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RESUMO 

 

Este trabalho avaliou o efeito do isoflavonoide natural triforilizina sobre o desenvolvimento do 

tumor ascítico de Ehrlich em camundongos. O modelo experimental de tumor ascítico de 

Ehrlich (taE) foi estabelecido pela injeção intraperitoneal de 5×106 células tumorais no 

peritônio de camundongo Swiss. Em seguida, o efeito do tratamento com triforilizina (TRIFO) 

in vivo, e também in vitro sobre células tumorais e macrófagos foi avaliado. Após 10 dias da 

inoculação do tumor as análises foram realizadas, e identificadas como o momento em que os 

animais com taE exibiram um acúmulo de líquido ascítico, culminando ainda com o aumento 

no número de células tumorais e aumento do número de leucócitos no sangue e na medula 

óssea. O perfil do ciclo celular avaliado por citometria de fluxo em células do fluido ascítico 

revelou um aumento de células na fase S do ciclo celular. Além disso, foi observado que estas 

células produzem elevados níveis de ROS. Em outro grupo de experimentos, do 5° ao 9° dia 

após a inoculação das células tumorais, os animais receberam uma injeção diária de TRIFO 

(22,4 µM/kg/dia), e após 24h do último tratamento observou-se que a TRIFO não alterou o peso 

dos animais, o volume da ascite, nem a área abdominal. No total de células peritoneais de 

animais com taE houve um aumento na contagem de células mononucleares, neutrófilos e 

também de células tumorais no fluido peritoneal, sem afetar a contagem de células no sangue 

ou medula óssea de animais com taE. Além disso, a TRIFO não modificou as fases do ciclo 

celular de células tumorais. Os níveis intracelulares de ROS em células da ascite foram 

reduzidos após tratamento com TRIFO. In vitro, as células tumorais expostas à TRIFO não 

alteraram os níveis basais de NO ou IL-8. Macrófagos tratados com TRIFO aumentaram a 

produção de NO, mas sem afetar a expressão de TNF-α, IL-6, IL-10 e Arg-1. Portanto, conclui-

se que o modelo experimental de taE em camundongos é exequível e reflete parâmetros macro 

e microscópicos associados à doença em humanos. Constatamos, pela primeira vez, que a 

TRIFO possui efeitos que favorecem a resposta inflamatória por induzir leucocitose no líquido 

ascítico ao mesmo tempo em que reduz a produção de ROS nestas células e aumenta a geração 

de NO em macrófagos. Tomados em conjunto, estes resultados indicam um potencial do 

isoflavonoide trifolirizina em atuar como modulador da função de células inflamatórias no 

ambiente tumoral.  

Palavras-chave: câncer; trifolirizina; tumor de Ehrlich; espécies reativas de oxigênio; 

leucócitos.  



 
 

ABSTRACT 

 

This work evaluated the effect of the natural isoflavonoid trifolirhizin on the development of 

Ehrlich ascitic tumor in mice. The experimental model of Ehrlich ascites tumor (taE) was 

established by intraperitoneal injection of 5×106 tumor cells into the peritoneum of Swiss mice. 

Then, the effect of treatment with trifolirhizin (TRIFO) in vivo, and also in vitro on tumor cells 

and macrophages was evaluated. After 10 days of tumor inoculation, the analyzes were 

performed, and identified as the moment when the animals with taE exhibited an accumulation 

of ascitic fluid, culminating in an increase in the number of tumor cells and an increase in the 

number of leukocytes in the blood and in the bone marrow. The cell cycle profile evaluated by 

flow cytometry in ascitic fluid cells revealed an increase in cells in the S phase of the cell cycle. 

Furthermore, these cells were observed to produce high levels of ROS. In another group of 

experiments, from the 5th to the 9th day after the inoculation of the tumor cells, the animals 

received a daily injection of TRIFO (22.4 µM/kg/day), and after 24h of the last treatment it was 

observed that the TRIFO did not change the weight of the animals, the volume of ascites, or the 

abdominal area. In the total of peritoneal cells of animals with taE there was an increase in the 

count of mononuclear cells, neutrophils and also of tumor cells in the peritoneal fluid, without 

affecting the count of cells in the blood or bone marrow of animals with taE. Furthermore, 

TRIFO did not modify the cell cycle phases of tumor cells. Intracellular levels of ROS in ascites 

cells were reduced after treatment with TRIFO. In vitro, tumor cells exposed to TRIFO did not 

change baseline levels of NO or IL-8. Macrophages treated with TRIFO increased NO 

production, but without affecting the expression of TNF-α, IL-6, IL-10 and Arg-1. Therefore, 

it is concluded that the experimental model of taE in mice is feasible and reflects macro and 

microscopic parameters associated with the disease in humans. We found, for the first time, that 

TRIFO has effects that favor the inflammatory response by inducing leukocytosis in the ascitic 

fluid at the same time that it reduces the production of ROS in these cells and increases the 

generation of NO in macrophages. Taken together, these results indicate a potential for the 

isoflavonoid trifolyrizine to act as a modulator of inflammatory cell function in the tumor 

environment. 

Keywords: cancer; trifolirhizin; Ehrlich's tumor; Reactive Oxigen Species; Leukocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer de mama permanece como a neoplasia mais comum entre as mulheres em todo 

o mundo. Com prevalência estimada em torno de 24% e com acesso ao tratamento ainda se 

mostra como um desafio, visto que a cada 4 casos diagnosticados apenas 1 avança para um 

tratamento satisfatório, o que mantém esta patologia como um sério problema de saúde pública 

mundial nos dias atuais. Segundo estimativas do Observatório Global do Câncer 

(GLOBOCAN), dos 185 países cadastrados em 2018 na Agência Internacional para Pesquisa 

sobre o Câncer, em 154 países (cerca de 83%) o câncer de mama se mostra como o tipo mais 

comum de lesão nas mulheres, sendo ainda a principal causa de morte (aproximadamente 15%) 

nesta população (GLOBOCAN, 2018). 

No Brasil, a prevalência do câncer de mama é de 29%, apresentando elevadas taxas de 

mortalidade e prevalência, quando comparado com outros tipos de cânceres, e com maior 

tendência de aumento em países não desenvolvidos e em desenvolvimento (INCA, 2018). 

Diversos fatores estão envolvidos na susceptibilidade ao carcinoma mamário, tais como uso 

prolongado de alguns anticoncepcionais e terapia de reposição hormonal, exposição à radiação 

ionizante, consumo de bebidas alcoólicas, dietas hipercalóricas, sedentarismo, e predisposição 

genética, como mutações nos genes BRCA1 e/ou BRCA2 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2017).  

A perspectiva de tratamento, com maior grau de eficiência, continua sendo a 

quimioterapia. O principal entrave é que a maioria dos fármacos utilizados atingem também as 

células não tumorais gerando toxicidade e comprometendo o quadro clínico do paciente 

(ZANDI, 2010). Neste aspecto, a busca utilizando ensaios in vitro e in vivo por compostos 

potencialmente úteis para o tratamento do câncer que sejam tóxicos para células tumorais e com 

baixos efeitos colaterais impulsiona as pesquisas a partir de fontes naturais, como plantas, 

fungos e organismos marinhos (MARY, 2012). 

Muitos conceitos aplicados à carcinogênese em humanos são resultados de estudos com 

camundongos, o que reforça a importância do uso de modelos animais de experimentação como 

uma etapa crucial para o entendimento sobre a carcinogênese, fisiopatologia e terapêutica do 

câncer (MATSUZAKI, 2004). Dentre os modelos animais que mimetizam o tumor mama, o 

tumor de Ehrlich, descrito inicialmente por Paul Ehrlich (1896) como sendo um 

adenocarcinoma mamário espontâneo em camundongo fêmea (EHRLICH, 1906), além de 

reproduzir os aspectos da doença em humanos, é um modelo muito utilizado devido ao seu 
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baixo custo e pela facilidade de padronização e de manipulação em diferentes linhagens de 

camundongos (SIGIURA, 1965). Esse tumor pode crescer na sua forma ascítica, quando as 

células são implantadas na cavidade intraperitoneal (LOEWENTHAL & JAHN, 1932), e 

também sua forma sólida quando as células são inoculadas no tecido subcutâneo ou por via 

intramuscular (GUERRA, 1983). Dessa forma, o tumor de Ehrlich permanece como um modelo 

animal de experimentação relevante para estudos de fase pré-clínica. 

Considerando a importância do modelo de experimentação animal para estudo do câncer 

aliado aos interesses do nosso grupo de pesquisa em atuação na Universidade Federal de 

Alagoas, que busca identificar e caracterizar os efeitos farmacológicos de compostos ativos de 

origem natural ou sintética com ação antitumoral, buscamos neste estudo realizar inicialmente 

a padronização de um modelo animal para o desenvolvimento do tumor ascítico de Ehrlich. 

Neste modelo experimental foram avaliados os potenciais efeitos do isoflavonóide natural 

trifolirizina tanto sobre o desenvolvimento do tumor ascítico in vivo, quanto das células 

tumorais obtidas do líquido ascítico de camundongos portadores do tumor de Ehrlich. A escolha 

deste isoflavonoide teve por base suas relevantes atividades farmacológicas incluindo ações 

anti-inflamatórias, antiproliferativas e antitumorais contra algumas linhagens tumorais em 

estudos prévios in vitro (JUCK et al., 2006). Porém, até o momento, mesmo com a descrição 

destes efeitos biológicos, não foram encontrados registros de estudos utilizando a trifolirizina 

para verificar seus potenciais efeitos antitumorais in vivo. 

Sabe-se que os efeitos de substâncias em estudos in vitro pode ser diferente do 

comportamento dessa substância em um organismo vivo. Apesar dos modelos in vitro serem de 

extrema importância nas pesquisas e que nos aproxima da realidade metabólica das células, é 

necessário investigar, sempre que possível, as atividades biológicas em modelos vivos para 

tentar recriar o ambiente fisiológico, e também para entender o processo patológico associado 

ao caso. Nesse contexto, o presente estudo objetivou, inicialmente, padronizar na Universidade 

Federal de Alagoas (UFAL) um modelo experimental de tumor de Ehrlich na sua forma ascítica 

em camundongos Swiss - uma vez que não há protocolos de modelos tumorais in vivo 

padronizados na Instituição, permitindo a avaliação de candidatos a agentes antitumorais - e 

avaliar os efeitos da trifolirizina sobre as células tumorais. Assim, o trabalho é de suma 

importância à UFAL.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Câncer 

 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde, câncer é o conjunto de doenças onde 

há o crescimento celular desordenado que, quando agrupadas, dão origem aos tumores que 

podem ser classificados como benignos ou malignos (OMS, 2020). Em termos clínicos, quando 

estas células possuem a capacidade de invadir tecidos e órgãos subjacentes ou migrar para 

outras regiões do corpo, são considerados malignos, enquanto os tumores benignos possuem 

um crescimento lento e limitado (KASSI et al., 2019). 

 Com base na Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), a incidência 

de novos casos de câncer deve aumentar cerca de 63% nos próximos 20 anos, principalmente 

em países emergentes. Em 2010, a OMS estimou que, no mundo, o custo anual total da doença 

foi de aproximadamente US$ 1,16 trilhão (WHO, 2018). No mundo, o câncer de mama é o tipo 

de câncer mais incidente entre mulheres, tanto que em 2018 ocorreram 2,1 milhões de novos 

casos, o que corresponde a 11,6% de todos os cânceres estimados no ano (BRAY et al., 2018). 

Os fatores de risco que estão associados ao desenvolvimento desse tipo de tumor incluem idade 

acima de 50 anos, fatores genéticos (mutações nos genes BRCA1 e BRCA2) e hereditários, 

menopausa tardia, obesidade, sedentarismo e exposição à radiação (BRAY et al., 2018; INCA, 

2020). No Brasil, a estimativa é que ocorra um aumento de 78% de novos casos e um aumento 

de 95% do número de mortes em 2040, o que repercutirá de forma negativa sobre a saúde e 

economia do país (GLOBOCAN, 2018). 

 O processo de formação de uma célula normal em célula tumoral geralmente é resultado 

de fatores genéticos e ambientais, ou da combinação destes. Este processo definido como 

carcinogênese ocorre a partir de mutações genéticas em células normais que levam a ativação 

de alvos gênicos denominados proto-oncogenes (genes que garantem funcionamento celular 

dentro dos limites da fisiologia) em oncogenes (genes que ao se tornarem ativos transformam 

células normais em neoplasias) (INCA, 2020). O processo de carcinogênese pode ser 

organizado em três fases distintas que são interligadas entre si, sendo chamadas de iniciação, 

promoção e progressão (INCA, 2020). A fase de iniciação é desencadeada por agentes que 

causam danos ao DNA. Uma vez estes danos ao DNA sendo irreversíveis, a célula mutante gera 

células filhas com mutações iniciais que levam a promoção tumoral, fenômeno típico da 

segunda fase da carcinogênese. Nesta etapa de promoção, havendo ação de agentes que levem 

a proliferação das células fora dos limites fisiológicos, as células avançam para a terceira fase 
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da carcinogênese com aspectos de expansão clonal das células iniciadas e malignidade (INCA, 

2020).  

 Dentre as características das células tumorais, a principal é seu crescimento/proliferação 

desordenada que está associada às alterações em diversas vias de sinalização intracelular, tais 

como fatores de crescimento, mecanismo de morte celular (apoptose) e formação de novos 

vasos sanguíneos (angiogênese). Todas estas alterações são capazes de interferir de forma direta 

e/ou indireta com a divisão das células, o que resulta em alterações no ciclo celular (RANG et 

al., 2012). Cabe destacar ainda que a diversidade genética e o processo inflamatório associados 

aos tumores são fatores capazes de favorecer o desenvolvimento das células neoplásicas por 

estimular a proliferação celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, as mutações 

podem originar células resistentes aos mecanismos intrínsecos de morte celular (OKADA; 

MAK, 2004; WARD, 2002). Como consequência das mutações, as células tumorais passam a 

apresentar características morfológicas peculiares que as distingue das células normais, que 

inclui núcleos volumosos e múltiplos, aumento da relação citoplasma-núcleo, perda da inibição 

por contato, modificação dos antígenos de superfície, dentre outros (ZÖRNIG et al., 2001).  

