: monoclonal antibody
against VEGF SC-57496 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) at 1:100 dilution,
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monoclonal antibody against Flk-1 §C-6251 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) at
1:100 dilution, polyclonal antibody against metalloproteinase-9 (MMP-9) SC-6840 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) at 1:200 dilution, polyclonal antibody against COX-2
SC-1747 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) at 1:100 dilution, and monoclonal anti-
body against F4-80 macrophage antigen SC-26642 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) at 1:200 dilution. Incubations were carried out overnight and then revealed using LSAB2
Kit HRP, rat (Dako-Cytomation, Carpinteria, CA) with diaminobenzidine (3,3’-diaminoben-
zidine tablets; Sigma, St. Louis, MO) as the chromogen and counterstained with hematoxylin.
For each case, negative control slides consisted of sections incubated with antibody vehicle or
no immune rabbit or mouse serum.

Morphometric analysis

All tissues were examined by two blinded observers using a 400x magnification on light micro-
scope (Nikon, Tokyo, Japan) connected to a digital camera (Coolpix 990; Nikon). Ten fields of
an immunostained section (VEGF, VEGFR-2, MMP-9, COX-2 and F4-80) were chosen at ran-
dom and captured from each specimen. Quantification was assessed on captured highquality
images (2048 x 1536 pixels buffer) using the Image Pro Plus 4.5.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD). Data were stored in Adobe Photoshop, version 3.0, to enable uneven illumina-
tion and background color to be corrected. Histologic scores (H) for VEGF, VEGFR-2, MMP-
9, COX-2 and F4-80 were calculated using the formula H = ZPi, where [ is the intensity rang-
ing from 0 (negative cells) to 3 (deeply staining cells) and P is the percentage of staining cells
for each given i, with P values of 1, 2, 3, 4, and 5 indicating <15%, 15-50%, 50-85%, =>85%,
and 100% positive-staining cells, respectively. The staining result was expressed as

mean + standard deviations.

TagMan real-time reverse transcription-polymerase chain reaction

The m-RNA levels were quantified by TagMan real-time polymerase chain reaction. RNA
from endometriosis samples was isolated using the Trizol ' reagent according to the manufac-
turer’s instructions, and quantified by the Nanodrop™ spectrophotometer. Two micrograms
of total RNA was used as a template for cDNA synthesis, using the SuperScript II'"* reverse
transcriptase kit (Invitrogen™ ). TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems ™)
and a validated TagMan assay was purchased from Applied Biosystems, and were used to
quantify mouse VEGF (Mm01281449_m1), kinase insert domain receptor (KDR), gene which
encodes VEGFR-2 (Mm01222421_m1), MMP-9 (Mm004422991_m1) and PTGS, gene which
encodes COX-2 (Mm00478374_m1) expression levels, with glyceraldehvde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (Mm99999915_g1) as an endogenous control. Triplicate TagMan
PCR assays for each gene target were performed in cDNA samples. Real-time reactions were
conducted in a 7500 Real-Time thermocycler (Applied Biosystems"). The relative quantifica-
tion of the target genes was performed using the Delta-Delta Ct method.

ELISA Immunoassay

Peritoneal fluid was collected by rinsing the abdominal cavity with 10 mL of PBS and immedi-
ately centrifuged at 1500 rpm during 10 min. Supernatants were stored at -70"C until assayed
for VEGF and PGE, by use of an enzyme immunoassay kit (Boster Biological Technalogy,
Pleasanton, CA and Cayman Chemical, Ann Arbor, MI), according to manufacturer’s instruc-
tions. The concentrations were calculated from standard curves and all samples were assessed
in triplicate. The VEGF and PGE; measurement were performed by an automatic plate reader
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(Spectra Max; Molecular Devices, Sunnyvale, Calif) controlled by SoftMax software (Molecular
Devices).

Flow cytometry

Peritoneal fluid was obtained ex vivo from rat after the treatments by washing twice with PBS,
pH 7.2 containing 3% Fetal Bovine Serum (FBS) for flow cytometry analysis. For the control
group, the same procedure was conducted. The cells were incubated with Fc blocking (clone
2.4G2) for 10 min. Before, the cells were incubated with monoclonal antibody FITC anti-F/-
80 (BD Biosciences, USA). Samples were analyzed on a flow cytometer (FACSCalibur, BD Bio-
sciences, USA), 10,000 events were counted for each animal sample and the data was analyzed
using CellQuest (BD Biosciences, USA) and WinMDI 2.9 software packages.

