UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

EVERLAINE LEITE ESTEVAM DOS SANTOS

EFEITO ANTITUMORAL DO EXTRATO AQUOSO OBTIDO DO QUIABO
(Abelmoschus esculentus (L.) MOENCH) NO MODELO MURINO DE
CARCINOMA DE EHRLICH ASCITICO

Macei6 — AL,
2025



EVERLAINE LEITE ESTEVAM DOS SANTOS

EFEITO ANTITUMORAL DO EXTRATO AQUOSO OBTIDO DO QUIABO
(Abelmoschus esculentus (L.) MOENCH) NO MODELO MURINO DE
CARCINOMA DE EHRLICH ASCITICO

Dissertacao apresentada ao programa de
Pé6s-graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Alagoas, como
requisito final para a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Jamylle Nunes de
Souza Ferro

Maceidé — AL,
2025



Catalogacéo na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecaria: Girlaine da Silva Santos — CRB-4 — 1127

S237e Santos, Everlaine Leite Estevam dos.

Efeito antitumoral do extrato aquoso obtido do quiabo (Abelmoschus
esculentus (L.) moench) no modelo murino de carcinoma de ehrlich ascitico /
Everlaine Leite Estevam dos Santos. — 2025.

99 f.. il.: color.

Orientadora: Jamylle Nunes de Souza Ferro.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade Federal de
Alagoas, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude. Maceid, 2025.

Bibliografia: f. 86-97.
Anexos: f. 98-99.

1.Cancer- Tratamento. 2. Abelmoschus esculentus. 3. Plantas medicinais. 4.
Estresse oxidativo. 5. Angiogénese tumoral. 1. Titulo.

CDU: 616-006:635.648




Folha de Aprovagao

EVERLAINE LEITE ESTEVAM DOS SANTOS

EFEITO ANTITUMORAL DO EXTRATO AQUOSO OBTIDO DO QUIABO
(Abelmoschus esculentus (L.) MOENCH) NO MODELO MURINO DE
CARCINOMA DE EHRLICH ASCITICO

Dissertacdo submetida ao corpo
docente do Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de
Alagoas e aprovada em 27 de
fevereiro de 2025.

Documento assinado digitalmente

b JAMYLLE NUNES DE SOUZA FERRO
g »l Data: 12/03/2025 15:12:58-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Dra. Jamylle Nunes de Souza Ferro — UFAL) (Orientadora)

Banca Examinadora:

Documento assinado digitalmente

b CARLOS ALBERTO DE CARVALHO FRAGA
g L Data: 12/03/2025 15:05:37-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Examinador Externo) — Dr. Carlos Alberto de Carvalho Fraga — UFAL

Documente assinado digitalmente

b EMILIANO DE OLIVEIRA BARRETO
g » Data: 07/03/2025 23:43:43-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Examinador Interno) — Dr. Emiliano de Oliveira Barreto — UFAL



Dedico esta conquista a Deus e a minha
familia. Em especial, a minha mée, Ana
Maria, que sempre confiou nos meus
sonhos, e ao meu pai, Edson Estevam (in
memoriam), que acreditou que realiza-los
seria possivel.

Dedico ainda a todos que perderam a vida
e aqueles que seguem vivendo com a
esperanca de que, um dia, 0 cancer seja
uma doenga menos devastadora de

corpos, sonhos e esperancas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, pela forca e pelas oportunidades que me
permitiram trilhar esta jornada com perseveranca e determinagéo.

A minha familia, que esteve ao meu lado em todos os momentos, sendo fonte
de apoio e forca, expresso minha mais profunda gratiddo. Aos meus irmaos Everton
Gabriel (in memoriam), Everline, Everson Daniel e Jadson, e aos meus sobrinhos
Miguel e Gabriel pelo incentivo em cada etapa da minha caminhada. A minha mée,
Ana, meu porto seguro, que, sem davidas, € a razdo pela qual consegui trilhar este
caminho e ao meu pai, Edson (in memoriam), que juntos sempre serdo minha fonte
de inspiragéo e garra, e & minha florzinha, Held, cuja vida € a minha maior fonte de
amor e motivagao.

Agradeco a toda familia LBC pelo apoio, ensinamentos e companheirismo ao
longo desta jornada. A Ju, por todos os ensinamentos, carinho, amizade e cuidado.
Aos que ndo mediram esforcos e compartilharam comigo incansaveis horas de
experimentos, minha sincera gratiddo. Aos professores pesquisadores do LBC que
juntamente a minha orientadora sdo fonte de perseveranca na Ciéncia, Maria
Danielma, Emiliano Barreto e Alexandre Borbely, deixo aqui a minha mais profunda
admiracéo e gratidao.

Agradeco ao grupo de pesquisa o qual fago parte, em especial aos meus
companheiros de histologia, Fernanda e Jonata, pelo companheirismo e amizade.

Aos amigos e colegas que conquistei ao longo desta jornada que marcaram
com boas memoérias esse momento tdo especial da minha formacdo e que,
certamente levarei para toda a vida, minha sincera gratiddo por cada palavra de
apoio e pelos ensinamentos que ultrapassaram as paredes do LBC, do PPGCS e da
UFAL. Cecilia, Cleide, Ellen, Biazinha, Biazona, J6, Laura, Manu, Vanessa, Julius,
Lilian, Polli, Lays, Felipe, Ray, Camilla, Camila, Steph, Keyla, Ana, Aninha, lasmin,
Julia e Nalvinha (in memoriam), Lusca, Vitor, Thays, Elias, Mary, Nanda, Thay,
Raissa, Mel, Zaine, Andressa, Jessica e aos meus colegas de que encontrei na pos-
graduacéo.