 Dentre os fatores responsáveis por contribuir para o surgimento das neoplasias estão os 

radicais livres. Os efeitos deletérios associados aos radicais livres só se tornaram conhecidos 

quando Denham Harman descreveu sua teoria sobre o envolvimento desses radicais em 

processos de envelhecimento, mutagênese e câncer em 1992 (HARMAN, 1992). Os radicais 

livres (principalmente as espécies reativas de oxigênio) são produtos do metabolismo 

mitocondrial das células eucarióticas, necessário para a produção de ATP (SOSA et al., 2013). 

Quando há um desequilíbrio envolvendo a produção e eliminação de radicais livres ocasionando 

um excesso de espécies reativas gera-se o estresse oxidativo (DURACKOVÁ, 2010). Sabe-se 

que o estresse oxidativo associado ao processo inflamatório pode resultar no desenvolvimento 

de um câncer, visto que danos significativos na estrutura e nas funções celulares podem ocorrer 

e induzir mutações e transformação neoplásica (FANG, SEKI e MAEDA, 2009). 

 Estudos já publicados sugerem que células tumorais apresentam um aumento intrínseco 

da produção basal de ROS devido ao seu metabolismo mitocondrial elevado para manter sua 

alta taxa de proliferação. Mas a produção de radicais livres não ocorre apenas nas mitocôndrias. 

Células inflamatórias como os neutrófilos e macrófagos produzem ROS com a finalidade de 

eliminar bactérias (SZATROWSKI e NATHAN, 1991). A relação entre câncer e inflamação 

foi sugerida por dados experimentais e epidemiológicos e teve sua confirmação por meio da 

eficácia de terapias anti-inflamatórias, que mostraram bons resultados tanto na prevenção 
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quanto no tratamento do câncer (GONDA, TU e WANG, 2009; GRIVENNIKOV, GRETEN e 

KARIN, 2010; GRIVENNIKOV e KARIN, 2010). 

  

2.2. Tratamento do câncer 

 

 Geralmente, uma terapia combinada é a melhor opção para a maior parte dos casos. 

Dentre os diferentes alvos terapêuticos, destacam-se os de controle do ciclo celular e da 

angiogênese e inibidores de ciclo-oxigenases e lipooxigenases (SINGH et al., 2018). 

Bleomicina, cisplatina e vincristina foram fármacos usados na quimioterapia no final da década 

de 1970, mas caíram em desuso por induzirem graves efeitos colaterais (MUKHERJEE, 2020). 

Dados publicados pela OMS sobre a incidência e mortalidade por câncer em 2012 indicaram 

que as terapias disponíveis à época não eram capazes de controlar completamente o câncer. A 

Sociedade Americana de Câncer em 2018 relatou que houve uma diminuição de 1,7% da 

mortalidade por câncer (SCHIRRMACHER, 2019), o que pode ser devido ao diagnóstico 

precoce e a melhoria da qualidade de vida da população com uma redução dos fatores de risco 

como tabagismo. 

 O desenvolvimento da terapêutica do câncer tem sido um desafio, dada as características 

distintas dos tumores e dos indivíduos. Outro fator importante é a quimiorresistência associada 

aos casos de insucesso terapêutico (VISSER E JONKERS, 2009). Diversos mecanismos são 

propostos para explicar possíveis vias envolvidas na resistência apresentada pelas células 

tumorais, como por exemplo a resistência à apoptose (que pode ser resultante do estresse 

oxidativo) e a superexpressão de proteínas transportadoras (como a glicoproteína P) de 

medicamentos (BORST, JONKERS e ROTTENBERG, 2007).  

Alternativas que visam minimizar esses efeitos adversos da quimioterapia tem sido 

amplamente estudada e incluem estratégias para aumentar a sensibilidade e seletividade dos 

medicamentos, além da busca por novas moléculas bioativas. Tendo em vista que muitos 

medicamentos utilizados para o tratamento do câncer, como doxorrubicina e paclitaxel, são 

derivados de moléculas isoladas de plantas e microorganismos, os produtos naturais apresentam 

um alto potencial para diferentes alvos biológicos. 
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2.3. Modelos experimentais no estudo do câncer 

 

 Os tratamentos disponíveis para os pacientes oncológicos contam com intervenções 

capazes de causar sérios efeitos colaterais que desencadeiam eventos de resistência ao agente 

usado no tratamento, ou ainda, são ineficazes em estender a vida do paciente. Seja qual for o 

caso, as projeções crescentes de incidência e prevalência do câncer na população também 

estimulam a busca por novos fármacos e condutas terapêuticas inovadoras para o tratamento 

desta patologia. 

 Modelos experimentais utilizando testes in vitro e in vivo são amplamente empregados 

para identificar candidatos a agentes antitumorais (BRUYÈRE e NOËL, 2010). Dentre os testes 

in vitro, a avaliação do potencial citotóxico utilizando técnicas colorimétricas, como o MTT, 

vem sendo difundido como uma das primeiras metodologias na seleção de agentes antitumorais. 

Isso se deve por ser uma técnica de fácil execução, barata, reprodutível, e que permite avaliar 

um grande número de substâncias simultaneamente (ROOMI et al., 2014). Entretanto, os 

modelos in vitro são limitados em refletir as condições no organismo impostas pela patologia. 

Por conta de toda complexidade do sistema vivo, algumas substâncias que exibem efeitos 

citotóxicos in vitro, não necessariamente mostram-se como bons agentes antitumorais 

(BAHCECIOGLU et al., 2020). Logo, modelos animais empregados no estudo do câncer tem 

desempenhado papel importante nas descobertas de fármacos antineoplásicos por permitir uma 

ampla análise como estudos sobre a farmacodinâmica e farmacocinética do candidato a agente 

antitumoral. 

 A utilização de camundongos nas pesquisas em câncer é favorecida pelo fato das 

linhagens serem padronizadas, possuírem características conhecidas e monitoradas após várias 

gerações, além de compartilharem certas similaridades genéticas e fisiológicas com os humanos 

(BALMAIN, 2001). Existem critérios capazes de sustentar o uso de um modelo tumoral murino 

na busca de agentes antitumorais, sendo eles: permitir a identificação da origem e progressão 

clonal do tumor, ter conhecimento da progressão tumoral, das características fisiopatológicas e 

histológicas do tumor de modo semelhantes à doença em humanos, possibilidade de estudar 

aspectos de invasão tecidual e o papel da resposta imunoinflamatória contra as células tumorais 

(JONG e MAINA, 2010). 

 Há vários modelos animais utilizados no estudo do câncer, todos buscam mimetizar os 

aspectos fisiopatológicos da doença em humanos, o que contribui para suas aplicações nos 

testes de eficácia de novas terapias anticâncer. Dentre os modelos animais amplamente 
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empregados nas análises pré-clínicas na busca de agentes anticâncer destacam-se os modelos 

transplantáveis como o tumor ascítico de Ehrlich e o Sarcoma 180. 

 

2.3.1 Tumor de Ehrlich 

 

Considerando as sérias implicações envolvidas no desenvolvimento do câncer, a 

necessidade de estudar novas moléculas com efeitos antitumorais para serem mais efetivas no 

tratamento e minimizar os efeitos deletérios associados ao câncer, a utilização de modelos 

experimentais é crucial. Nesse contexto, diversos tumores transplantáveis foram desenvolvidos 

na tentativa de se obter um modelo experimental que possibilitasse o estudo da tumorigênese, 

permitindo uma melhor compreensão da biologia tumoral, imunologia e sua fisiopatologia. 

Esses modelos fornecem informações sobre as características relacionadas ao crescimento 

neoplásico, mecanismos de disseminação e interação entre o tumor e seu hospedeiro (RIZZO, 

2000). Muito do que se tem conhecimento atualmente é devido aos estudos realizados em 

camundongos (RANGARAJAN E WEINBERG, 2003). Embora haja diferenças entre a 

fisiologia dos camundongos e humanos, o modelo animal é uma ferramenta para o 

entendimento de diversas patologias e para o teste de novos fármacos. 

Dentre os modelos tumorais, destaca-se o tumor de Ehrlich (tE) descrito inicialmente 

em 1896 como adenocarcinoma mamário espontâneo em camundongos por Paul Ehrlich de 

origem epitelial maligna (MATSUZAKI, 2004). Esse tumor pode se desenvolver na sua forma 

ascítica (taE) quando as células tumorais são inoculadas no camundongo pela via 

intraperitoneal, ou na forma sólida (tsE) por meio da inoculação pela via subcutânea ou 

intramuscular (DAGLI, GUERRA E SALDIVA, 1992). Pode-se afirmar que o tE é o modelo 

experimental mais utilizado, e uma das suas vantagens é o conhecimento prévio da quantidade 

de células e suas características iniciais, desenvolvimento rápido da neoplasia possibilitando 

um tempo restrito de estudo, fácil execução e baixo custo (SILVA, SANTOS E CASSALI, 

2006). Em relação ao seu crescimento, é menos agressivo e controlado pela concentração de 

células inoculadas. Desenvolve-se em cavidades serosas, como a pleural e abdominal, e em 

músculos, mas o crescimento em vísceras (como fígado) não foi observado (HOSSNE, 2002). 

Outra vantagem para a utilização do tumor de Ehrlich é o fato de que ele se desenvolve 

em qualquer linhagem de camundongo, o que pode ser associado ao fato da perda da expressão 

de moléculas de MHC (Complexo de Histocompatibilidade Principal), excluindo a principal 

função do linfócito T citotóxico durante o desenvolvimento tumoral. Na sua forma sólida, o 

tumor de Ehrlich apresenta, em sete dias, uma massa palpável e firme. Histologicamente, é 
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caracterizado por um estroma delicado e parênquima indiferenciado, células tumorais 

arredondadas e com as mesmas características morfológicas das células tumorais presentes no 

fluido ascítico (MATSUZAKI, 2004). Camundongos portadores do tsE mostraram uma maior 

tolerância à glicose e sensibilidade à insulina (VIOLATO et al., 2014). O tumor de Ehrlich na 

sua forma ascítica atinge sua maior taxa de proliferação em sete dias após o implante no 

peritônio e se caracteriza macroscopicamente pela formação de um fluido ascítico viscoso e de 

aspecto leitoso, por isso recebe o nome de ascite (DAGLI, GUERRA E SALDIVA, 1992). Após 

a inoculação intraperitoneal de células do tumor de Ehrlich em camundongos, o volume do 

fluido ascítico e o número de células tumorais aumentam com o tempo, o que leva ao 

agravamento da lesão e a morte dos animais. Esse aumento de volume do líquido ascítico gera 

uma pressão mecânica intraperitoneal que parece contribuir com a hemorragia local, que 

associada a liberação de substâncias tóxicas pelas células tumorais degeneradas contribui para 

a menor sobrevida dos animais em comparação a aqueles com desenvolvimento do tumor na 

forma sólida (HARTVEIT, 1962). 

Morfologicamente, as células do tumor de Ehrlich caracterizam-se por serem 

arredondadas, com citoplasma escasso, núcleo denso redondo ou ovóide, apresentando 

diâmetro cerca de 2 a 3 vezes maior que o das hemácias. A proliferação celular acelerada e 

agressividade, características desejáveis pela perspectiva experimental, decorre da não 

expressão de MHC classe II o que reflete na baixa imunogenicidade observada nesse tipo de 

tumor (CHEN e WATKINS, 1970). 

 

2.4 Produtos naturais e câncer 

 

 Estudos recentes reafirmam a relevância dos produtos naturais como fontes de 

metabólitos secundários candidatos a fármacos antitumorais. Estima-se que nas últimas décadas 

mais de 70% dos produtos anticâncer aprovados pelas agências reguladoras em todo mundo são 

derivados de fontes naturais, ou inspirados em moléculas obtidas da natureza, num mercado 

que movimenta cerca de 60 bilhões de dólares por ano. Como exemplo deste cenário pode ser 

mencionado os agentes vimblastina, vincristina, paclitaxel, dentre outros. 

Neste contexto, a pesquisa de novas substâncias oriundas de plantas medicinais ganha 

importante respaldo o que incentiva cada vez mais a pesquisa por medicamentos que possam 

contribuir no tratamento das enfermidades que acometem a população, em especial o câncer. 

Dentre os metabólitos secundários vegetais, as isoflavonas são os principais flavonóides 

presentes em leguminosas e com atividades estrogênicas e antiestrogênicas já conhecidas 



21 
 

 

(SAHIN et al., 2019). Sabe-se que, dentre os fatores de risco de desenvolvimento do câncer, 

estão o histórico reprodutivo e endócrino associado, principalmente, ao aumento de estrogênio 

(WHO, 2018; IARC, 2021). Logo, diversos estudos publicados apontam que isoflavonas 

possuem efeitos sobre o câncer, no que diz respeito à prevenção, controle e eliminação de 

células cancerígenas. 

A genisteína é um exemplo de isoflavonas presente na soja capaz de modular vias 

biológicas associadas ao estrogênio, inibindo o processo de angiogênese, inflamação e 

metástase (SAKAR, 2003), além de poder ser utilizada como coadjuvante no tratamento do 

câncer pelo seu sinergismo com quimioterápicos utilizados na prática clínica, como a 

doxorrubicina, docetaxel e tamoxifeno (SPAGNUOLO et al., 2015). Zhang e colaboradores 

(2013) demonstraram que isoflavonas atuam inibindo o crescimento celular em células de 

câncer de cólon humano através da parada do ciclo celular e ativação da apoptose. Dados da 

literatura também associam o consumo de alimentos ricos em isoflavonas com efeitos benéficos 

sobre cânceres de cólon, próstata e mama (GESCHER et al., 1998). 