Nitric oxide analysis

The production of NO was performed as described by Green ef al. [31]. Supernatants were
mixed in a ratio of 1:1 with the Griess reagent (1:1 volume 1% sulfanilamide in 5% phosphoric
acid in deionized water with an equal volume of 0.1% N- [1-naphthyl]-ethylenediamine in
deionized water). After 10 minutes, the mixture was read in an ELISA reader (540 nm) and
quantification of NO production was based on a sodium nitrite standard curve.

Cell Culture and viability assay

The mouse macrophage cell line J774.G8 were grown in plastic bottles in a RPMI 1640
medium (Sigma Chemical Company, St Louis, MO) supplemented with 10% fetal bovine
serum (GIBCO-Life Technologies, Rockville, MD), penicillin (100 U/mL), streptomycin

(100 pg/mL), glutamine (2 mM) and HEPES (15 mM; Biochrom AG) at 37°Cina humidified
atmosphere of 5% CO> (51 Fig).

When cultures formed a confluent, monolayer cells were scrapped, centrifuged and put to
adhere in 96 wells plate with RPMI at a density of 2 x 10" cell/ml. The cultured cells were
treated with 10, 20, and 40 ug/ml of the Agai extracts for 24, 48 and 72 h. The supernatant was
removed, and 10 y of 3-(4,5-dimeth-ylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
in RPMI medium was added to each well. Cells were incubated in a CO, chamber for 3 h with
protection from light. After the medium were aspirated, 100 p of dimethyl sulfoxide (DMSO)
was added to the cells to dissolve the formazan. The absorbance at 538 nm was measured with
a Spectra Max 190 spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Statistical analysis

Data are expressed as mean standard deviations (SD). Statistical comparisons between
treated group and control were performed with Student t-test. For VEGF, VEGFR-2, MMP-9,
COX-2 and F4-80 morphometric analysis, statistical calculations were carried out with use of
the Stat-Xact-5 software program (CYTEL Software Corporation, Cambridge, MA). The rela-
tive quantification of the target genes was carried out using Delta-Delta Ct method. Cell cul-
ture and viability assay experiments were performed in triplicate (n = 3) and the data were
expressed as mean * SD. The Student-Newman-Keuls test was used to assess the presence

of statistical differences between the groups when a statistically significant association was
described by ANOVA, The level of significance for significant difference between groups was
set at P <0.05 in all analyses.
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Fig 1. Morphological characteristics of rat peritoneal endometriotic lesions in control and acai treated groups. In the control group (A), the
lesions were cystic and vascularized and resembled human peritoneal endometriosis. In the agai group (B), a drastic reduction in the growth of the
lesions was visualized. Histologically, the control group (C) showed the presence of endometrial glands (#) and stroma cells (*), which confirmed the
viability of lesions. In the agai group (D), there was tissue atrophy and regression of lesions (—). Measurements of the lesion area demonstrated a
statistically significant difference between the groups (E).

doi:10.1371/journal.pone.0166059.9001

Results
Acai Suppresses Endometriosis Growth

The endometrial explants formed viable cystic and well-vascularized lesions after 15 days in all
20 animals (Fig 1A). The histopathological results revealed typical endometrial components,
such as glands and stroma, which confirmed the viability of the lesions (Fig 1C). The mainte-
nance and growth of the lesions were suppressed in the treated animals group, and an impor-
tant decrease in implant size was observed (Fig 1B). The histological analyses revealed atrophy
and regression of the lesion areas (Fig 1D). Measurements of the lesions area confirmed these
observations, which were significantly different between the two groups (Fig 1E). There was
no significant difference in weight over time between the treated agai group and the control
group (data not shown).

Acal Inhibits Angiogenesis in Experimental Endometriosis

The angiogenesis process was investigated using mRNA expression, immunostaining and
ELISA immunoassays based on MMP-9, VEGF and its receptor VEGFR-2 (S1 Table).
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Fig 2. Agai inhibits angiogenesis in experimental endometriosis. Expression of mMRNA encoding for VEGF (A), KDR (C) and MMP-8 (D)
assayed using RT-PCR. VEGF concentrations (B) were measured suing ELISA immunoassays in control endometriosis lesions and lesions treated
with agai. The levels of VEGF and MMP-9 mRNA transcripts and VEGF concentrations in the treated endometriotic lesions were significantly lower
than the levels in the control lesions.