Agradeco ao professor Enio Bassi e & doutoranda Elane pelos momentos de
colaboracédo e aprendizados que certamente deixaram importantes marcas na minha

formacdo cientifica.



Agradeco aos pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco, a
professora Ivone Antbnia de Souza por ceder as células do tumor de Ehrlich
possibilitando a realizacdo desta e outras importantes pesquisas, ao professor
Severino Alves Junior e ao pos-doutorando Yago por colaborarem conosco nesta
pesquisa.

Aqueles que estiveram comigo desde o inicio e deixaram o caminho mais leve.
A jornada néo teria sido a mesma sem vocés, obrigada por tudo e por tanto meus
amigos. Tay, Mona, Fernanda, Matheus e Mi.

Ao meu querido conselheiro cientifico, Marvin Lins, que esteve comigo em
cada momento dessa jornada, me orientando e me incentivando sempre a fazer as
melhores escolhas. Obrigada por me apoiar, me ouvir e por acreditar tanto em mim.

A minha ori, Jamylle Ferro, minha profunda gratiddo pelas oportunidades
concedidas e por me proporcionar momentos valiosos de aprendizado dentro e fora
do LBC. Obrigada por estar presente em cada momento importante dessa trajetoria,
por depositar sua confianga em mim e por ser fonte de inspiracdo e de amor pela
Ciéncia.

Aos membros da banca avaliadora de qualificacdo, as professoras Ivone
Antdnia de Souza e Maria Danielma dos Santos Reis, e de defesa os professores
Carlos Alberto de Carvalho Fraga e Emiliano de Oliveira Barreto, agradeco pela
disponibilidade e pelas valiosas contribuicdes nesta etapa da minha formacgéo que
certamente enriqueceram ainda mais este trabalho.

Por fim, agradeco as agéncias de fomento a pesquisa brasileira, em especial
a CAPES pelo financiamento da bolsa que me possibilitou realizar de forma
satisfatoria a tdo sonhada pos-graduacdo. Agradeco ainda a UFAL pelo apoio
institucional, a coordenacédo e ao corpo docente do PPGCS pelo apoio e pelas

importantes contribuicbes na minha formacéo.



“A educacao é a arma mais poderosa que
vocé pode usar para mudar o mundo.”

Nelson Mandela



RESUMO

O interesse por produtos naturais na medicina, especialmente no desenvolvimento
de terapias anticancer, tem se intensificado devido a diversidade de moléculas
eficazes. Compostos bioativos extraidos de plantas apresentam grande potencial
terapéutico, podendo possuir menos efeitos adversos em comparacdo aos
tratamentos convencionais. Este estudo investigou o efeito antitumoral do extrato
aguoso obtido do fruto de Abelmoschus esculentus, popularmente conhecido como
quiabo, utilizando o modelo murino de carcinoma de Ehrlich ascitico avaliando
parametros como ganho de peso, circunferéncia abdominal, andlise macroscopica
por imagens, volume tumoral, quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
angiogénese, tempo de sobrevida e possiveis efeitos sistémicos (CEUA 20/2019).
Os resultados demonstraram que o tratamento com 0 extrato aquoso do quiabo, nas
doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg, atenuaram significativamente o crescimento
tumoral, que é evidenciado pela diminuicdo do volume ascitico, circunferéncia
abdominal e ganho de peso associados ao tumor. Imagens fotogréaficas e de raio-X
confirmaram a reducdo do volume tumoral, com diminuicdo da area ocupada pela
ascite. Uma analise macroscopica das imagens indicou que os animais tratados com
0 extrato apresentaram menor distensdo abdominal em comparacéo aos animais do
grupo controle tumoral, o que reflete na diminuicdo da ascite, um marcador de
crescimento tumoral neste modelo experimental. A contagem celular no liquido
ascitico mostrou reducdo das ceélulas tumorais, sem afetar o quantitativo de
leucécitos, com destaque para o efeito citotoxico especifico sobre as células
cancerigenas. Além disso, o tratamento com o extrato aumentou cerca de 27 % os
niveis de EROs, sugerindo uma modulacédo do estresse oxidativo no microambiente
tumoral, o que pode contribuir para a indugcdo de morte celular por apoptose, um
importante mecanismo anticancer. A analise da angiogénese revelou uma reducao
significativa na area vascular abdominal dos animais tratados, indicando que o
extrato pode inibir a formacédo de novos vasos sanguineos, a partir da reducao de
VEGF (46 % e 62 %, EAE 25 e 100 mg/Kg, respectivamente) no microambiente
tumoral, necessarios para o crescimento do tumor. A sobrevida de animais tratados
com o extrato aumentou significativamente, com um incremento na expectativa de
vida de até 34,21 % e 55,26 % nas doses de 25 e 100 mg/Kg, respectivamente.
Além disso, ndo foram observadas alteracbes macroscopicas ou microestruturais
nos Orgaos avaliados dos animais tratados, sugerindo a auséncia de toxicidade
sistémica e a preservacado dos principais orgaos linfoides nas condi¢cdes deste
estudo. Esses resultados evidenciam o potencial terapéutico do extrato aquoso do
fruto de Abelmoschus esculentus como um agente anticancer, destacando a sua
efichcia na reducdo do crescimento tumoral, na indu¢cdo de morte celular, na
prevencédo da angiogénese e no aumento da sobrevida, com baixo risco de efeitos
adversos. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para esclarecer 0s
mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos efeitos observados, de modo
a aprofundar o entendimento sobre a acao antitumoral do extrato.

Palavras-chave: cancer; planta medicinal; estresse oxidativo; angiogénese.