Estudos in vitro e in vivo utilizando um modelo de sarcoma osteogênico (câncer ósseo 

primário) mostraram que camundongos portadores do tumor e tratados com a formononetina, 

uma isoflavona muito utilizada como estimulante biológico com grande potencial de uso na 

agricultura, apresentaram uma redução significativa da massa tumoral (WEI et al., 2019). Outro 

trabalho publicado na literatura mostrou que a isoflavona Biochanina A, quando testada em 

camundongos portadores do tumor sólido de Ehrlich, sinergiza o efeito anticâncer do 

quimioterápico 5-fluorouracila (MAHMOUD et al., 2022). Até o momento, não há dados na 

literatura que avalie o efeito do isoflavonóide trifolirizina no modelo tumoral de Ehrlich. 

 

2.5 Trifolirizina 

 

A família Fabaceae é a segunda maior família de plantas (cerca de 19.000 espécies 

catalogadas), onde mais de 490 espécies vegetais são utilizadas para fins terapêuticos já 

reportados pela medicina tradicional, bem como uma importante família vegetal fornecedora 

de componentes úteis para a indústria farmacêutica. Cerca de 31 espécies de 20 gêneros dessa 

família já foram descritas tanto na Farmacopéia Chinesa quanto na Japonesa (GAO et al., 2010). 

A trifolirizina (Figura 1), possui fórmula molecular C22H22O10 e peso molecular de 446,9 g/mol, 

é um pterocarpano pertencente aos isoflavonóides que foi identificada na espécie Sophora 

flavescens, espécie pertencente à família Fabaceae, em 1989 (ZHOU et al., 2009). Em estudos 

experimentais, os isoflavonóides são conhecidos por provocar efeitos benéficos no tratamento 
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de doenças crônicas como câncer, diabetes e osteoporose. Tais efeitos, decorrem de seus 

mecanismos de ação genômicos e não genômicos, dentro os quais são capazes de modular a 

expressão de proteínas que regulam o ciclo celular, bem como exercer funções antioxidantes 

(ESTEVES E MONTEIRO, 2001). 

 Investigações do efeito sobre o 

músculo liso revelaram que a trifolirizina 

mostrou-se capaz de inibir a contração do 

músculo liso induzida por acetilcolina 

independente de receptores adrenérgicos do 

tipo β2, indicando o potencial deste 

isoflavonoide no tratamento da asma 

(YANG et al., 2013). Estudos prévios 

reportaram ainda que a trifolirizina possui 

um potencial anti-inflamatório por inibir 

tanto a expressão de citocinas pró-

inflamatórias quanto a expressão de ciclo-oxigenase (COX-2) em macrófagos murinos 

(J774.A1) estimulados por lipopolissacarídeos (LPS).  

 Estudos anteriores descreveram que a trifolirizina obtida das raízes secas de Sophora 

flavescens apresentou atividade contra bactérias Helicobacter pylori, mostrando-se efetiva 

numa concentração equivalente a ampicilina (100 µg/mL). Agregando valor a este efeito 

antimicrobiano, a trifolirizina também foi capaz de reduzir a superprodução de ácido pela 

mucosa gástrica ao mesmo tempo em que eliminou radicais livres, resultados que, em conjunto, 

revelam o potencial da trifolirizina em atuar como agente anti-úlcera por proteger a mucosa 

gástrica (ESPINOSA, HINOJOSA E ROMERO, 2011). 

 A trifolirizina mostrou ainda um potencial antitumoral sobre células de leucemia 

promielótica humana (HL-60) por indução da apoptose (ARATANECHEMUGE et al., 2004). 

Devido aos seus efeitos inibitórios da ação da enzima tirosinase, envolvida na síntese de 

melanina por células de melanoma B16 cultivadas in vitro, este isoflavonoide tem sido apontado 

como um candidato a agente clareador da pele (HYUN et al., 2008; DONIDA et al., 2009), 

sendo esta enzima o alvo de alguns quimioterápicos. Adicionalmente, foi reportado ainda que 

a trifolirizina mostra-se capaz de inibir o crescimento de células tumorais humanas de pulmão 

(NCI-H23) e de ovário (A2780), indicando o potencial de trifolirizina em exibir atividade 

anticâncer (ZHOU et al., 2009). 

 

 

Figura 1 - Estrutura química da trifolirizina. 
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 Apesar de alguns estudos avaliando as diferentes atividades biológicas da trifolirizina 

in vitro terem sido realizados, poucas evidências em estudos in vivo foram publicadas. Até o 

presente dia, apenas um trabalho utilizando um modelo in vivo de xenoenxerto de câncer 

gástrico (MKN45) demonstrou que a trifolirizina inibiu de forma significativa a proliferação 

dessas células tumorais, sugerindo que essa inibição decorra da ativação das vias de sinalização 

EGFR-MAPK (LU et al., 2016). 

 Um dos maiores questionamentos quando se utiliza um modelo animal é sobre a 

farmacocinética e estabilidade do composto em questão. Em relação a trifolirizina, estudos 

utilizando métodos cromatográficos para o estudo farmacocinético demonstrou que a 

trifolirizina se mantém estável sob condições de armazenamento, sendo encontrada no plasma 

em concentrações constantes mesmo quando administrada por via oral (NI et al., 2015). Esse 

resultado é de suma importância pois permite a realização mais segura de novos estudos 

utilizando modelos experimentais in vivo, o que é imprescindível para o desenvolvimento de 

novos fármacos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da trifolirizina sobre a forma ascítica do tumor de Ehrlich em 

camundongos Swiss. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

⎯  Padronizar no Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde da UFAL o modelo ascítico 

de tumor de Ehrlich em camundongos; 

⎯  Caracterizar o efeito da trifolirizina nos animais portadores do tumor de Ehrlich, tendo 

como parâmetros principais: a presença de ascite, perfil de celularidade na cavidade 

peritoneal, sangue periférico e medula óssea; 

⎯  Avaliar a atividade da trifolirizina sobre a viabilidade, metabolismo oxidativo e ciclo 

celular de células obtidas do líquido ascítico de animais portadores do tumor de Ehrlich; 

⎯  Avaliar o efeito da trifolirizina sobre a diferenciação funcional e fenotípica de 

macrófagos através da expressão gênica de marcadores característicos dos perfis M1 e 

M2. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fêmeas, entre 8-12 

semanas de idade, pesando entre 28-32 g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal 

de Alagoas (Biocen – UFAL) e mantidos no Biotério Setorial do Laboratório de Biologia 

Celular do Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde (ICBS). Os animais foram mantidos em 

gaiolas (produzida em polipropileno) nas medidas (L×C×A) de 45×60×25 cm, em grupos de 6 

animais por caixa, temperatura de 21 ± 1 ºC, ciclo claro-escuro de 12-12 horas e com livre 

acesso à ração e água. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

Animal da UFAL (CEUA nº 01/2017). 

 

4.2 Reagentes e preparação da trifolirizina 

 

A trifolirizina (TRIFO) foi obtida de Wuhan ChemFaces Biochemical Co., Ltd. Todos 

os reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MQ, USA). A trifolirizina 

foi diluída em solução salina (20 mg/ mL) para administração nos animais, enquanto que seu 

uso em sistema de cultivo de células, a trifolirizina foi diluída em meio de cultura.  

 

4.3 Obtenção e manutenção do tumor de Ehrlich 

 

As células do tumor de Ehrlich utilizadas foram cedidas gentilmente pela professora Drª 

Ivone Antônia de Souza do Laboratório de Farmacologia e Cancerologia Experimental do 

Departamento de Antibióticos do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE, Recife-PE, Brasil). 

As células foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss fêmeas, sendo 

realizados repiques a cada 10 dias, nos quais uma alíquota de células (500 µL de 5×106 células) 

suspensas em solução tampão salina-fosfato estéril (PBS) + gentamicina (40 mg/Kg) foi 

transferida de um animal portador do tumor para um animal receptor (DAGLI, GUERRA e 

SALDIVA, 1992). O crescimento tumoral foi observado dentro de 4-6 dias após o transplante 

(CHAKRABORTY et al., 2007). Também foi utilizada cultura primária de células de Ehrlich 

obtidas de camundongos portadores do tumor ascítico no 10º dia de desenvolvimento tumoral. 

Estas células foram cultivadas em meio de cultura RPMI, suplementado com SBF a 10%, 
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penicilina/estreptomicina (1%), L-glutamina (2 mM) e mantidas em estufa por 1 hora antes de 

serem utilizadas. 

 

4.4 Linhagem celular 

 

Em outro conjunto de experimentos foram utilizados macrófagos murinos J774.A1 

obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), cultivadas em meio de cultura DMEM 

e suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina/estreptomicina (1%), L-

glutamina (2 mM) e mantidas em estufa a 37 ºC e 5% de CO2.  

 

4.5 Desenvolvimento do tumor ascítico de Ehrlich 

 

4.5.1 Indução e padronização do modelo  

 

Os animais doadores foram mantidos com a forma ascítica do tumor de Ehrlich por 10 

dias após a inoculação intraperitoneal. Após este tempo, os animais doadores foram 

eutanasiados por injeção intravenosa (i.v.) de tiopental (200 mg/kg). Em seguida, foi realizada 

assepsia da região abdominal utilizando álcool iodado (0,1%), sendo as células coletadas por 

punção visando a contagem e avaliação da viabilidade celular pelo teste de exclusão com azul 

de Tripan. A transferência das células tumorais de Ehrlich para um animal recebedor foi feita 

por meio de inoculação intraperitoneal (i.p.) com 5×106 células dispersas em 0,5 mL de PBS. 

O dia de inoculação de células do tumor de Ehrlich foi considerado como o dia zero (0) do 

estudo. Para os animais induzidos utilizados para o experimento, foi utilizado apenas 1 animal 

doador. 

Para a caracterização do perfil de crescimento do tumor ascítico de Ehrlich (taE), os 

animais foram avaliados ao longo de 5, 10, 15 e 20 dias após a inoculação (i.p.) das células de 

Ehrlich. Todos os animais foram previamente pesados e tiveram suas circunferências 

abdominais (cm) e volume de fluido ascítico (mL) medidos ao longo do seu respectivo tempo 

de análise. Ao longo do experimento foram realizadas observações macroscópicas como a 

ocorrência de morte, prurido, perda de apetite e alopecia. Cabe registrar que os animais foram 

anestesiados com isoflurano (1-3%) por via inalatória, visando a realização do registro 

fotográfico ao longo do tempo para acompanhar o crescimento do tumor. 
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4.6  Tratamento com trifolirizina in vivo 

 

Para a avaliar o efeito da trifolirizina sobre tumor ascítico de Ehrlich foram utilizados 

animais mantidos com tumor por 10 dias. A dose de TRIFO utilizada foi definida tendo como 

base um estudo anterior, onde o isoflavonóide foi testado em roedores em 10 mg/kg – o 

equivalente a 22,4 µM/kg (KONG-HAI et al., 2015). Como fármaco referência, foi utilizado 5-

fluorouracila (5-FU) na mesma dose de 10 mg/kg/dia (192,2 µM/kg/dia) 

(MOHAMED,  MOHAMED e FIKRY, 2003). Neste conjunto de experimentos, os animais 

foram divididos em 4 grupos experimentais com 5 animais (n = 5) por grupo, sendo eles: 

controle (animais que receberam apenas solução salina estéril - veículo, NaCl 0,9%); controle 

tumoral (animais com tumor ascítico de Ehrlich injetados com solução salina estéril); grupo 5-

FU (animais com tumor ascítico de Ehrlich tratados com 5-FU 192,2 µM/kg/dia, 

quimioterápico referência); grupo TRIFO (animais com tumor ascítico de Ehrlich tratados com 

trifolirizina - 22,4 µM/kg/dia). Os animais foram tratados diariamente entre os dias 5° e o 9° 

com uma (01) injeção ao dia de solução salina, 5-FU ou trifolirizina. As injeções foram feitas 

no mesmo horário e pelo mesmo pesquisador. Após 24h do último tratamento (no 10º dia), os 

animais foram eutanasiados sendo coletadas amostras de medula óssea, sangue periférico e 

fluido ascítico para o processamento e análises. Todos os tratamentos foram realizados via 

intraperitoneal (i.p.). 

 

4.7 Perfil das células do fluido ascítico de animais portadores do tumor de Ehrlich 

 

A obtenção do líquido ascítico dos animais com tumor de Ehrlich permitiu a contagem 

total e diferencial de células recuperadas por lavagem peritoneal nos dias 5, 10, 15 e 20 após a 

indução do tumor. Adicionalmente, nestes mesmos intervalos de tempo, foi realizada a coleta 

de amostras do sangue periférico e da medula óssea para acompanhamento das repercussões 

sistêmicas causadas pela condição patológica. Em outro conjunto experimental, animais 

portadores do tumor ascítico de Ehrlich tratados com trifolirizina também tiveram amostras do 

fluido ascítico, do sangue periférico e da medula óssea obtidos para análise após 10 dias da 

inoculação. 