doi:10.1371/journal.pone.0166059.9002

Quantitative real-time PCR demonstrated suppression of the levels of VEGF (Fig 2A) and
MMP-9 (Fig 2D) mRNA transcripts, and ELISA revealed a decrease in VEGF concentration
(Fig 2B) in the endometriotic lesions treated compared to the control group. However, KDR
MMP-9 immunoreactivity was detected in the lesions, predominantly in the stroma, around
the glands, and in the cytoplasm of endothelial cells in non-treated endometriosis. The distri-
bution of these three angiogenic markers decreased in endometriosis animals treated with agai
(Fig 3D, 3E and 3F) compared to the control group (Fig 3A, 3B and 3C). Histomorphometry
evaluations of VEGF, VEGFR-2 and MMP-9 confirmed the observation of significant
decreases (P = .0001) in these markers in endometriosis animals treated with agai (2.5 + 0.9,
2.8 £0.6 and 4.2 + 0.8, respectively) compared to the control group (22.1 + 1.1, 25.4 + 2.5 and
27.5 £ 2.4, respectively).
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Fig 3. Acai decreased angiogenesis markers immunodistribution in endometriosis. The immunoreactivity of VEGF, VEGFR-2 and MMP-9 was
detected predominantly in the stroma (#), primarily around the glands in untreated endometriosis (A, B, C). Treated endometriotic lesions (D, E, F)
exhibited a significant decrease in reaction intensity (—).

doi:10.1371/journal.pone.0166059.9003

Anti-inflammatory effect of agai on endometriotic lesions

The inflammatory profile of endometriotic lesions was analyzed using COX-2 mRNA expres-
sion, COX-2 immunostaining, and an ELISA immunoassay of prostaglandin 2 (PGE,) (52
Lable). The level of COX-2 mRNA transcripts (Fig 4A) and the intensity of the COX-2 reac-
tion (Fig 4C) were reduced in endometriotic lesions treated with acai compared to the

control group (Fig 4B). Histomorphometry evaluation of COX-2 was significantly smaller

(P =.0001) in endometriosis animals treated with acai (5.9 + 0.5) compared to the control
group (30.8 + 1.7). PGE, (Fig 4D) and NO (Fig 4E) concentrations were significantly higher in

the control group compared to the acai group, which demonstrated the anti-inflammatory
potential of the extract.

Acal decreased levels of macrophages

We analyzed the presence of F4/80-positive cells in the endometriotic lesions of both groups
because of the role of macrophages in angiogenesis and inflammation. We identified a
decrease in the number of macrophage-positive cells in treated endometriotic lesions (Fig 5B)
compared to the control group (Fig 5A). We analyzed the presence of these cells in endome-
triotic tissue using immunostaining of a macrophage activation marker to confirm these
observations. We observed an important decrease in the number of positive cells in the stroma
compartment in the treated group (Fig 51)) compared to the control group (Fig 5C). The histo-
logical scores of F4-80 immunostaining (S3 Table) confirmed these results (control, 49.3 + 2.1
versus agai 15.3 + 1.0, P = .0001). We also performed the viability assay using macrophage cell
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Fig 4. Anti-inflammatory effect of acai on endometriotic lesions. COX-2 mRNA transcripts in the control group were higher than the acai group
(A). COX-2 immunoreactivity was detected predominantly in the glandular epithelial cells (#) in the control group (B) compared to lesions treated with
ggg{' (C)APGEz levels (D) and NO production (E) wgrgh@ghg{ in the control group than in the acai group.

doi:10.1371/journal.pone.0166059.g004

line ]774.G8 treated with 10, 20 and 40 pg/ml of agai after 24, 48 and 72 h, and observed the
significantly decreased the viability of macrophages cells in all agai-treated, except treatment
with 10 pg/ml for 24 h (Fig 5D). Macrophages cells treated with 20 and 40 pg/ml of agai
reduced cell viability in about 50% after all times, reinforcing the hypotesis that the agai acts
directly in the macrophage decrease. In addition, we made hematological analyses and
observed a marked lymphocytosis in control animals compared to the agai group (S3 Table). A
recovery of leukocyte numbers to normal parameters was observed in the acai group compared
to the group of animals without endometriosis (data not shown).