ABSTRACT

The interest in natural products in medicine, especially in the development of
anticancer therapies, has intensified due to the diversity of effective molecules.
Bioactive compounds extracted from plants have great therapeutic potential and may
have fewer adverse effects compared to conventional treatments. This study
investigated the antitumor effect of the aqueous extract obtained from the fruit of
Abelmoschus esculentus, commonly known as okra, using the murine model of
Ehrlich ascitic carcinoma, evaluating parameters such as weight gain, abdominal
circumference, macroscopic image analysis, tumor volume, quantification of reactive
oxygen species (ROS), angiogenesis, survival time, and possible systemic effects
(CEUA 20/2019). The results demonstrated that treatment with the aqueous okra
extract, at doses of 25 mg/kg and 100 mg/kg, significantly attenuated tumor growth,
as evidenced by the reduction in ascitic volume, abdominal circumference, and
weight gain associated with the tumor. Photographic and X-ray images confirmed the
reduction in tumor volume, with a decrease in the area occupied by ascites. A
macroscopic analysis of the images indicated that animals treated with the extract
had less abdominal distension compared to the control tumor group, reflecting the
reduction of ascites, a tumor growth marker in this experimental model. Cell counting
in the ascitic fluid showed a reduction in tumor cells without affecting leukocyte
counts, highlighting the extract’ s specific cytotoxic effect on cancer cells.
Additionally, treatment with the extract increased ROS levels by approximately 27%,
suggesting modulation of oxidative stress in the tumor microenvironment, which may
contribute to apoptosis-induced cell death, an important anticancer mechanism.
Angiogenesis analysis revealed a significant reduction in the abdominal vascular
area of treated animals, indicating that the extract may inhibit the formation of new
blood vessels through the reduction of VEGF (46% and 62% for 25 mg/kg and 100
mg/kg of aqueous extract, respectively) in the tumor microenvironment, which is
necessary for tumor growth. The survival of animals treated with the extract
increased significantly, with a life expectancy increase of up to 34.21% and 55.26%
at doses of 25 mg/kg and 100 mg/kg, respectively. Furthermore, no macroscopic or
microstructural alterations were observed in the evaluated organs of treated animals,
suggesting the absence of systemic toxicity and the preservation of major lymphoid
organs under the conditions of this study. These results highlight the therapeutic
potential of the aqueous extract from the Abelmoschus esculentus fruit as an
anticancer agent, demonstrating its efficacy in reducing tumor growth, inducing cell
death, preventing angiogenesis, and increasing survival with a low risk of adverse
effects. However, further studies are needed to elucidate the cellular and molecular
mechanisms underlying the observed effects and to deepen the understanding of the
antitumor action of the extract.

Keywords: cancer; medicinal plant; oxidative stress; angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um grave problema de saude publica, sendo atualmente
a segunda maior causa de mortes no mundo, atras apenas das doencas
cardiovasculares (WHO, 2020; Lin; Park, 2024). O aumento alarmante nas taxas de
morbidade e mortalidade tem gerado uma crescente preocupacao global (Schwartz,
2024). A estimativa é que entre os anos de 2022 a 2050 ocorram no mundo cerca de
35,3 milhdes de novos casos (GLOBOCAN, 2024). Em 2020 as neoplasias malignas
foram responsaveis pela morte de quase 10 milhdes de pessoas no mundo e a
estimativa é que em 2050 esse numero dobre, o que destaca a importancia do
desenvolvimento de novas terapias e o aprimoramento das terapias ja existentes
para o tratamento dessas doencas (Sung et al., 2020; Mullard, 2020; IARC, 2024).

O cancer é definido como um conjunto de doencas que tém em comum a
proliferacéo de células de forma desordenada que perdem a capacidade de resposta
aos sinais naturais de parada da divisdo celular e se agrupam formando tumores
classificados como malignos devido as caracteristicas invasivas que apresentam
(Hanahan; Weinberg, 2011). Essas células alteradas podem invadir tecidos
adjacentes e migrar para outros 6rgaos, formando as metastases, dificultando ainda
mais o tratamento (INCA, 2022). Além disso, as neoplasias malignas apresentam um
microambiente préprio e altamente especializado composto, de forma geral, por
células tumorais, componentes do estroma, células imunes recrutadas, componentes
sollveis, além de uma intensa rede vascular que em conjunto sustentam a
manutencdo e o crescimento do tumor maligno (Feitosa et al., 2021). Essas
caracteristicas fazem do cancer um conjunto de doencas complexas e de dificil
tratamento (Hanahan, 2022).

Diante dessa complexidade, ha uma busca constante por novas abordagens
terapéuticas que possam atuar de maneira eficaz contra o cancer, minimizando 0s
efeitos adversos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes (ACS, 2016).
Atualmente, as principais formas de tratamento contra o cancer incluem a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia, podendo a quimioterapia ser utilizada
de forma isolada ou adjuvante aos outros tratamentos (Vanneman; Dranoff, 2012; Li
et al., 2022). Estima-se que cerca de 60% dos farmacos utilizados na quimioterapia

do cancer sao derivados ou inspirados em produtos naturais, o que estimula a
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pesquisa por novas moléculas naturais com potencial terapéutico (Dutra et al., 2016).

O quiabeiro da espécie Abelmoschus esculentus € um vegetal oriundo da
Africa sendo amplamente cultivado em regibes tropicais e subtropicais (Deng et al.,
2022). Seu fruto, conhecido popularmente como quiabo, € consumido por diferentes
populacbes no mundo devido as propriedades nutricionais e medicinais que
apresentam (Zheng et al., 2014; Gamal-Eldeen et al., 2022). As atividades biologicas
do quiabo incluem as acdes antimicrobiana, gastroprotetora, antidiabética,
antioxidante, cicatrizante, anti-inflamatoria e imunoestimulante (Onakpa, 2013; Chen
et al., 2016; Islam, 2019; Ahmed et al., 2021; Geng et al., 2022; Siddique et al., 2022;
Sipahi et al., 2022).