O sangue periférico foi obtido por meio de punção da veia caudal, onde 3 µL foram 

coletados para contagem dos leucócitos totais utilizando o corante de Turk (diluição de 1:60), 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mohamed+MM&cauthor_id=14654158
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mohamed+MA&cauthor_id=14654158
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fikry+NM&cauthor_id=14654158
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em câmara de Neubauer. Para a contagem diferencial dos leucócitos, foram confeccionadas 

lâminas de esfregaço, coradas com kit panótico (Panótico Rápido – Laborclin). As amostras de 

medula óssea foram obtidas através do lavado do fêmur com 1 mL de solução anticoagulante 

(PBS 1X/EDTA 20 mM). O fluido peritoneal dos animais controle foi obtido por meio do 

lavado peritoneal com PBS 1X estéril. Já o fluido peritoneal dos animais com tumor de Ehrlich 

foram obtidos através da punção de todo o volume acumulado na cavidade peritoneal. A 

contagem total de células da medula óssea e do fluido ascítico foi realizada pelo método de 

exclusão com azul de Tripan em câmara de Neubauer em microscópio óptico Olympus CH30, 

com aumento final de 100X. Para a contagem diferencial das células, lâminas para análise 

microscópica foram confeccionadas por meio de citocentrifugado de amostras em 

citocentrífuga (Cytocentrifuge – CytoproTM 7620) a 350 rpm durante 5 minutos. 

Posteriormente, as células foram coradas com o kit panótico rápido (Panótico Rápido – 

Laborclin) e avaliadas em microscópio óptico Olympus CH30, com aumento final de 1000X 

(objetiva de imersão – neste caso foi utilizado óleo de imersão para a visualização), para análise 

de 100 células de cada citocentrifugado. 

 

4.8 Análise do ciclo celular  

 

A análise do ciclo celular das células obtidas do líquido ascítico induzidos pelo tumor 

de Ehrlich foi realizada utilizando o agente fluorescente iodeto de propídio. Este agente 

intercala-se ao DNA e permite por fluorescência quantificar diretamente a que fase do ciclo a 

célula se encontra. Para esta avaliação, seguiu-se o protocolo descrito por Nicoletti et al., (1991) 

com adaptações, onde 1×105 células do fluido ascítico foram fixadas com 200 µL de etanol 

90% (em PBS 1X) por 30 minutos a 18ºC. Decorrido esse tempo, as células foram centrifugadas 

e ressuspensas em 100 µL de solução de marcação contendo RNase (1 mg/mL), iodeto de 

propídio (1 mg/mL) e PBS (1X, q.s.p.), incubando-se por 30 minutos ao abrigo da luz. A leitura 

foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II TM (BD Biosciences) adquirindo-se 20.000 

eventos/amostra. Os dados foram apresentados em porcentagem. 

 

4.9 Análise de espécies reativas de oxigênio  

 

Para a quantificação das espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen Species, ROS) 

nas células obtidas do fluido ascítico, utilizou-se o método do 2’,7’-diacetato 
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diclorofluoresceína (H2DCFH-DA). Este agente ao permear na célula e na presença de ROS no 

ambiente intracelular, sofre oxidação à sua forma fluorescente DCF (2’,7’-diclorofluoresceína). 

Para a quantificação, as células (105) foram marcadas com H2DCFH-DA (5 µM/mL) em tubos 

de citometria por 15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado PBS (1X) para leitura 

em citômetro de fluxo FACSCanto II TM (BD Biosciences). 

 

4.10 Quantificação de óxido nítrico 

 

A produção de óxido nítrico (Nitric Oxide, NO) foi avaliada através do método indireto 

de Griess (GREEN et al., 1982), onde a concentração de nitrito presente no sobrenadante das 

amostras é mensurada. Para isto, 100 µL de sobrenadante de cada poço de células (J774.A1 ou 

taE) foram transferidos para uma placa de 96 poços. As células tumorais (5x106 células/poço) 

foram semeadas em placas de 12 poços e tratadas com 0,22 µM, 2,24 µM e 22,4 µM de 

trifolirizina por 24 horas. Após este intervalo de tempo, o sobrenadante das células foi coletado 

e centrifugado para quantificação do NO. 

Em outro conjunto experimental, as células J774.A1 (3x105 células/poço) foram 

semeadas em placas de 24 poços e tratadas com trifolirizina [22,4 µM]. Após 24 h de tratamento 

com trifolirizina as células tiveram o sobrenadante coletado para quantificação do NO. As 

concentrações de nitrito foram obtidas por meio de regressão linear a partir da curva padrão, 

utilizando diluições duplas seriadas. O reagente de Griess foi adicionado nas amostras e a 

absorbância foi calculada utilizando espectrofotômetro, com comprimento de onda de 540nm e 

os resultados expressos em µM (nitrito). 

 

4.11 Análise da morfologia de macrófagos tratados com trifolirizina 

 

Para avaliação qualitativa das alterações morfológicas das células J774.A1, as células 

foram fixadas com metanol PA (300 µL/poço), após 10 minutos, foi feita a coloração com 

cristal violeta a 2% por 2 minutos. Posteriormente, os poços foram lavados com PBS 1X e as   

microfotografias foram adquiridas utilizando o programa BSW com o microscópio óptico, 

(InfoWay Satellete Int (Nikon). 
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4.12 Análise da expressão gênica por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 

Para análise da expressão gênica, as células taE foram tratadas in vitro com trifolirizina 

nas concentrações de 0,22 µM, 2,24 µM e 22,4 µM por 24 horas. As células J774.A1, foram 

tratadas ou não com trifolirizina [22,4 µM] e estimuladas ou não com LPS [100 ng/mL] + IFN-

ɣ [30 ng/mL] ou IL-4 [100 ng/mL) por 24 horas. Após o tratamento, foi realizada a extração de 

RNA utilizando o Kit de Extração PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies), seguindo as 

recomendações do fabricante. O RNA extraído foi quantificado com auxílio do NanoDrop One, 

tratado com DNAse e, em seguida, foi realizada a síntese de DNA complementar (cDNA). O 

gene de referência utilizado foi o Mus musculus actin beta (Actb). A reação de PCRq foi 

realizada através do equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). 

 

Tabela 1 - Lista de genes-alvo utilizados. 

Gene-alvo (símbolo) Sequência Forward Sequência Reverse 

Tumoral necrosis 

factor alpha (Tnf-α) 
CCGATGGGTTGTACCTTGTC AGATAGCAAATCGGCTGACG 

Interleucina 6 (IL-6) AGCCAGAGTCCTTCAGAGAGA GGAAATTGGGGTAGGAAGGA 

Interleucina 8 (IL-8) CCATGGGTGAAGGCTACTGT CCGGTGGAAATTCCTTTTGT 

Interleucina 10 (IL-10) AGGACCAGCTGGACAACATA GAGAAATCGATGACAGCGCC 

Arginase (Arg-1) AGAAACAGAGTATGACGTGAG GACCGTGGGTTCTTCACAAT 

Mus musculus actin 

beta (Actb) 
GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA AGCCATGTACGTAGCCATCC 

Fonte: Autor, 2022. 

 

4.13 Análises estatísticas 

 

Os resultados estão representados como média e erro padrão da média (EPM) e foram 

avaliados estatisticamente através da análise de variância pelo teste One-Way ANOVA seguido 
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do teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls com um nível de significância 

selecionado para p < 0,05. As análises dos resultados de ciclo celular foram realizadas pelo teste 

de variância Two-Way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Bonferroni, com nível de 

significância selecionado para p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização do modelo experimental do tumor ascítico de Ehrlich 

 

A padronização do tumor ascítico de Ehrlich foi realizada a partir da injeção de 5×106 

células na cavidade peritoneal de camundongos Swiss fêmeas com idade entre 8-12 semanas. 

Todos os animais foram monitorados diariamente a fim de registrar qualquer alteração em seus 

hábitos e diminuir qualquer estresse externo. Ao longo desta etapa foram registrados os aspectos 

gerais dos animais, como peso, comportamento e volume do líquido ascítico. 

Uma das primeiras constatações de nosso estudo foi a identificação de que a idade do 

animal recebedor influencia diretamente no estabelecimento do tumor. Como demonstrado na 

Figura 2, animais recebedores mais velhos foram mais permissíveis para o desenvolvimento 

tumoral quando comparados a animais recebedores mais jovens. Animais recebedores com 

idade entre 8-10 semanas exibiram após 10 dias da inoculação do tumor duas vezes (2×) mais 

células tumorais no líquido ascítico quando comparado aos animais recebedores com idade 

entre 5-7 semanas. Este aumento no número de células tumorais no líquido ascítico foi 

incrementado para quatro vezes (4×) quando os animais recebedores tinham de 11-13 semanas 

de idade, e para cerca de sete vezes (7×) quando tinham entre 14-16 semanas, e para cerca de 

nove vezes (9×) quando tinham entre 17-20 semanas. 

Ao analisar o peso dos animais foi constatado que a perda de peso, de pelo, e a atrofia 

de órgãos e debilidade motora passou a ser significativa apenas nos animais com mais de 20 

dias de desenvolvimento tumoral. Todos os animais foram mantidos até o 30º dia após 

inoculação das células tumorais, pois nesse tempo foi observado uma diminuição significativa 

da movimentação e, consequentemente, alimentação dos animais e a presença de fluido ascítico 

hemorrágico.  
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Figura 2 - Quantidade de células totais a cada mL de  líquido ascítico tumoral após 10 dias de 

inoculação das células do tumor de Ehrlich. 
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) da quantidade de células totais presentes no líquido ascítico de 

animais portadores do tumor de Ehrlich após 10 dias da indução do tumor. 

 

Ao longo dos dias após a inoculação do tumor de Ehrlich (taE) foi observado uma 

evidente distensão na região abdominal dos animais, esta característica intensificou após 10 

dias da inoculação (Figura 3A e 3B). Ao observar a parede abdominal dos animais que 

receberam inoculação de células tumorais constatou-se um grande volume de líquido na 

cavidade peritoneal após 10 dias da inoculação (Figura 3C). Além do registro fotográfico foram 

realizadas medidas da área abdominal. Como observado na Figura 3D, animais inoculados com 

células do tumor de Ehrlich exibiram um aumento significativo na área abdominal a partir do 

10º dia, que se manteve elevado até o 20° dia após a indução. 
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Figura 3 – Aspectos macroscópicos da região abdominal de portadores do tumor ascítico de 

Ehrlich após inoculação de células tumorais. 

 

Em (A) estão os registros fotográficos dos animais com tumor ascítico de Ehrlich. Em (B) estão as imagens de 

raio-X representativas de animais controle e com tumor ascítico nos dias 10 e 30 após a injeção intraperitoneal de 

células tumorais. Em (C) estão os registros fotográficos da região abdominal expondo a parede abdominal de um 

animal controle (sem injeção de células tumorais) e de um animal com tumor ascítico de Ehrlich após 10 dias da 

inoculação. Em (D) está o gráfico representando as medidas abdominais dos animais do grupo controle e 

portadores do tumor ascítico de Ehrlich (taE) ao longo do tempo. As barras representam a média ± EPM (n = 5), 

sendo análise estatística realizada utilizando o teste de variância Two-Way ANOVA e pós teste de Bonferroni, 

com p<0,05, onde * p<0,05; ** p<0,01; e *** p<0,001 em comparação aos animais do grupo veículo no respectivo 

tempo de análise. 

 

A Figura 4 apresenta a evolução do acúmulo de líquido ascítico no peritônio dos animais 

com taE. Na Figura 4A, até o 5° após inoculação do tumor de Ehrlich não foi observada a 

presença de líquido ascítico no abdômen dos animais, sendo necessário a realização de lavado 

peritoneal com salina para a obtenção das células tumorais. Um significativo aumento no 

volume do líquido ascítico peritoneal foi observado no 10º, 15º e 20º dia após indução tumoral. 

O líquido ascítico de animais com taE apresentou após 10 dias da inoculação uma coloração 

amarelada e viscosa (característico do tumor de Ehrlich), enquanto o fluido obtido por lavagem 

dos animais controle apresentava apenas uma opacidade pela presença de células do lavado 

(Figura 4B). Apesar do grande volume de líquido ascítico tumoral, não houve diferenças 

significativas na média dos pesos dos animais portadores do tumor em comparação aos animais 

do grupo controle nos dias 0, 5 e 10 dias. Após o dia 15 da inoculação do tumor foi observada 
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uma discreta redução no peso dos animais em comparação aos animais controles que não 

apresentavam tumor (Figura 4C).  

Figura 4 – Avaliação do volume do líquido ascítico e do peso dos animais portadores do tumor 

ascítico de Ehrlich. 

 

Em (A) está o gráfico representando o volume do líquido ascítico recuperado do peritônio de animais veículo 

(injetados com salina e sem tumor) e de animais que foram inoculados com tumor ascítico de Ehrlich (taE) em 

diferentes tempos. Em (B) está representado o aspecto do líquido obtido por lavagem peritoneal de animais veículo 

e inoculados com tumor. Em (C) está o gráfico representando os pesos dos animais do grupo veículo e dos animais 

com tumor ascítico de Ehrlich (taE) nos diferentes dias após a inoculação. As barras representam a média ± EPM 

(n = 5) e análise estatística realizada utilizando o teste de variância Two-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, 

* p<0,05 e *** p<0,001 em relação ao respectivo tempo após inoculação.  
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5.1.1 Perfil de células do líquido ascítico de animais portadores do tumor de Ehrlich  

 

Após a realização da coleta de todo o líquido ascítico tumoral formado na cavidade 

peritoneal, as células totais foram coletadas para análise diferencial. Na Figura 5, pode-se 

observar os leucócitos (mononucleares – em sua maioria – e neutrófilos) presentes no lavado 

dos animais veículo e a morfologia apresentando volume variado das células tumorais de 

Ehrlich (taE) presentes no fluido ascítico. 

 

Figura 5 – Perfil morfológico das células obtidas do fluido ascítico de Ehrlich. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotomicrografias do citocentrifugado obtido do lavado peritoneal de animais sem tumor (veículo) e do fluido 

ascítico de camundongos Swiss fêmeas após 10 dias da inoculação do tumor. As setas em verde indicam leucócitos 

e as setas pretas indicam as células tumorais de Ehrlich. À esquerda: aumento de 400X; à direita: aumento de 

1000X. Coloração realizada com kit panótico rápido. 