Discussion

Endometriosis frequently produces serious effects on professional, social and marital life
because it is associated with infertility and severe and incapacitating painful symptoms, includ-
ing chronic pelvic pain, dysmenorrhea and dyspareunia [3,32]. Therefore, pharmacological
treatments for endometriosis maintain a hypoestrogenic environment and relieve pelvic pain,
but the side effects of these therapies limit their long-term use. Natural therapies were used
recently for the treatment of various inflammatory diseases, and these therapies may be an
effective treatment strategy for endometriosis [33,34].

Several studies demonstrated that acai possesses high levels of phytochemicals with antioxi-
dant, antinociceptive, anti-inflammatory, hypocholesterolemic, and anticancer activities
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Fig 5. Acai decreased levels of macrophages in vivoand in vitro. FACS analysis (A and B) of the
macrophage phenotype (FL1-H) revealed fewer macrophages in the treated group than the control group
population. F4-80 immunoreactivity (C and D) revealed that the higher number of positive macrophages in the
stroma, primarily around the glands in control endometriosis (#) was drastically reduced in acai treated
lesions (). Similarly, the MTT assay showed that the extract of agai caused significant reduction in
macrophage cell line viability after 24, 48 and 72 h of treatment (E). Values are mean * standard deviations,
and P = ANOVA test. *Significant difference compared to DMEM group and **significant difference
compared to agai 10 pg/mi group (Student-Newman-Keuls test, P < 0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0166059.g005

[20-26,35,36]. To our knowledge, this report is the first study to evaluate the anti-inflamma-
tory and antiangiogenic effects of aga in endometriotic implants. Notably, our study used the
hydro-alcoholic extracted from agaf stones because this extract was previously described to be
more active than the pulp extract [25,37].

An important decrease in the implant size was observed in the animals treated with acai,
and the histopathological findings revealed marked atrophy and lesion regression. Other phy-
tomedicines also suppressed endometriosis in a murine model. Ergenoglu ef al. used the natu-
ral polyphenol resveratrol and demonstrated a significant reduction in implant size and
considerable histological changes in endometrial foci at the end of the treatment period [38].
Another study examined the effects of a plant polyphenol extracted from the traditional Chi-
nese medicine turmeric, curcumin, on endometriosis. Curcumin treatment decreased the
ectopic endometrial glands and narrowed the lumen [39]. These studies support the potential
application of phytomedicines as endometriosis treatments.

Angiogenesis is pivotally important in the development of endometriosis [40,41], and anti-
angiogenic agents from different substance groups are discussed as possible candidates for a
new therapeutic approach [42-44]. Acaf treated animals in our study exhibited reduced VEGF
expression, which is the most prominent pro-angiogenic factor in endometriosis. Similar
results of reduced VEGF expression were reported in endometriosis models treated with a pro-
drug of green tea and epigallocatechin-3-gallate [45-45]. We also demonstrated that the acaf
extract decreased VEGFR-2 distribution. These results are important because the binding of
VEGEF to VEGFR-2 enhances endothelial cell migration, proliferation and the release of vari-
ous proteolytic enzymes [49].

Endometriosis is considered a benign disease, but it often presents characteristics of malig-
nancy [40,50]. Women with endometriosis also exhibit an increased risk of cancer, especially
ovarian cancer [50,51], which primarily occurs because both conditions require angiogenesis
for maintenance and growth [52]. Some studies demonstrated an anti-tumorigenic activity of
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acai in HL-60 leukemia cells and attenuation of colon carcinogenesis in rats [53,54]. Silva ef al.
demonstrated the anticancer activity of agai in different malignant cell lines [25]. These
authors concluded that the extract exhibited anti-tumorigenic potential in the human breast
cancer MCF-7 cells and reduced viability and morphological alterations [25]. These results
may be attributed to the rich content of polyphenols, anthocyanin and flavonoids in agai
because these substances possess anticancer activity [25,53,54].

The invasive properties of endometriotic tissue are also related to the increased proteolytic
activity and matrix remodeling. MMPs are essential for the degradation of the extracellular
matrix, which contributes to endometriosis development [55,56]. Our study demonstrated
that agai played an important role in reducing the MMP-9 levels in endometriotic lesions. Sim-
ilar studies using curcumin also demonstrated reduced MMP expression in the intrinsic apo-
ptotic pathway [57,58]. Some authors reported that the increase in ROS was a major factor that
increased MMP expression and activity [59,60]. Costa et al. demonstrated that agai treatment
downregulated MMPs in experimental hypertension, and suggested that this downregulation
was the result of the antioxidant activity of agai [35].