Estudos recentes demonstraram o potencial citotéxico in vitro de lectinas
isoladas das sementes do quiabo contra células de cancer de mama e de
glioblastoma (Monte et al., 2013; Musthafa et al., 2021). O extrato etandlico das
flores de Abelmoschus esculentus também apresentou atividade citotdéxica contra
células de cancer colorretal humano além de atenuar o crescimento tumoral em
modelo de xenoenxerto de cancer de colorretal em camundongos (Deng et al., 2020).
Além disso, o extrato sulfatado do quiabo apresentou atividade citotéxica no modelo
de cancer hepatico in vivo (Gamal-Eldeen et al., 2022), ilustrando o potencial de
substancias isoladas de diferentes 6rgdos dessa espécie vegetal na terapia
anticancer.

Em 2022, Pramudya e colaboradores demonstraram o potencial do extrato
etanodlico isolado do quiabo em reduzir o espessamento epitelial das glandulas
mamarias em ratas, entretanto o efeito antitumoral in vivo do extrato aquoso obtido
do quiabo ainda n&o foi descrito. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
investigar o efeito antitumoral do extrato aquoso obtido do fruto de Abelmoschus
esculentus no modelo murino de carcinoma de Ehrlich ascitico. Os resultados
obtidos neste estudo sdo promissores e destacam o fortalecimento da fitoterapia

aplicada ao tratamento das neoplasias malignas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O termo céancer refere-se a um conjunto de doencas que tém em comum a
proliferacdo de células de forma desordenada e independente de fatores de
crescimento, ndo respeitando os limites da fisiologia normal do tecido (Hanahan;
Weinberg, 2011). Essas células alteradas possuem mutacfes genéticas que
permitem a capacidade aumentada de migracdo e de invaséo de tecidos adjacentes,
sendo esses processos cruciais para a progressdo da doenca (Zanotelli; Zhang;
Reinhart-King, 2021). A compreenséo da biologia do cancer € um grande desafio no
entendimento total da doenca. Essa dificuldade se d& devido ao céncer ser um
conjunto de neoplasias malignas altamente heterogéneas entre si, onde cada
paciente com cancer torna-se portador de uma doenc¢a Unica, o que dificulta o
desenvolvimento de terapias com alta efetividade em diferentes tipos de canceres
(ACS, 2016).

Em 2020, estimativas internacionais demonstraram que o cancer de mama foi
0 mais incidente entre as mulheres em 158 paises, enquanto o cancer de colo de
Utero foi o mais comum em 23 paises, especialmente em nacdes de baixa e média
renda (Bray et al., 2024). Entre os homens, o cancer de prostata liderou a incidéncia
em 112 paises, seguido pelo cancer de pulmdo em 36 paises (Ferlay et al., 2022;
Bray et al., 2024). Esses dados destacam a disparidade global na ocorréncia do
cancer, refletindo ndo apenas os fatores de risco especificos das doencas, mas
também as diferencas na infraestrutura de saude, nas terapias disponiveis a
populacao e nos programas de vigilancia (Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024).

Com os avancos cientificos e tecnologicos nos estudos da biologia do cancer,
pbde-se compreender alguns dos processos de formacdo de uma célula tumoral até
o0 estabelecimento de uma neoplasia maligna propriamente dita, definindo-se o
processo de formacédo das neoplasias malignas como carcinogénese, possuindo 3
estagios: O primeiro estagio é a iniciacdo onde as células normais sofrem a acéo de
estimulos cancerigenos, podendo estes ser de origem quimica, fisica ou biolégica
(Peters; Gonzalez, 2018). Esses agentes promovem alteracbes nos genes de

células ainda saudaveis que passam a ter o seu material genético alterado,
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entretanto, essas células ainda sdo consideradas células normais mas iniciadas no
processo de carcinogénese (INCA, 2022).

No segundo estagio, essas células iniciadas sdo expostas aos agentes
oncopromotores, responsaveis pela transformacdo da célula iniciada em célula
maligna (INCA, 2022). De forma geral, esse processo ocorre apdés um longo e
continuado contato com o estimulo oncogénico. Nessa etapa, a depender dos danos
ocasionados, caso haja a suspensdo do agente agressor, 0 processo de
carcinogénese pode ser interrompido (Peters; Gonzalez, 2018).

A Ultima etapa é a progressdo, onde essa célula maligna geneticamente
alterada passa a proliferar de forma intensa e a ndo responder aos sinais de parada
da proliferacdo celular, propagando as mutacdes as suas células filhas, podendo
assim levar a formagao de uma neoplasia maligna propriamente dita (INCA, 2022).
Ainda nesse estagio, as células malignas podem sofrer a acdo de agentes
nomeados oncoaceleradores que sdo responsaveis em acelerar a carcinogénese e a
promover a instabilidade genética presente nessas células, as quais podem adquirir
ainda mais mutac¢des que auxiliam no processo de estabilizacdo e de progressao da
doenca (Hanahan; Weiberg, 2011; INCA, 2022).