 

A Figura 6 representa a contagem total e diferencial das células presentes no peritônio 

dos animais sem tumor (injetados apenas com veículo) e portadores do tumor de Ehrlich (taE). 

Na figura 6A, pode ser observado um aumento significativo na quantidade de células totais a 

partir do 5º dia de desenvolvimento tumoral, fenômeno que se manteve até o 20º dia pós-

inoculação. Cabe destacar que a partir do 10° pós-inoculação a porcentagem de células tumorais 

passou a representar mais de 98% das células presentes na cavidade peritoneal. A quantidade 

 

VEÍCULO 

taE 
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total de células presentes na cavidade peritoneal dos camundongos do grupo controle se 

manteve constante ao longo do tempo de análise como esperado. A contagem diferencial das 

células foi representada nas Figuras 6B e 6C. A Figura 6B representa o perfil diferencial de 

células obtidas por lavagem peritoneal de animais do grupo controle (injeção de veículo). Neste 

grupo experimental não foram observadas variações no número e perfil de células ao longo dos 

dias (de 0 a 20 dias). Ao avaliar o perfil das populações de células presentes na cavidade 

peritoneal dos animais com tumor de Ehrlich (Figura 6C), foi observado um aumento 

significativo no número de células tumorais (taE) a partir do 10º dia e um aumento da população 

de neutrófilos a partir do 15º dia. 

 

Figura 6 – Contagem de células totais e perfil das populações celulares na cavidade peritoneal 

de camundongos portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No gráfico (A) as barras representam a média ± EPM (n = 5) da quantidade de células totais obtidas do líquido 

ascítico por lavado peritoneal em animais dos grupos controle e portadores do tumor ascítico de Ehrlich (taE) no 

dia 0, 5, 10, 15 e 20 dias da indução do tumor. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância. 

Em (B) e (C) os gráficos representam a média ± EPM (n = 5) do perfil diferencial das células do peritônio de 

animais do grupo controle (B) e que recebeu tumor ascítico de Ehrlich (C) no dia 0, 5, 10, 15 e 20 dias da indução 

do tumor. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância Two-Way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni, com *** p<0,001 em comparação aos animais do grupo controle no respectivo tempo de análise, # 

p<0,05; ## p<0,01; e ### p<0,001 quando comparado ao respectivo tipo celular no tempo 0. 
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5.1.2 Perfil de células no sangue periférico e na medula óssea de animais portadores do 

tumor de Ehrlich 

 

Com o intuito de avaliar possíveis efeitos do tumor ascítico de Ehrlich sobre a 

diferenciação de células no sangue periférico e na medula óssea, amostras foram coletadas dos 

animais de todos os grupos experimentais para a contagem de leucócitos totais. Na Figura 7A 

pode ser observado um aumento gradativo no número de células totais no sangue periférico ao 

longo dos dias. No 5° dia após a inoculação houve um aumento no número de células totais de 

aproximadamente 1,5× na contagem total de células em comparação com os animais com taE 

do dia 0. No 10° dia houve um aumento de aproximadamente 4× na contagem total de células, 

perfil que se manteve também no 15° dia pós-inoculação. Já no 20° pós-inoculação, a contagem 

total de células elevou para valores em torno de 5× quando comparado com as contagens de 

células totais dos animais no dia 0. 

Ao ser avaliado o perfil diferencial das células dos animais do grupo veículo, notou-se 

que nas populações de leucócitos não houve variações numéricas ao longo das semanas (Figura 

7B). Já na contagem diferencial das células obtidas do líquido peritoneal de animais com taE, 

já no 5° pós-inoculação houve um aumento significativo no número de neutrófilos, contagem 

que aumentou ainda mais no tempo de 10 dias e manteve-se elevado até o 20° dia. As demais 

populações de leucócitos não foram impactadas com alterações em suas respectivas contagens.   
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Figura 7 – Contagem total e diferencial de leucócitos sanguíneos em camundongos portadores 

do tumor ascítico de Ehrlich.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em (A) as barras representam a média ± EPM (n = 5) da quantidade de leucócitos totais do sangue periférico dos 

animais dos grupos veículo e taE ao longo de 0, 5°, 10°, 15° e 20° dias da indução do tumor. As amostras foram 

obtidas por punção da veia caudal dos camundongos. (B) representa o perfil diferencial de células do sangue 

periférico dos animais veículo ao longo de 0, 5°, 10°, 15° e 20° dias pós indução do tumor. (C) representa o perfil 

diferencial de células de camundongos portadores do tumor ascítico de Ehrlich no dia 0, e após 5°, 10°, 15° e 20° 

dias da indução do tumor. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância Two-Way ANOVA e 

pós-teste de Bonferroni, com *** p<0,001 em comparação aos animais do grupo controle no respectivo tempo de 

análise, ### p<0,001 quando comparado ao respectivo tipo celular no tempo 0. 
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Figura 8 - Quantidade total e diferencial de leucócitos na medula óssea de camundongos 

portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em (A) as barras representam a média ± EPM (n=5) da quantidade total de leucócitos presentes na medula óssea 

dos animais dos grupos veículo e portadores do taE nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 após a indução do tumor. As células 

da medula óssea foram obtidas por lavado femoral. (B) representa o perfil diferencial de células da medula óssea 

de animais veículo ao longo de 0, 5°, 10°, 15° e 20° dias. (C) representa o perfil diferencial de células de 

camundongos portadores do tumor ascítico de Ehrlich no dia 0, e após 5°, 10°, 15° e 20° dias da indução do tumor. 

As amostras foram obtidas por meio do lavado do fêmur dos camundongos e a análise foi realizada utilizando o 

teste de variância Two-Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, com * p<0,05 e *** p<0,001 em comparação aos 

animais do grupo controle no respectivo tempo de análise, ### p<0,001 quando comparado ao respectivo tipo 

celular no tempo 0. 
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Ao ser analisada a quantidade de leucócitos totais presentes na medula óssea dos animais 

foi constatado um significativo aumento após o 10°, 15° e 20° dia no grupo taE quando 

comparado ao grupo veículo (Figura 8A). Nestes mesmos grupos experimentais, a contagem 

diferencial de células da medula revelou que nos animais do grupo controle não houve 

alterações numéricas nas populações de células mononucleares, neutrófilos e eosinófilos ao 

longo dos dias de análise (Figura 8B). Porém, a contagem diferencial das células da medula 

óssea nos animais com taE revelou um aumento significativo da população de neutrófilos no 

10º e 15º dia de desenvolvimento tumoral (Figura 8C). 

Considerando o conjunto dos resultados obtidos até o momento, foi possível constatar 

que no tempo de 10 dias após a inoculação do tumor ocorreram significativas mudanças nos 

parâmetros avaliados, portanto, o 10º dia pós inoculação foi escolhido como o momento para 

realização das etapas seguintes do estudo. Por conta desta decisão todos os ensaios seguintes 

foram realizados até o 10º dia de desenvolvimento tumoral.  

 

5.1.3 Análise do ciclo celular de células obtidas do fluido ascítico de Ehrlich 

 

Com o objetivo de analisar as fases do ciclo celular em que se encontravam as células 

no tempo de 10 dias pós-indução do tumor, o líquido ascítico foi recuperado a as células coradas 

com iodeto de propídio e avaliadas por citometria de fluxo. Conforme apresentado na Figura 9, 

as células obtidas dos animais do grupo controle exibiram um perfil basal de manutenção celular 

com uma discreta redução em células na fase S quando comparado às células na fase G1. Já as 

células tumorais exibiram um aumento significativo na fase S do ciclo celular em comparação 

às células obtidas de animais do grupo controle.  
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Figura 9 – Fases do ciclo celular em células obtidas do tumor ascítico de Ehrlich.  
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) das fases do ciclo celular de células obtidas do peritônio de animais 

dos grupos veículo (injetados com veículo, NaCl 0,9%) e portadores do tumor ascítico de Ehrlich (taE) após 10 

dias da indução do tumor. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância Two-Way ANOVA e 

pós teste de Bonferroni, com *** p<0,001. 

 

5.1.4 Quantificação das espécies reativas de oxigênio em células obtidas do líquido ascítico 

tumoral 

 

Como apresentado na Figura 10, as células peritoneais totais obtidas dos animais do 

grupo veículo, injetados com solução salina (NaCl 0,9%), exibiram níveis basais de produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) que não se modificaram ao longo dos dias de análise. 

Porém, as células obtidas de animais com taE exibiram um significativo aumento na geração 

de ROS já no 10° dia após indução do tumor, níveis que se mantiveram elevados no 15° dia e 

retornaram a valores semelhantes aos observados no 5° pós-inoculação do tumor.  
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Figura 10 – Espécies reativas de oxigênio intracelular de células do tumor ascítico de Ehrlich. 
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Gráfico representa a média ± EPM (n = 5) da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células obtidas 

do peritônio dos animais do grupo veículo e tumor ascítico de Ehrlich (taE) nos tempos de 5, 10, 15 e 20 dias da 

indução do tumor. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA e pós teste 

de Bonferroni, onde ** p<0,01 e *** p<0,001 em comparação aos animais do grupo controle no respectivo tempo 

de análise. 

 

5.2 Efeito da trifolirizina sobre o tumor ascítico de Ehrlich in vivo 

 

Uma vez estabelecido o modelo experimental, avançamos para avaliar os efeitos da 

trifolirizina (TRIFO) nas alterações induzidas pelo tumor ascítico de Ehrlich, realizando o 

tratamento por 5 dias com 22,4 µM/kg/dia. Conforme apresentado na Figura 11A, os animais 

com taE tratados com uma injeção diária de TRIFO do 5° ao 9° dia após inoculação não 

apresentaram alterações significativas no peso corpóreo quando comparado aos animais do 

grupo controle. Animais que receberam o fármaco referência (5-FU, 5-fluorouracil) também 

não exibiram alterações significativas no peso corpóreo. 

Ao avaliar o volume do líquido ascítico, notamos que animais com taE exibiram um 

significativo aumento no volume do líquido recuperado do peritônio, fenômeno que não foi 

alterado pelo tratamento com TRIFO. Já os animais tratados com o fármaco referência 5-FU 

exibiram uma drástica redução no volume do líquido ascítico nos animais com taE (Figura 

11B). 

Em paralelo a aferição do volume recuperado da cavidade peritoneal por lavagem 

realizamos também a medida da área abdominal nos animais. Como mostrado na Figura 11C, 

animais com taE apresentavam um significativo aumento na área abdominal quando comparado 

aos animais do grupo controle. Quando os animais portadores de taE foram tratados com TRIFO 
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nenhuma alteração significativa foi observada no aumento da área abdominal. Porém, ao ser 

avaliado a área abdominal nos animais portadores de taE e tratados com 5-FU, foi observado 

uma drástica redução no aumento da área abdominal.  
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Figura 11 – Efeito do tratamento com trifolirizina e 5-FU sobre o peso e volume ascítico dos 

animais portadores de tumor ascítico de Ehrlich. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± EPM (n = 5). As análises ocorreram 24 horas após o último tratamento. (A) 

apresenta o peso (gramas) dos animais no 10° pós-inoculação do taE. (B) apresenta o volume de líquido ascítico 

de animais do grupo veículo (sem tumor), veículo portadores de taE e de animais portadores de taE submetidos ao 

tratamento com 5-FU (119,2 µM/kg/dia) ou TIFO (22,4 µM/kg/dia) por 5 dias consecutivos. (C) representa a 

mensuração da área abdominal dos grupos veículo e portadores taE tratados por 5 dias com veículo (NaCl, 0,9%), 

5-FU (119,2 µM/kg/dia) ou trifolirizina (22,4 µM/kg/dia). A análise estatística foi realizada utilizando o teste de 

variância One-Way ANOVA e pós teste de Tukey, onde +++ p<0,001 comparado aos animais sem tumor ascítico 

de Ehrlich (controle) e *** p<0,001 comparado aos animais portadores de tumor ascítico de Ehrlich tratados com 

veículo. 

 

Ao ser avaliada a celularidade do líquido peritoneal dos animais, verificou-se nos 

animais que desenvolveram taE um aumento significativo no número de células totais em 

relação aos animais do grupo veículo. Quando os animais portadores do taE foram tratados com 

TRIFO não houve alteração significativa no aumento no número de células totais induzido pelo 

tumor na cavidade peritoneal. Porém, quando os animais portadores de taE receberam o 
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fármaco referência 5-FU foi observado uma redução significativa do número total de células 

presentes na cavidade peritoneal quando comparado aos animais com taE sem tratamento 

(Figura 12A). 

A contagem diferencial das células coletadas no líquido ascítico mostrou que a presença 

do taE induziu um aumento na contagem de células mononucleares, fenômeno que foi inibido 

de forma significativa pelo tratamento com TRIFO e também pelo fármaco referência 5-FU 

(Figura 12B). De forma semelhante às células mononucleares, o taE induziu um aumento 

significativo na contagem de neutrófilos no líquido ascítico peritoneal. Porém, o tratamento 

com TRIFO elevou de forma significativa a quantidade de neutrófilos presentes no fluido 

ascítico de animais com taE. O tratamento com 5-FU não interferiu com o aumento de 

neutrófilos induzido pelo taE (Figura 12C). Ao ser realizada a contagem de células tumorais no 

líquido ascítico, como esperado, animais que desenvolveram o taE exibiram um elevado 

número de células tumorais no peritônio. O tratamento com TRIFO não foi capaz de interferir 

com este aumento na contagem de células tumorais, porém, o tratamento com 5-FU reduziu de 

forma significativa a contagem de células tumorais no fluido ascítico (Figura 12D).  
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Figura 12 – Avaliação da celularidade presente no líquido ascítico dos animais portadores do 

tumor ascítico de Ehrlich (taE) tratados com trifolirizina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± EPM (n = 5). As análises ocorreram 24 horas após o último tratamento. (A) 

representa a quantidade de células totais do líquido ascítico coletado do peritônio dos animais, (B) a contagem de 

células mononucleares, (C) neutrófilos, e (D) células tumorais. Animais portadores de taE foram tratados por 5 

dias consecutivos com veículo (NaCl, 0,9%), 5-FU (119,2 µM/kg/dia) ou trifolirizina (22,4 µM/kg/dia). A análise 

estatística foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA e pós teste de Newman Keuls, com 

p<0,05, onde * p<0,05; *** p<0,001 comparado aos animais portadores de taE tratados com veículo; e +++ 

p<0,001 comparado aos animais sem taE (veículo).  