High levels of ROS are generated in endometriosis and induce cell damage and prolifera-
tion [61], which supports the important role of peritoneal macrophages in the secretion of
pro-inflammatory/proangiogenic cytokines [56,62]. Our findings demonstrated that the
presence of F4/80-positive macrophages and NO concentrations were higher in endometrio-
tic lesions and statistically reduced in animals treated with agai. These results support the
role of flavonoids as the major polyphenols in agai that exhibit large anti-oxidant activity
[19]. Several studies described the pivotal importance of macrophages in pathophysiology of
endometriosis [4,8,40,56] and we also demonstrated that agai decreased the viability of mac-
rophages line cells in vitro. Therefore, we suggest that acai decrease of macrophages hence
reduced ROS production and decreased the inflammatory and angiogenesis processes in
endometriotic lesions.

We also investigated COX-2 and PGE, signals to elucidate the mechanisms of action of agai
in the endometriosis inflammatory process. Several authors previously described that PGE,
induced VEGF and played an important role in the pathogenesis of endometriosis [56,63,64].
We observed reduced COX-2 and PGE; levels in animals treated with agai, and this result was
likely due to the high levels of anthocyanin in agai (65]. Notably, the suppression of COX-2
expression by agai may be a prerequisite for the effective control of endometriosis-related
pain. This hypothesis is supported by the significant and potent antinociceptive effect of this
extract in rodent models of acute and neuropathic pain [26].

Considerable evidence supports that a diet rich in polyphenols reduces the risk for
many pathological conditions, including cardiovascular disease and cancer [66]. However,
studies demonstrated an effect of fruits and vegetables on the risk of cancer, and many of
the tested extracts have genotoxic potential [67,68]. Ribeiro ef al. investigated the genotoxi-
city of agai in bone marrow, peripheral blood, liver and kidney cells of mice using the micro-
nuclei test and comet assay [69]. The results demonstrated that gavage administration of
acai was not genotoxic in mice, and its components may be exploited as a promoter of good
health [69].

Finally, based on the results of this study and the previous ones, we propose a mechanism
for the therapeutic effects of agai for endometriosis (Fig 6). Macrophages play a key role in
inflammatory and angiogenesis of endometriosis. We know that the macrophages are an
important source of VEGF and it is essential in the establishment and growth of endometriotic
lesion [4,40,70). High concentration of VEGF returns to activated macrophage and bind with
VEGEFR-2. This signaling upregulating the MMP-9 transcription induces the extracellular
matrix remodeling promoting the increase of the vascular density [71]. Moreover, the
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Fig 6. Agai signaling pathways in endometriosis. In the endometriotic microenvironment, the macrophages are essential to promote the
angiogenesis process and inflammation because it leads to increase the VEGF, iNOS and COX-2 genes expression. Agai acts in this pathway
and decreases the number of activated macrophages resulting in the reduction of the target genes expression, suppressing the maintenance
and growth of endometriotic lesion.

doi:10.1371/journal.pone.0166059.9006

activated macrophages synthesize high concentration of inducible nitric oxide synthase
(INOS) and generate NO [61]. On the other hand, this process increased the COX-2 and PGE2
levels to enhance the inflammatory process and angiogenesis [56,63,64]. Therefore, we propose
that acai decreases the number of activated macrophages resulting in the reduction of the tar-
get genes expression, such as VEGF, iNOS and COX-2 suppressing the maintenance and
growth of endometriotic lesion.

Conclusions

In conclusion, the results of this study demonstrated the antiangiogenic and anti-inflamma-
tory potential of agai, which produced morphological alterations in endometriotic lesions.
Agal may also modulate the progress of endometriosis and suppress the symptoms related to
pain, which supports the possible development of a novel and effective drug. The actual
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mechanisms of the beneficial effects of acai on endometriotic lesions are not completely under-
stood, but we are optimistic that these effects will be reproducible in clinical tests, and we will
continue our research of this extract.

Supporting Information

§1 Fig. Macrophage cell line. Morphology observations by phase-contrast microscopy of mac-
rophage cell line J774.G8 in plastic bottles cultivated in a RPMI 1640 medium (A and B).
(TIF)

$1 Table. Immunostaining and ELISA immunoassays based on MMP-9, VEGF and its
receptor VEGFR-2.
(XLS)

$2 Table. COX-2 immunostaining, and an ELISA immunoassay of PGE,.
(XLS)

$3 Table. F4-80 immunostaining, and hematological analyses.
(XLS)
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