Nos anos 2000, Hanahan e Weiberg propuseram seis caracteristicas
marcantes (Hallmarks) apresentadas por diferentes células cancerigenas que
permitem a sua sobrevivéncia e a progressao no processo tumorigénico, dentre os
quais incluem a autossuficiéncia em sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais
inibitérios de crescimento, a evasdo da apoptose, o potencial replicativo ilimitado, a
angiogénese sustentada, e a invasdo de tecido e metastase (Hanahan; Weiberg,
2000). Os autores relataram que cada uma dessas alteracdes na fisiologia das
células normais representa a capacidade de evasdo de um mecanismo de defesa
anticancer do organismo (Hanahan; Weiberg, 2000). Em 2011, com 0s avang¢os nas
pesquisas para o entendimento na biologia dos tumores, abrangendo agora os
estudos para além das células malignas de forma isolada, os autores adicionaram a
essa lista duas caracteristicas facilitadoras ou habilitadoras para a progressédo das
neoplasias malignas: a instabilidade genémica e a inflamagéo promotora de tumor, e
duas caracteristicas emergentes: a reprogramacdo do metabolismo energético das

células e a evasédo do sistema imune (Hanahan; Weinberg, 2011). Em 2022, essas
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caracteristicas, nomeadamente emergentes passaram a fazer parte das
caracteristicas marcantes das células cancerigenas (Hanahan, 2022).

Além disso, outras quatro caracteristicas importantes do céancer foram
propostas por Hanahan em 2022, que incluem o desbloqueio da plasticidade
fenotipica, areprogramacdo epigenética ndo mutacional, 0s microbiomas
polimorficos e as células senescentes (Hanahan, 2022). Assim, o conjunto de 14
caracteristicas marcantes do céancer abrange marcas ja consolidadas e em
ascensao, ilustrando a complexidade das doencas neoplasicas e a importancia do
desenvolvimento cientifico na compreensao da biologia e das multiplas facetas das

neoplasias malignas (Figura 1).

Figura 1 — As caracteristicas marcantes do cancer.
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Imagem representativa das caracteristicas marcantes, os “Hallmarks” do cancer. Fonte: Adaptado de
Hanahan, 2022.
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2.1.1 Microambiente tumoral

Com o entendimento do processo de carcinogénese, foi possivel avangar nos
estudos da biologia dos tumores onde, nas Ultimas décadas as doencas neoplésicas
malignas deixaram de ser estudadas de forma isolada e passaram a ser
compreendidas como parte de um ambiente que, juntamente com outros
componentes locais e recrutados, possibilitam a formacédo e a manutencao do tumor
maligno, nomeadamente microambiente tumoral (Langley; Fidler, 2011; Elia; Haigis,
2021; Feitosa et al., 2021).

O microambiente tumoral é compreendido como um conjunto de elementos
celulares e acelulares, que podem ser recrutados ou fazerem parte do estroma local,
que sao modulados pelas células tumorais e passam a exercer funcdes de forma e
colaborar com a manutencdo e a progressao da doenca (De Visser; Joyce, 2023).
Os componentes desse microambiente incluem populacbes heterogéneas e
interativas de células cancerigenas e células-tronco cancerigenas, células estromais,
células inflamatérias recrutadas, o parénquima transformado, fatores solUveis e
matriz extracelular alterada que interagem mutuamente em um ambiente altamente
imunomodulado (Visser; Joyce, 2023) (Figura 2, p. 26).

Esse ecossistema complexo com papel proeminente no desenvolvimento e na
progressao da doenca tem uma importante funcdo na resisténcia ao tratamento (El-
Tanani et al.,, 2024). Sendo assim, compreender os diferentes tipos de
microambiente de cada tumor passou a ser crucial para uma escolha mais assertiva
do tratamento de forma direcionada para cada doenca, podendo dessa forma, afetar

positivamente no prognostico da doencga (El-Tanani et al., 2024).
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Figura 2 — Composicao do microambiente tumoral.
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Componentes do microambiente tumoral e as interagfes entre as células tumorais, estromais e
imunes recrutadas. A modulagéo da resposta imune ao tumor bem como de processos que levam a
progressédo das neoplasias malignas como a transi¢éo epitélio-mesenquimal e a angiogénese podem
ser reguladas a partir de fatores sollveis secretados por células imunes e células tumorais. Além
disso, células do estroma local como os fibroblastos associados ao céncer pode desempenhar
importante papel na progressédo da doenca. GM-CSF: Fator Estimulante de Colénias de Granuldcitos
e Macréfagos; TGF-B: Fator de Crescimento Transformador Beta; IL-1B3: Interleucina 1 Beta; IL-6:
Interleucina 6; TNFa: Fator de Necrose Tumoral Alpha; TCR: Receptor de Células T; EROs: Espécies
reativas de oxigénio. Fonte: Adaptado de El-Tanani et al., 2024.

2.1.2 Mecanismos de evasdo da apoptose

As observacdes do desenvolvimento de células tumorais associam a
carcinogénese a evolucdo darwiniana, onde de forma semelhante, as células
tumorais adquirem alteracdes genéticas que as conferem vantagens evolutivas
possibilitando a sobrevivéncia da célula tumoral alterada (Nowell, 1976). Dentre
essas vantagens esta a evasao da morte celular (Green, 2018).

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um
processo fisioldgico responsavel pela manutencdo da homeostase tecidual sendo

uma das principais barreiras contra células alteradas e infectadas (Green, 2018).
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Podendo ser desencadeada por diferentes estimulos, como agentes quimicos, a
radiacdo e a acdo de hormdnios, a apoptose € necessaria durante o
desenvolvimento embrionario, no envelhecimento e no controle da proliferagdo como
mecanismo de defesa contra as respostas imunologicas e eliminacdo de células
danificadas ao longo de toda a vida (Morana; Wood; Gregory, 2022). Assim, 0
mecanismo de apoptose € crucial para o controle do desenvolvimento de diferentes
doencas, dentre elas o cancer.