 

A Figura 13 exibe o perfil de celularidade do líquido ascítico nos diferentes grupos 

experimentais após o tratamento com TRIFO e 5-FU. Nos animais com taE tratados com 

veículo (NaCl, 0,9%) pode ser observado células tumorais com morfologia característica, tais 

como células arredondadas e grandes, presença de alguns vacúolos citoplasmáticos, citoplasma 

escasso e núcleo volumoso. O tratamento com TRIFO causou um aumento no número de 

leucócitos no fluido ascítico, sem afetar o grande número de células tumorais que se mostraram 

ainda presentes no lavado peritoneal. Já nos animais tratados com 5-FU foi observado uma 

drástica alteração na morfologia das células, em particular identificado pela diminuição do 

tamanho das células tumorais.  

 

 

A) B) 

C) D) 
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Figura 13 – Células presentes no fluido ascítico tumoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagens representativas do citocentrifugado do fluido ascítico coletado de camundongos portadores do taE após 

10 dias da indução do tumor. Veículo: animais não portadores do tumor; taE: animais portadores do tumor ascítico 

de Ehrlich sem tratamento; 5-FU: animais portadores do taE tratados por 5 dias com 119,2 µM/kg/dia de 5-

fluorouracila, e TRIFO: animais portadores do taE tratados por 5 dias com 22,4 µM/kg/dia com trifolirizina. 

Aumento de 400x. Coloração realizada com kit panótico rápido. 

 

5.2.1 Efeito do tratamento com trifolirizina sobre as células do sangue periférico e medula 

óssea de animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich  

 

Como apresentado na Figura 14A, animais portadores do taE exibiram um aumento 

significativo nas contagens de leucócitos sanguíneos quando comparados aos animais do grupo 

controle (tratados apenas com veículo). Animais portadores de taE que foram submetidos ao 

tratamento com TRIFO apresentaram um aumento ainda maior no número de leucócitos totais 

no sangue periférico. Já os animais com taE tratados com o quimioterápico de referência, 5-FU, 

mostraram uma redução significativa no número de leucócitos totais no sangue periférico em 

comparação com os animais portadores de taE sem tratamento. 

Ao ser analisado o perfil diferencial dos leucócitos foi observado que o taE induziu no 

sangue um aumento significativo na contagem de monócitos (Figura 14B), um discreto 

aumento, porém significativo, no número de linfócitos (Figura 14C), e um intenso aumento na 

quantidade de neutrófilos circulantes (Figura 14D). O tratamento de animais com taE com 

 

VEÍCULO taE 

5-FU TRIFO 
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TRIFO não interferiu de forma significativa com o aumento nas contagens de monócitos 

(Figura 14B) nem nas contagens de linfócitos (Figura 14C). Porém, o tratamento com TRIFO 

causou um aumento ainda maior nas contagens de neutrófilos nos animais portadores de taE 

(Figura 14D). Já os animais com taE tratados com 5-FU exibiram no sangue periférico uma 

significativa redução nas contagens de linfócitos (Figura 14C) e neutrófilos (Figura 14D). 

Apenas o número de monócitos não foi afetado de forma significativa pelo tratamento com 5-

FU (Figura 14B).  

  

Figura 14 – Contagem total e diferencial de leucócitos obtidos do sangue periférico dos animais 

portadores do taE tratados com trifolirizina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± EPM (n =5) das contagens de células no sangue periférico de animais com taE e 

seus controles. (A) representa quantidade de leucócitos totais no sangue periférico, (B) a quantidade de monócitos, 

(C) a quantidade de linfócitos, e D) a quantidade de neutrófilos. Grupo veículo refere-se a animais tratados com 

NaCl 0,9% portadores ou não de taE. Animais portadores de taE foram tratados por 5 dias com 119,2 µM/kg/dia 

de 5-fluorouracila (5-FU) ou trifolirizina (TRIFO). A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância 

One-Way ANOVA e pós teste de Newman Keuls, com + p<0,05 e +++ p<0,001 comparado aos animais sem taE 

tratados com veículo (NaCl, 0,9%), ** p<0,01 e *** p<0,001 comparado aos animais portadores de taE tratados 

com veículo.  
 

 

A) B) 

C) D) 
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Como apresentado na Figura 15A, animais portadores do taE exibiram um aumento 

significativo nas contagens de células totais na medula óssea quando comparados aos animais 

do grupo controle (sem taE). O tratamento de animais portadores de taE com TRIFO ou 5-FU 

não afetou o aumento significativo nas contagens de células totais presentes na medula óssea 

(Figura 15A). Ao ser analisado o perfil diferencial de células na medula óssea observamos que 

o taE induziu um aumento, não significativo, nas células mononucleares (Figura 15B) e um 

intenso aumento na quantidade de neutrófilos (Figura 15C). O tratamento de animais com taE 

com TRIFO não interferiu de forma significativa com o aumento na contagem de células 

mononucleares (Figura 15B) nem com a contagem de neutrófilos (Figura 15C). Porém, apenas 

a população de células mononucleares se mostrou sensível ao tratamento com 5-FU (Figura 

15B).   

 

Figura 15 - Contagem total e diferencial de leucócitos obtidos da medula óssea dos animais 

portadores do tumor ascítico de Ehrlich (taE) tratados com trifolirizina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± EPM (n = 5) da quantidade de células presentes na medula óssea. (A) representa 

a quantidade total de células, (B) a quantidade de células mononucleares, e (C) a quantidade de neutrófilos. Grupo 

veículo refere-se a animais tratados com NaCl 0,9% portadores ou não de taE. Animais portadores de taE foram 

tratados por 5 dias com 119,2 µM/kg/dia de 5-fluorouracila (5-FU) ou trifolirizina (TRIFO). A análise estatística 

foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA e pós teste de Newman Keuls, com +++ p<0,001 

comparado aos animais sem taE tratados com veículo (NaCl, 0,9%), * p<0,05 comparado aos animais portadores 

de taE tratados com veículo.  

 

A) 

B) C) 
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5.2.2 Análise do ciclo celular de células do tumor de Ehrlich obtidas de animais tratados 

com trifolirizina 

 

Com o propósito de avaliar os efeitos do tratamento com trifolirizina sobre a divisão das 

células, foi avaliado o perfil do ciclo celular das células presentes no líquido ascítico por 

citometria de fluxo utilizando o agente fluorescente iodeto de propídeo (PI). Na Figura 16, 

podemos observar que animais do grupo controle, sem taE tratados com NaCl 0,9% (veículo), 

exibiram células com um perfil celular típico, com uma discreta redução de células na fase S. 

Já as células obtidas do líquido ascítico de animais com taE observamos um significativo 

aumento de células na fase S do ciclo celular. O tratamento dos animais portadores de taE com 

TRIFO não interferiu de forma significativa com o perfil de células nas fases do ciclo celular. 

Porém, observou-se uma evidente mudança no comportamento de células que estavam na fase 

S do ciclo. Como esperado, os animais tratados com 5-FU exibiram uma significativa redução 

nas células em todas as fases do ciclo celular.  

 

Figura 16 – Ciclo celular das células do tumor ascítico de Ehrlich tratadas com trifolirizina. 
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) da distribuição das células nas fases do ciclo celular. As células 

foram obtidas do líquido peritoneal de animais portadores ou não de taE, e submetidos ao tratamento por 5 dias 

com 119,2 µM/kg/dia de 5-fluorouracila (5-FU) ou 22,4 µM/kg/dia com trifolirizina (TRIFO). Análise estatística 

foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA e pós teste de Newman Keuls, com * p<0,05; *** 

p<0,001. 
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5.2.3 Quantificação das espécies reativas de oxigênio (ROS) em células obtidas do líquido 

ascítico tumoral de animais com taE 

 

Conforme apresentado na Figura 17, as células totais recuperadas do fluido ascítico de 

animais com taE exibiram elevados níveis intracelulares de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

no tempo de 10 dias pós inoculação, fenômeno que foi completamente revertido pelo tratamento 

dos animais com TRIFO durante 5 dias consecutivos. Já as células obtidas de animais 

portadores taE tratados com 5-FU não exibiram alterações significativas nos elevados níveis 

intracelulares de ROS.  

 

Figura 17 – Espécies reativas de oxigênio intracelular de células do tumor ascítico de Ehrlich 

tratadas com trifolirizina. 
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) referente a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

intracelular em células do peritônio de animais portadores de taE. As células foram obtidas do líquido peritoneal 

de animais portadores ou não de taE que foram submetidos ao tratamento por 5 dias com 119,2 µM/kg/dia de 5-

fluorouracila (5-FU) ou 22,4 µM/kg/dia com trifolirizina (TRIFO). A análise estatística foi realizada utilizando o 

teste de variância One-Way ANOVA e pós teste de Newman Keuls, com ++ p<0,01 comparado aos animais sem 

taE tratados com veículo (NaCl, 0,9%), * p<0,01 comparado aos animais portadores de taE tratados com veículo. 
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5.3 Efeito in vitro da trifolirizina sobre as células do taE  

 

5.3.1 Efeito da trifolirizina sobre a produção de óxido nítrico 

 

A partir do resultado anterior demonstrando que células peritoneais obtidas de animais 

com taE tratados com TRIFO exibem uma menor produção de NO, seguimos para avaliar o 

efeito direto da TRIFO sobre a produção de NO por células tumorais in vitro. A Figura 18 

apresenta a produção espontânea de óxido nítrico por células obtidas do líquido ascítico de 

animais com taE sob tratamento com TRIFO. Após 24h de exposição à TRIFO, o sobrenadante 

foi recuperado para quantificação da geração de NO pela técnica de Griess. Como apresentado 

na Figura 18, as células totais do peritônio de animais com taE produzem de modo espontâneo 

NO. Porém, esta produção não se mostrou sensível ao tratamento com TRIFO, uma vez que 

nenhuma das concentrações utilizadas de TRIFO (0,22 µM, 2,24 µM e 22,4 µM) causou 

alterações significativas na geração espontânea de NO. 

 

Figura 18 – Efeito da trifolirizina sobre a produção de NO em células do taE. 
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) referente a produção de óxido nítrico in vitro por células taE após 

o tratamento por 24 horas com trifolirizina (TRIFO). A análise estatística foi realizada utilizando o teste de 

variância One-Way ANOVA. 
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5.3.2 Efeito da trifolirizina sobre a expressão de mRNA para IL-8 em células do taE 

 

A expressão de mRNA para IL-8 em células tumorais obtidas do líquido ascítico de 

animais com taE foi apresentada na Figura 19. Conforme apresentado na figura, a exposição de 

células tumorais à TRIFO não alterou de forma significativa a expressão basal de mRNA para 

IL-8 após 24 h de tratamento.  

 

Figura 19 – Efeito da trifolirizina sobre a expressão gênica de mRNA para IL-8. 
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Os pontos representam a média ± EPM (n = 5) referente a expressão gênica de mRNA para IL-8 avaliada por 

qPCR. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA. 

 

5.4 Efeito da trifolirizina sobre o perfil funcional de macrófagos in vitro 

 

5.4.1 Efeito da trifolirizina sobre a produção in vitro de NO por macrófagos 

 

A Figura 20 apresenta a geração de óxido nítrico (NO), representado pela produção de 

nitrito em macrófagos da linhagem J774.A1 in vitro. O tratamento com todas as concentrações 

testadas de TRIFO (0,22; 2,24 e 22,4 µM) induziu um aumento significativo na produção basal 

de NO após 24 h.  
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Figura 20 – Efeito da trifolirizina sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos in vitro. 
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As barras representam a média ± EPM (n = 5) da produção de óxido nítrico in vitro por macrófagos murinos 

J774.A1 após o tratamento por 24 horas com trifolirizina (TRIFO). O gráfico representa a quantidade de NO 

produzido por macrófagos. A análise estatística foi realizada utilizando o teste de variância One-Way ANOVA e 

pós teste de Newman Keuls, com * p<0,01, *** p<0,001 comparado aos animais sem taE tratados com veículo 

(NaCl, 0,9%). 

 

5.4.2 Efeito da trifolirizina sobre a alteração morfológica induzida pela polarização funcional 

de macrófagos  

 

Como demonstrado na Figura 21, foi realizada a avaliação das alterações morfológicas 

de macrófagos submetidos à polarização funcional do perfil M0 para o perfil M1 ou M2 tratados 

ou não com TRIFO. Macrófagos com fenótipo M0 possuem morfologia mais alongada, 

tamanho celular uniforme e citoplasma escasso. O tratamento com TRIFO nas três 

concentrações testadas não alterou o padrão morfológico dessas células (setas vermelhas). Foi 

ainda possível observar que as células J774.A1 polarizadas par o perfil M1 e M2 sofreram uma 

mudança em sua morfologia, tornando-se mais arredondadas quando comparadas aos 

macrófagos não estimulados M0 (setas pretas). Também foi possível observar a formação de 

agregados celulares nos grupos estimulados (setas amarelas), porém o tratamento com TRIFO 

não induziu alterações a partir deste perfil morfológico. 



56 
 

 

Figura 21 – Efeito da trifolirizina sobre a polarização fenotípica de macrófagos para o perfil M1 e M2.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagens representativas de macrófagos com perfil M0, M1 ou M2 submetidos ao tratamento com trifolirizina (TRIFO) por 24 h. Após o tempo de 

tratamento as células foram coradas com cristal violeta e visualizadas ao microscópio óptico (aumento de 400x). 
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5.4.3 Efeito da trifolirizina sobre a expressão de marcadores funcionais de macrófagos  

 

 

A partir dos resultados acima, avançamos para avaliar os efeitos TRIFO sobre a 

expressão basal de marcadores específicos de macrófagos com o perfil M1 e M2. Macrófagos 

com perfil M0 foram tratadas com TRIFO (22,4 µM) por 24 h, e em seguida, tiveram a 

expressão gênica de marcadores moleculares para o perfil M1 e para o M2 avaliados. Como 

apresentado na Figura 22, apesar do tratamento com a TRIFO sugerir um aumento na expressão 

dos marcadores moleculares tanto para o perfil M1 (Figura 21A, TNF-α e IL-6) quanto para o 

M2 (Figura 21B, IL-10 e Arg-1), não houve diferença significativa entre os níveis de expressão 

gênica entre os grupos tratados com TRIFO e os valores dos respectivos grupos controles. 

 

Figura 22 – Efeito da trifolirizina sobre a expressão gênica de marcadores funcionais de 

macrófagos M1 e M2. 

 

 

 

 

As barras representam a média ± E.P.M. (n = 3) da expressão dos marcadores para o perfil M1 e M2. Macrófagos 

não polarizados tratados com trifolirizina (TRIFO, 22,4 µM) por 24 h tiveram a expressão gênica avaliada por 

qPCR. (A) representa a expressão gênica para marcadores funcionais de macrófagos M1 (TNF-α e IL-6), (B) 

representa a expressão gênica para marcadores funcionais de macrófagos M2 (IL-10 e Arg-1). Células mantidas 

em meio DMEM com 10% SBF sem estímulo foram usadas como controle (Ctl). A análise estatística foi realizada 

utilizando o Prism 5, por One-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
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6 DISCUSSÃO 

Devido a crescente incidência de novos casos de câncer em todo mundo (INCA, 2020) 

e por todo dano causado na saúde física e mental do paciente, bem como todo impacto negativo 

que esta patologia causa no sistema de saúde público (BORST e ELFERINK, 2002; CALEY E 

JONES, 2012), a busca por novas moléculas bioativas com potencial antitumoral vem ganhando 

papel de destaque. Neste aspecto, compondo o conjunto de estratégias necessárias para 

identificar candidatos a fármacos antitumorais, o estabelecimento e caracterização de modelos 

pré-clínicos de estudo, incluindo os modelos animais de experimentação, são cruciais para 

identificar os efeitos destes compostos no sistema vivo. 

O tumor de Ehrlich tem se mostrado um relevante modelo animal, dentre os já descritos 

na literatura, devido à facilidade operacional da técnica, baixo custo e a realização de estudos 

citológicos por ser possível a obtenção das células tumorais (HOSSNE, 2002). A implantação 

de um modelo animal de câncer para a pesquisa pré-clínica é de extrema relevância, uma vez 

que, a partir destes modelos, novas moléculas com efeitos farmacológicos promissores podem 

ser caracterizadas e definidos para prosseguirem, ou não, como candidatos a fármacos 

antitumorais. O modelo animal de tumor de Ehrlich já é bem descrito por diferentes autores, 

porém, os protocolos experimentais utilizados apresentem variações no que se refere ao número 

de células inoculadas, ao tempo de tratamento, idade dos animais, sexo e tempo de 

desenvolvimento tumoral desde a indução do tumor até a eutanásia. Diante desta diversidade 

de variações de protocolo, a padronização de um procedimento experimental adequado às 

condições locais se faz necessário. Neste sentido, como na Universidade Federal de Alagoas 

até o momento não havia modelos animais para estudo do câncer estabelecido, decidimos 

inicialmente padronizar o modelo animal de tumor de Ehrlich para seguir com a investigação 

sobre os possíveis efeitos da trifolirizina sobre o câncer. 

De acordo com Hossne (2002) o tumor de Ehrlich pode ter seu crescimento e 

agressividade controlados a partir do número de células que são inoculadas nos animais 

recebedores. Assim, considerando as informações da literatura científica para obter o modelo 

animal, foi utilizado no presente estudo uma inoculação de 5×106 células na cavidade peritoneal 

de camundongos Swiss fêmeas com 8-12 semanas de idade. Com este procedimento foi possível 

constatar que o desenvolvimento do tumor foi influenciado pela idade dos animais, onde 

animais mais velhos apresentaram uma maior concentração de células totais na cavidade 

peritoneal no 10º dia após a indução, sugerindo a susceptibilidade aumentada para 

estabelecimento com o passar da idade. Tal observação está de acordo com as informações 
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encontradas na literatura científica que reportam o impacto da idade no favorecimento do 

crescimento tumoral (LALA, 1972; THOMAS e HEMPEL, 1976).  

No presente estudo, para caracterizar o perfil de crescimento tumoral, a celularidade 

tumoral foi avaliada em tempos diferentes após sua inoculação intraperitoneal, sendo 

identificados no tempo de 5 dias, 10 dias, 15 dias e 20 dias pós-inoculação. Nossos resultados 

revelaram que o volume de líquido ascítico e da área abdominal, bem como a quantidade total 

de células recuperadas pela lavagem peritoneal, exibiram crescimento gradativo ao longo dos 

dias. Cabe destacar ainda que o volume de líquido ascítico produzido no 20º dia de 

experimentação foi exponencialmente maior que a proporção entre o 10º e 15º dia. A 

morfologia das células de Ehrlich presentes no fluido ascítico foi heterogênea quanto ao seu 

tamanho e características nucleares. Em sintonia com os nossos achados, estudos morfológicos 

realizados por outros autores já descreveram as células tumorais de Ehrlich como sendo 

pleomórficas, com um tamanho 2 a 3 vezes maior que o diâmetro de uma hemácia e seus 

núcleos apresentam tamanhos e formas variáveis (DAGLI, GUERRA e SALDIVA, 1992). 

Cabe mencionar ainda que outros protocolos utilizados para a implantação do tumor de Ehrlich 

na sua forma ascítica, foi também observado um crescimento proporcional entre o volume de 

fluido ascítico e a quantidade de células de Ehrlich, fazendo com que a concentração de células 

tumorais se mantivesse constante (VINCENT e NICHOLLS, 1967). A produção desse fluido 

ascítico tumoral pode estar relacionada ao aumento da permeabilidade de capilares peritoneais, 

permeabilidade esta que é resultante da irritação causada pela inoculação das células tumorais, 

que também está associada a liberação de substâncias envolvidas no processo inflamatório 

(FECCHIO et al., 1990). 

Na análise de sobrevida de animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich, foi 

observada uma mortalidade variável durante os dias de análise. Em todos os animais que 

morreram durante o tempo de estudo foi observado que o fluido peritoneal coletado se mostrou 

com intensa hemorragia, o que permite especular a possível causa da morte destes animais. Tal 

observação encontra sustentação na literatura, visto que o estudo de Klein e Klein (1951) 

demonstrou que a forma ascítica do tumor de Ehrlich provoca morte em um tempo mais curto 

em relação ao tumor de Ehrlich na sua forma sólida devido à pressão mecânica exercida pelo 

aumento do volume de líquido ascítico, por substâncias tóxicas liberadas por células tumorais 

mortas e pelo processo de hemorragia intraperitoneal (MATSUZAKI, 2004). 

O número de células tumorais aumentou de forma progressiva nos diferentes dias 

estudados, em particular a partir do 5º dia após a indução do tumor. Em relação à quantidade 

de neutrófilos, mononucleares e eosinófilos, não houve nenhuma alteração significativa entre 
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os diferentes dias de experimentação no grupo controle. Vale destacar o aumento da população 

de neutrófilos no fluido ascítico dos animais portadores do taE a partir no 20º dia pós-indução 

do tumor, fenômeno que se mostra associado às drásticas alterações induzidas pelas células 

tumorais.  

Ao analisarmos o número total de leucócitos no sangue periférico dos animais de todos 

os grupos experimentais, notamos um aumento significativo da quantidade de leucócitos totais 

no 10º, 15º e 20º dias de desenvolvimento tumoral, fenômeno resultante do aumento da 

população de neutrófilos. Esse padrão no aumento de leucócitos totais também foi constatado 

na medula óssea a partir do 10º dia após a indução, que pode estar associado ao aumento de 

neutrófilos circulantes. Nossas observações estão de acordo com estudos prévios 

(MATSUZAKI, 2004, p.26, apud LALA, 1974, v. 7, p. 293-304) onde descrevem que o 

desenvolvimento e a evolução do tumor ascítico de Ehrlich é acompanhado pelo influxo de 

leucócitos do sangue para a cavidade peritoneal. 

As células tumorais variam nas suas respostas a diversos tratamentos, provavelmente 

refletindo o perfil metabólico que possuem, uma vez que trocas nos mecanismos de reparo do 

DNA, nos pontos de checagem do ciclo celular ou no controle da apoptose influenciam na 

susceptibilidade das células aos quimioterápicos (ALBERTS et al, 2010, CHOI et al., 2007). 

Neste contexto, avaliamos neste estudo o perfil do ciclo celular das células do tumor de Ehrlich 

nos diferentes dias de experimentação bem como a quantidade de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) produzidas por estas células. Os resultados obtidos a partir da análise do ciclo celular 

revelaram que houve discretas mudanças no perfil de distribuição nas diferentes fases do ciclo 

nos grupos experimentais estudados. Foi possível notar um discreto aumento, porém 

significativo, na porcentagem de células em todas as fases do ciclo no grupo tumoral (taE) em 

comparação ao grupo controle. Ao analisarmos a produção de ROS por estas células, podemos 

notar um aumento significativo no 10º e no 15º dia de evolução tumoral, embora a média 

percentual apresente uma tendência de redução destas ROS no 20º dia. Está bastante 

estabelecido que os níveis de ROS intracelular podem ser utilizados para monitorar o potencial 

dano que as células estão expostas (GORRINI, HARRIS e MAK, 2013). Mesmo que alguns 

estudos tenham reportado que o estresse oxidativo causado pela resposta inflamatória do 

hospedeiro possa promover o crescimento tumoral, o desequilíbrio oxidativo nas células 

tumorais pode também aumentar a sensibilidade ao tratamento com quimioterápicos 

(APPIERTO et al., 2009). Além disso, o processo inflamatório local que resulta no aumento da 

permeabilidade vascular e, consequentemente, na produção do fluido ascítico tumoral, pode 

induzir que as células do tumor deflagrem alterações no microambiente, o que pode gerar um 
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“burst” de mitose nas células locais (FREITAS et al, 1991). A resposta inflamatória no contexto 

do tumor pode variar, mas tende a auxiliar na progressão tumoral (VARRICCHI et al., 2017). 

O aumento da divisão celular leva a um alto consumo de oxigênio, resultando em um estado de 

hipóxia que está associado a liberação de citocinas pró-inflamatórias e fatores que promovem 

a formação de novos vasos (angiogênese), tanto que já foi reportado na literatura científica que 

a progressão tumoral é favorecida pelo estado inflamatório tecidual persistente (GALDIERO, 

MARONE e MANTOVANI, 2018; STYLIANOPOULOS et al., 2012).  

Como mencionado anteriormente, o número de novos casos de câncer tem aumentado 

e, no Brasil, o câncer de mama é o tipo mais frequente, com uma maior incidência e mortalidade, 

entre as mulheres (GERBER et al., 2003). Nesse contexto, nas últimas décadas inúmeras 

pesquisas foram realizadas a fim de elucidar fatores de risco, etiologia e, principalmente, 

abordagens terapêuticas mais efetivas (INCA, 2000). Neste contexto, a busca por candidatos a 

fármacos antitumorais a partir de fontes naturais tem aumentado significativamente. Os 

vegetais são espécies ricas em produção de produtos biologicamente ativos, tanto que 

atualmente, fármacos usados na clínica para o tratamento de diversas patologias são oriundos 

de fontes vegetais (DUTRA et al., 2016). Dentre os produtos derivados das plantas, os 

metabólitos secundários que exercem função de proteção contra estresse abióticos e bióticos 

nos vegetais, são compostos que já forneceram uma ampla gama de compostos 

farmacologicamente ativos, dentro os quais podemos destacar os compostos fenólicos, como 

flavonoides e isoflavonas (PRADO, 2009). 

As isoflavonas, também conhecidas como isoflavonóides, são uma classe de compostos 

não-esteróides, que possuem sua estrutura química semelhante ao beta-estradiol natural (SENA, 

COSTA e COSTA, 2007) e são amplamente distribuídas na família Fabaceae (LUI et al., 2003). 

Muitos estudos já foram realizados com membros da família Fabaceae devido a vasta gama de 

espécies com propriedades terapêuticas. Estudos realizados na última década comprovaram a 

ampla gama de atividades farmacológicas de espécies vegetais desta família. Dentre essas 

espécies, nosso grupo de pesquisa já descreveu o potencial farmacológicos com as espécies 

Bowdichia virgilioides e Caesalphinia ferrea como fontes de produtos úteis contra a dor e 

aumento do metabolismo oxidativo (SOUZA, 2015; SOUZA, 2012; MATOS, 2012; JULIANE 

et al., 2016; SILVA et al., 2010). 

Diversos compostos produzidos por espécies da família Fabaceae já foram isolados, 

identificados e avaliados quanto às suas atividades biológicas. Em estudos recentes, Juck et al. 