A apoptose foi descrita pela primeira vez em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie
nos estudos do nematddeo Caenorhabditis elegans (Fadeel; Orrenius, 2005), onde
foi demonstrado que, das aproximadamente 1000 células geradas em adultos dessa
espécie, 131 sofreram morte por apoptose durante a morfogénese (Elmore, 2007).
Em 2002, o Prémio Nobel de Medicina foi concedido a Sydney Brenner, Robert
Horvitz e John Sulston, pela contribuicdo no campo da pesquisa em estudos sobre
apoptose (The Nobel Prize, 2002). Os mecanismos de apoptose sao frequentemente
desregulados no cancer (Kashyap; Garg; Goel, 2022). Assim, explorar componentes
apoptoéticos subjacentes a sua expressado na carcinogénese pode ajudar a rastrear a
progressao da doenca (Gerl; Vaux, 2005; Morana; Wood; Gregory, 2022).

Os mecanismos moleculares da apoptose sdo bem caracterizados e
envolvem a ativacdo de caspases por duas vias distintas; a via intrinseca, que é
acionada por danos mitocondriais, e a via extrinseca, iniciada pela ativacdo de
receptores de morte celular por ligantes especificos (Morana; Wood; Gregory, 2022).
A ativacdo molecular intrinseca e extrinseca da morte celular programada ¢€ ilustrada

na figura 3 (p. 28).
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Figura 3 — Mecanismo molecular da apoptose.

Ligantes de morte:
TNF-alpha, FASL, TRAIL

Receptores de
morte: - - - -
TNFR1. FAS, DRS | Via extrinseca Via extrinseca

Adaptadores: FADD, TRADD

Q Estimulos intrinsecos letais:
= Pro-caspase-8 Danos ag _DNA, e_zstre_sse Mitocondria
Pro-caspase-10 metabélico e hipoxia e

l

(—|-

BCL-2 Proteinas BH3

-
..—I ° - o

* ¢ MOMP , °

BCL-X, l .
MCL1 . ) . Citocromo C
L]
BAX e BAK . -
v 1 /
r :- atlvadas. b ,
c—'lbab 5 S \%\_’
BID B0 * .t
Caspase-8 ' o ® APAF1  Apoptossomo
Caspase-10 : SMAC oligomerizagio 1
& @ —
)
. ;Q Caspase-9
) g
® D « i <—J
Ce
Caspase-3 @ Caspase-3
Caspase-7 APOPTOSE Caspase-7

A ativacdo molecular das vias intrinseca e extrinseca da morte celular programada ocorre de maneira
interdependente, baseando-se em sinais especificos que iniciam cascatas de eventos moleculares
dependentes de energia, culminando na ativacdo das caspases iniciadoras e, por fim, na caspase-3
executora. A via extrinseca € iniciada por estimulos externos, mediados por ligantes de morte celular,
como TNF (fator de necrose tumoral), FASL (ligante associado ao antigeno FS-7) e TRAIL (ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF). Esses ligantes interagem com receptores de morte
especificos localizados na membrana plasmatica, como TNFR1 (receptor do fator de necrose tumoral)
FAS e DRS (receptores de morte). A ativacdo desses receptores resulta na formagdo do DISC
(complexo de sinalizagdo indutor de morte), que recruta proteinas adaptadoras e a pro-caspase-8,
levando a sua ativacdo. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a caspase-3 executora,
iniciando o processo de apoptose e também pode ativar o BID (dominio de interagcdo BH3) em tBID
(BID truncada), integrando a via extrinseca & via intrinseca ao promover a permeabilizagdo da
membrana mitocondrial externa (MOMP) por meio da ativagdo de BAX e BAK. Na via intrinseca, o0s
sinais internos, como estresse celular, danos ao DNA ou alterac¢des no reticulo endoplasmatico (ER),
resultam na ativacdo de proteinas pro-apoptéticas da familia Bcl-2, como BAX e BAK. Essas
proteinas promovem a MOMP, liberando fatores apoptogénicos como o SMAC e o citocromo ¢, que
interagem com o APAF (fator de ativacdo de protease apoptotica), culminando na ativagdo do
apoptossomo e da caspase-9 iniciadora. Ambas as vias convergem na ativacdo da caspase-3
executora, que degrada substratos celulares e leva a morte celular programada. Durante esse
processo, proteinas reguladoras como o BID que integra as vias intrinseca e extrinseca, MCL
(proteina antiapoptética) e XIAP (inibidor da apoptose) exercem papéis essenciais na modulacdo de
eventos moleculares. Fonte: Adaptado de Wani et al., 2023.
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As células tumorais desenvolveram diferentes estratégias para evitar a
apoptose, garantindo a sua sobrevivéncia e protecdo. Uma das principais estratégias
€ a superexpressao de proteinas antiapoptoticas e a inibicdo de proteinas pré-
apoptoticas. As células cancerigenas frequentemente aumentam a expressdo de
proteinas da familia de Leucemia/linfoma de células B 2 (Bcl-2), como Bcl-2 e Bcl-2
Extra Longo (Bcl-XL), que blogueiam a apoptose ao inibir a liberagéo do citocromo c
das mitocondrias, e inibem a ativacdo de proteinas como Bax e Bak impedindo,
assim, a ativacao da cascata de caspases e a morte celular programada. A reducao
ou a mutacdo dessas proteinas impedem que a célula siga esse caminho de morte
celular (Bairey et al., 1999; Hu et al., 2014; Kashyap; Garg; Goel, 2022).

Outro mecanismo € a ativagcdo de vias de sobrevivéncia celular,
especialmente as vias da Fosfatidilinositol 3-quinase e Proteina Kinase B (PI3K/Akt)
e das Quinase Ativada por Mitdgeno e Quinase Regulada por Sinal Extracelular
(MAPK/ERK) (Mishra et al., 2021; Sun et al., 2024). A via PI3K/Akt, em particular,
pode inibir diretamente proteinas pro-apoptoticas além de ativar proteinas envolvidas
na sobrevivéncia celular (Sun et al., 2024). As células tumorais também podem
diminuir a expressao ou a atividade das caspases, seja por inibicdo direta ou por
mutacBes genéticas que afetam a sua funcdo. Entre as alteracBes genéticas
associadas, a mutacéo do gene TP53 € uma das mais comuns. A p53, codificada por
esse gene, € uma proteina supressora de tumor que induz a apoptose em resposta a
danos ao DNA (Zhang et al., 2020). Quando mutadas, as células tumorais perdem
um importante sensor apoptoético, permitindo o acumulo de mutacdes sem que a
célula seja eliminada (Sun et al., 2024).

O microambiente tumoral desempenha um papel protetor para as ceélulas
neoplasicas, uma vez que células imunes associadas ao tumor secretam fatores de
crescimento e citocinas que ativam vias de sobrevivéncia, inibindo a apoptose e
promovendo a resisténcia tumoral (Jin; Jin, 2020). Outro mecanismo importante
envolve a producéo de enzimas antioxidantes que protegem as ceélulas contra danos
oxidativos (Jelic et al., 2021). Esses multiplos mecanismos que as células tumorais
utilizam para evadir da morte celular programada estéo relacionados a resisténcia as
terapias convencionais que visam a inducdo da apoptose para eliminar as células

tumorais.
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2.1.3 Estresse oxidativo e cancer

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas altamente reativas,
subprodutos principalmente da transferéncia de elétrons mitocondrial das células e
incluem principalmente o radical hidroxila, o anion superéxido e o peréxido de
hidrogénio que interagem com outros constituintes celulares, incluindo lipidios,
proteinas e 4cidos nucleicos (Juan et al., 2021). Além do metabolismo mitocondrial,
as fontes endogenas de espécies reativas incluem outras organelas como 0s
peroxissomos e o reticulo endoplasmatico, muitas atividades enzimaticas,
metabolismo de acidos graxos e células fagociticas (Martemucci et al., 2022). Em
altos niveis, as espécies reativas de oxigénio podem causar danos celulares
podendo levar & morte celular oxidativa (An et al.,, 2024). Como mecanismo de
evasdo da morte celular, as células tumorais evoluiram com um mecanismo
antioxidante eficiente a fim de resistir aos altos niveis de EROs derivadas da sua alta
taxa metabdlica (Gorrini; Harris; Mak, 2013; Perillo et al., 2020).

Enquanto as espécies reativas contribuem para a instabilidade genémica
podendo funcionar ainda como moléculas sinalizadoras para promover a proliferacao,
a migracdo, a invasdo, a angiogénese e a metastase celular, colaborando com a
progressdo da doenca (Cheung; Vousden, 2022), o aumento de EROs acima do
limite critico pode induzir a danos celulares promovendo a morte das células
tumorais, podendo esse mecanismo aumentar a sensibilidade das células aos
guimioterapicos, e assim suprimir o desenvolvimento do tumor (Perillo et al., 2020;
Dong et al., 2022). Além disso, as células tumorais tém intrinsecamente mais EROs
em comparagdo com celulas normais. Com isso, a geragao elevada de EROs torna
as células cancerosas mais suscetiveis ao estresse de reticulo endoplasmatico, o
que contribui para a ativacdo da apoptose (Bobrovnikova-Marjon et al., 2010; Huang;
Chen, 2013).

Dentre os danos celulares que culminam na morte da célula, os danos ao
DNA induzidos pelas EROs levam a modulacdo da expressao génica, modificacdes
de bases, delecdes, rearranjos cromossdmicos, quebra de fita e hiper e
hipometilacdo (Dizdaroglu; Jaruga, 2012; Martemucci et al., 2022). Devido a baixa
estabilidade e a falta de mecanismos de reparo ativo, 0 RNA é mais suscetivel aos

danos causados pelas EROs do que o DNA (Hofer et al., 2005). Esse acumulo de
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alteracdes no material genético pode contribuir para a instabilidade gendmica das
células cancerosas, assim como iniciar mecanismos de reparo o que pode culminar
na apoptose (Kim; Kim, 2018). Além disso, a oxidagéo de proteinas e lipideos podem
causar danos celulares importantes a membranas que resultem na morte celular (An
et al., 2024).

Na presenca de danos celulares ocasionados por espécies reativas, ocorre a
despolarizacdo da membrana mitocondrial a partir da captagéo de célcio elevando a
geracdo de EROs (Kim; Kim, 2018). Proteinas pro-apoptéticas se inserem na
membrana mitocondrial para aumentar a permeabilidade levando a liberacdo do
citocromo c ativando assim a maquinaria apoptética intrinseca (Kuwana et al., 2005).
Portanto, a facilitacdo do estresse oxidativo para iniciar a via da apoptose pode ser
uma estratégia terapéutica para a atividade anticancer.

Sendo assim, a modulacdo das espécies reativas no microambiente tumoral
tem o potencial de ser utilizada como estratégia direcionada a eliminacdo das

células cancerigenas (Figura 4).

Figura 4 — Possiveis estratégias terapéuticas anticancer relacionadas as EROs.
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nao suportam um novo aumento significativo de espécies reativas levando a danos celulares
irreversiveis promovendo a ativagéo da maquinaria apoptotica. Fonte: Adaptado de Perillo et al., 2020.

Desta forma, tem crescido o nimero de estudos investigando o potencial de
compostos capazes de modular o microambiente tumoral de forma a tornar o
estresse oxidativo um agente de inducdo de danos as células neoplasicas, sendo
um importante mecanismo de inducao de morte celular oxidativa no cancer. Algumas

substancias com esse fim séo ilustradas na figura 5.