(2016) identificou a presença do isoflavonóide trifolirizina na espécie Sophora flavescens e 

Ononidis Radix (ERGENE ÖZ et al., 2018). A trifolirizina, que foi descrita pela primeira vez 
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em 1965 por Fujise e colaboradores (1965), e tem chamando a atenção para suas ações 

biológicas devido ao amplo espectro de efeitos farmacológicos, dentre os quais podemos 

destacar suas ações anti-inflamatórias e anticâncer in vitro (LU et al., 2016; ZHOU et al., 2009). 

Além destes efeitos, estudos recentes reportaram as ações da trifolirizina em induzir autofagia 

em células tumorais (SUN et al., 2020), em regular a resposta imunoinflamatória por inibir a 

ativação do inflamassoma (ZHANG e WANG, 2022) e inibir a úlcera gástrica (MANAL-

AHMAD et al., 2021) 

No presente estudo utilizamos o modelo de tumor ascítico de Ehrlich para avaliar o 

potencial da trifolirizina em modulador as repercussões locais e sistêmicas induzidas pelo 

estabelecimento do tumor ascítico de Ehrlich, bem como suas ações sobre as células tumorais 

in vitro. Constatamos inicialmente que o tratamento com trifolirizina não interferiu no peso dos 

animais, assim como também não interferiu com o volume do líquido ascítico tumoral presente 

na cavidade peritoneal. Apesar dos animais exibirem um nítido aspecto de caquexia com o 

passar dos dias, foi possível notar um evidente acúmulo de líquido na cavidade peritoneal, o 

que pode explicar a manutenção dos pesos dos animais ao longo dos dias de desenvolvimento 

tumoral. Os animais que receberam tratamento com fármaco referência, o 5-FU, exibiram uma 

redução no volume ascítico acompanhado de uma diminuição na área abdominal, porém, 

também mantiveram inalterados o perfil de peso corpóreo. No entanto, neste caso, o aspecto 

caquético dos animais estava atenuado, o que pode indicar uma manutenção do comportamento 

de ingesta de alimentos, o que pode justificar a manutenção do peso corpóreo. Estas 

observações encontram respaldo na literatura onde um estudo clínico revelou que o tratamento 

com 5-FU por seis meses em mulheres com câncer de mama não afetou o ganho de peso das 

pacientes devido a manutenção do apetite e ingesta de alimentos (DEL-RIO, et al., 2002).  

Ao avançarmos com as análises, seguimos para avaliar a quantidade e o perfil de células 

no líquido ascítico tumoral. Nossos resultados revelaram que o grupo de animais com ascítico 

de Ehrlich exibiram um grande número de células no peritônio com predominância de células 

tumorais. Entretanto, no grupo de animais com tumor que foram submetidos ao tratamento com 

TRIFO houve um aumento ainda maior de leucócitos, com aumento significativo na contagem 

de neutrófilos. Esta alteração no perfil de celularidade com aumento de neutrófilos pode estar 

associada a um maior fluido inflamatório e, consequentemente, a não alteração do volume total 

de líquido ascítico tumoral. Além disso, pode ser especulado ainda que este aumento na 

população de neutrófilos ocorra devido a efeitos indiretos da TRIFO em suprimir a função de 

células de defesa residentes no peritônio, como por exemplo em macrófagos. Em linha com 

este racional, recentes estudos já reportaram que a TRIFO exerce efeitos supressores sobre a 
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ativação de macrófagos (ZHOU et al., 2009), um importante componente de defesa do 

hospedeiro células tumorais. Assim, considerando este aspecto, é possível especular que os 

efeitos inibitórios da TRIFO sobre a capacidade de resposta dos macrófagos podem ocasionar 

um ambiente favorável para o desenvolvimento tumoral, o que traria reflexo no incremento da 

resposta inflamatória após o tratamento com TRIFO. Estudos posteriores são necessários para 

esclarecer este aspecto. 

Seguindo este racional onde a TRIFO pode suprimir o perfil de defesa da resposta 

inflamatória, notamos ao analisar a população de leucócitos do sangue periférico dos animais 

com tumor ascítico de Ehrlich um aumento nas contagens totais de leucócitos no grupo tratado 

com TRIFO, com um aumento particular na população de neutrófilos. Assim, este aumento 

sistêmico nas contagens de neutrófilos pode estar associado aos efeitos inibidores da TRIFO 

nos mecanismos básicos da resposta inflamatória, o que pode favorecer a evolução tumoral. Em 

linha com este racional, é de conhecimento que a inflamação envolve sistemas imunes inato e 

adaptativo com reconhecida capacidade protetora para manter a homeostase do tecido e 

eliminar células tumorais (ZHAO et al., 2021), logo, o uso de fármacos capazes de suprimir a 

inflamação de maneira sistêmica leva a um favorecimento do desenvolvimento tumoral. 

Seguindo com o estudo, passamos a avaliar os efeitos da TRIFO sobre as células 

recuperadas do fluido ascítico dos animais com tumor. Ao analisar o perfil do ciclo celular das 

células peritoneais constatamos que o tratamento com TRIFO resultou em uma discreta 

diminuição na porcentagem de células na fase S em relação às células do grupo tumoral sem 

tratamento. Embora não significativa, esta redução foi também acompanhada por uma 

supressão do conteúdo de ROS nas células tumorais após o tratamento com TRIFO. Os tumores 

de mama são frequentemente infiltrados por macrófagos, o que pode contribuir para o estresse 

oxidativo (KUNDU, ZHANG e FULTON, 1995). Diversas células tumorais apresentam um 

constante estado de estresse oxidativo e induzem a expressão de proto-oncogenes. 

Aparentemente, as células tumorais são resistentes ao dano nas células causados por agentes 

oxidantes, apesar de estarem sob constante microambiente oxidativo (TOYOKUNI et al., 

1995). Um dos fatores que conferem à célula uma resistência ao estresse oxidativo, é a glicólise 

reforçada. Em um primeiro relato, constatou-se que células cancerígenas possuem um aumento 

da glicólise, por um mecanismo desconhecido (KONDOH, 2008). 

Os níveis de ROS intracelular podem ser utilizados para monitorar o dano celular. 

Diferentes maneiras de desenvolver resistência ao desequilíbrio oxidativo incluem de vias que 

podem eliminar o acúmulo de espécies reativas, minimizando o comprometimento das células 

tumorais. Exemplos desses processos incluem o direcionamento da via glicolítica na via da 
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pentose fosfato (SOSA et al., 2013), ou mesmo na regulação positiva de mecanismos de 

proteção aos agentes oxidantes, de forma a não comprometer o DNA e as funções bioquímicas 

da célula tumoral (GORRINI, HARRIS e MAK, 2013). A terapia pró-oxidante é baseada na 

geração de espécies reativas de oxigênio para matar as células tumorais. Embora o estresse 

oxidativo causado por ROS promova o crescimento tumoral, ele também pode aumentar a 

sensibilidade ao tratamento (APPIERTO et al., 2009). Seria necessário definir os níveis de ROS 

em um tumor específico e sua capacidade de mudar sua via glicolítica, com o fim de se obter a 

morte celular (SOSA et al., 2013). 

Encontra-se bem descrito na literatura científica que outros mediadores inflamatórios, 

como o óxido nítrico (NO), estão envolvidos em diversas patologias, incluindo a progressão 

tumoral. Na tumorigênese, níveis elevados de NO estão diretamente envolvidos com a 

angiogênese – processo importante para a manutenção, sobrevivência e disseminação das 

células tumorais no organismo (COSTA et al, 2003). No presente estudo, ao analisarmos a 

produção espontânea de NO in vitro por células tumorais após exposição por 24 h com TRIFO, 

não foi observada nenhuma alteração significativa na produção deste mediador inflamatório. 

Estudos prévios descrevem efeitos controversos do óxido nítrico endógeno em condições de 

resposta inflamatórias. DAL-SECCO e colaboradores (2003) demonstraram, durante a resposta 

inflamatória, um papel inibitório do NO sobre a migração de neutrófilos resultante da 

diminuição da adesão e rolamento destas células ao endotélio. Ao mesmo tempo, diferentes 

estudos também reportaram que distintos isoflavonoides são capazes de afetar o metabolismo 

oxidativo das células sem alterar a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 

(MIADOKOVÁ, 2009). Esses dados fortalecem os nossos resultados, visto que o tratamento 

com TRIFO inibiu a geração de ROS sem afetar a produção de NO por células tumorais. 

Na tentativa de identificar possíveis explicações para justificar o elevado número de 

neutrófilos em animais com tumor ascítico de Ehrlich tratados com TRIFO, decidimos avaliar 

o efeito direto da trifolirizina sobre a produção de interleucina-8 (IL-8) por células tumorais 

recuperada do fluido ascítico. A IL-8 (CXCL-8) é uma quimiocina responsável pela 

mobilização de células inflamatórias, principalmente neutrófilos, e pode ser produzida e 

secretada por distintos tipos de células (FILHO, 2017), incluindo células tumorais de 

camundongos e de humanos (SINGH et al., 2019). No entanto, nossos resultados revelaram que 

o tratamento in vitro com TRIFO em células tumorais não alterou a expressão gênica de IL-8. 

O que parece reforçar a proposta de efeitos indiretos da TRIFO para justificar o aumento nos 

níveis de neutrófilos no líquido ascítico. 
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Adicionalmente, com intuito de estender as análises sobre os possíveis alvos da TRIFO, 

avaliamos o efeito direto deste isoflavonoide sobre algumas funções de macrófagos, uma vez 

que, quando ativados, podem estar envolvidos em respostas antitumorais ou produzir fatores 

que favoreçam o crescimento e invasão tumoral (SINGH et al, 2019, GURTNER et al, 2008). 

Os macrófagos estão envolvidos na migração celular, angiogênese, produção de matriz 

extracelular, entre outros papéis importantes para a transição da fase inflamatória para a fase 

proliferativa, sintetizando NO, fatores de crescimento (como o fator de crescimento 

transformante β, TGF-β) e fator de crescimento endotelial (VEGF) no sítio inflamatório 

(WITTE e BARBUL, 2002). Inicialmente, foi avaliado o efeito direto da trifolirizina sobre a 

capacidade de geração de óxido nítrico por macrófagos murinos da linhagem J774A.1. Nossos 

resultados revelaram o potencial da TRIFO em induzir a geração de NO de forma dependente 

de dose.  

A partir desta influência da TRIFO sobre a geração de óxido nítrico por macrófagos, 

decidimos investigar se este isoflavonoide seria capaz de interferir com a diferenciação 

fenotípica dos macrófagos. Diante desta plasticidade funcional dos macrófagos, a avaliação de 

um possível efeito sobre um perfil fenotípico específico poderia sustentar a hipótese do padrão 

de resposta observado in vivo. Nossos resultados revelaram que macrófagos J774.A1 expostos 

à TRIFO não mostraram alterações significativas da expressão espontânea de genes típicos para 

cada perfil funcional de macrófagos, ou seja, não afetaram de forma significativa a expressão 

dos marcadores funcionais para o perfil M1 TNF-α e IL-6, nem mesmo para os marcadores do 

perfil M2 IL-10 e Arg-1. Diferente do nosso estudo, o trabalho desenvolvido por Zhou e 

colaboradores (2009), revelou que a trifolirizina inibiu em macrófagos J774A.1 a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6). 

No entanto, neste trabalho, os autores estimularam os macrófagos com LPS, e detectaram os 

efeitos anti-inflamatório da TRIFO. Estas condições são diferentes da observada em nosso 

estudo, uma vez que avaliamos o efeito da TRIFO sobre a expressão basal destes mediadores.  

No conjunto, este estudo permitiu a padronização de um modelo experimental para 

investigar substâncias com potencial antitumoral. Além disso, verificamos que a trifolirizina, 

não apresentou um efeito supressor sobre a evolução do tumor ascítico de Ehrlich in vivo, mas 

pode estar envolvida na modulação do processo inflamatório/resolutivo mediado por células 

imunes. No entanto, experimentos adicionais são necessários para melhor caracterizar os efeitos 

da trifolirizina sobre o estabelecimento/progressão tumoral, bem como suas ações sobre a 

ativação de macrófagos. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

⎯  O modelo murino de tumor ascítico de Ehrlich foi padronizado no Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde, seguindo um padrão semelhante ao descrito na literatura, com 

sua fase exponencial de crescimento celular aos sete dias após a inoculação das células 

na cavidade peritoneal; 

⎯  In vivo, a trifolirizina, nas doses testadas, não mostrou efeito inibitório sobre as células 

tumorais ou sobre o volume de fluido ascítico formado na cavidade peritoneal. 

Entretanto, mostrou-se envolvida no aumento do recrutamento de neutrófilos para o 

local do tumor;  

⎯  A avaliação de células taE obtidas de camundongos tratados com TRIFO, mostrou um 

aumento significativo da fase S do ciclo celular, sugerindo uma possível parada, mas 

não interferiu na produção de ROS intracelular; 

⎯  O tratamento in vitro com TRIFO, resultou em um aumento dos níveis de NO em células 

taE; 

⎯  A trifolirizina não interferiu na expressão gênica de IL-8 em células taE e nem em 

marcadores dos perfis M1 e M2 em macrófagos J774.A1 in vitro. 

 

Tomados em conjunto, estes resultados mostram os potenciais efeitos da trifolirizina em 

afetar a resposta imunoinflamtória associada ao câncer, em particular ao tumor ascítico de 

Ehrlich. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho tem como perspectiva realizar a quantificação de citocinas inflamatórias 

presentes no fluido ascítico dos animais portadores do taE e no sobrenadante de macrófagos 

M1 e M2 tratados com trifolirizina, bem como a expressão gênica de marcadores destes perfis 

fenotípicos em células submetidas à estimulação. 
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