Figura 5 — Estratégias de inducdo de morte celular oxidativa no cancer.
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GCLC, GPX4, TXN e TXNRD, tém o potencial de eliminar seletivamente células cancerigenas. EROS:
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Redutase. Fonte: Adaptado de An et al., 2024.
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2.1.4 Angiogénese associada aos tumores

A angiogénese é o processo de formagédo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes (Venkatakrishnan; Parvathi, 2022). E definida ainda como
um processo fisiolégico que ocorre na embriogénese e de forma transitéria no
processo de cicatrizacdo de feridas (Viallard; Larrivée, 2017; Or3oli'c et al., 2020),
estando ainda envolvido na fisiopatologia de algumas condi¢gbes patoldgicas como
em inflamag6es crbnicas associadas a asma, na artrite reumatoide, na retinopatia
diabética, na aterosclerose e em doencas gastrointestinais, como a doenca de
Crohn e ainda nas neoplasias malignas (Khalid et al., 2016). Esse mecanismo é um
processo critico no desenvolvimento do céncer, sendo ativado por oncogenes,
fatores de crescimento e em resposta a hipoxia, e a sua prevencdo pode limitar a
disponibilidade de nutrientes e oxigénio para as células tumorais, resultando em um
efeito antitumoral ainda mais pronunciado dos farmacos antitumorais (Garcia et al.,
2020).

Nos tumores sélidos de até 2 mm, o processo de obtencdo de oxigénio e
nutrientes pode ser realizado por difusdo. Tumores que excedem esse miliar
geralmente ativam mecanismos vasculares, devido a exposicdo a um ambiente
hipoxico, possibilitando a chegada desses compostos e auxiliando na progressao da
tumorigénese (Wei et al., 2021). Dentre os mecanismos vasculares utilizados pelas
células cancerosas, 0 mimetismo vasculogénico € um mecanismo derivado da
angiogénese tumoral em que células-tronco cancerosas se diferenciam em células
endoteliais malignas, que em combinacdo com componentes estromais, formam
estruturas vasculares que transportam nutrientes e eritrocitos para o tumor maligno
(Sun et al.,, 2016). Esse mecanismo secundario a angiogénese tumoral classica
reforca a importancia dos mecanismos vasculares na progressédo da doenca.

A formacdo de novos vasos sanguineos se da pela ativacdo de vias e de
processos cruciais na formacgao e na progressao tumoral. Dentre esses processos, a
hipoxia € um fator-chave responsavel pela ativacdo de fatores induzidos por hipoxia
(HIF) que quando ativados podem levar a transcricdo de genes envolvidos na
adaptacdo celular como na angiogénese, na proliferacdo e na sobrevivéncia
(Semenza, 2001; Marin-Hernandez et al., 2009). HIF-1 regula a expresséo de fatores

como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento
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transformador beta (TGF-B), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-B),
o ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), a eritropoietina (EPO) e os fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGFs) importantes no processo de formacao de
novos vasos (Lugano; Ramachandran, 2020). Além disso, a sinalizacdo de ERK e a
proteina quinase A dependente de AMPc (PKA) estéo relacionadas ao aumento da
expressdo de HIF-1 (Masoud; Li, 2015; Bullen et al.,, 2016). Outras vias de
sobrevivéncia reguladas na carcinogénese como a PI3K/Akt e das MAPK estéo
ainda relacionadas a angiogénese por aumentar os niveis de VEGF (Viallard,
Larrivée, 2017).

Os VEGFs sdo uma classe de citocinas que sdo reguladores-chave da
angiogénese a partir da ativacdo da sinalizacdo do VEGF em células endoteliais
ligando-se a tirosina quinases do receptor de VEGF (VEGFR1-3) (Ferrara; Gerber,
2003; Eulberg et al., 2022). Por esses meios, 0 VEGF pode estimular a proliferacao
e a sobrevivéncia das células endoteliais e aumentar a permeabilidade dos vasos
sanguineos, apoiando assim as demandas metabdlicas do tumor em crescimento,
além de possuir um importante papel na modulagcédo e na imunossupressao induzida
por tumores (Zhang et al., 2024). Interven¢Bes farmacoldgicas voltadas a reducao
desse processo podem promover alteracdes estruturais e funcionais do
microambiente do tumor promovendo a reducdo da progressao tumoral (Garcia et al.,
2020; Yuan et al., 2022).

Com esta finalidade, o avastin (Bevacizumab) foi o primeiro inibidor para o
controle da angiogénese aprovado pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos
(FDA) dos Estados Unidos da América (EUA). O Bevacizumab é um anticorpo
monoclonal utilizado para o tratamento de diferentes tipos de canceres, e que tem
como mecanismo de acdo a inibicdo da ligacdo do fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A) ao seu receptor, limitando a mitose das células endoteliais
(FDA, 2018; Garcia et al., 2020). Algumas estratégias antiangiogénicas utilizadas na

pratica clinica séo ilustradas na figura 6 (p. 35).
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Figura 6 - Estratégias antiangiogénicas visando o VEGF e 0s seus receptores.
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O aumento da concentracdo de VEGF no microambiente tumoral resulta na ramificacdo dos vasos
sanguineos pré-existentes. Diversas estratégias sdo empregadas para suprimir o crescimento das
redes vasculares facilitadas pelas células tumorais. Nessa etapa, agentes especificos podem interagir
diretamente com o receptor VEGF (como o Ramucirumabe), capturar VEGF livre (como o
Aflibercepte), neutraliza-lo (como o Bevacizumabe) ou inibir as tirosina-quinases do receptor, com
foco principalmente no receptor VEGF-2, impedindo sua fosforilagdo (como o Sorafenibe e o
Sunitinibe). A terapia combinada com agentes anti-PD-1 ou anti-PD-L1 (por exemplo,
Pembrolizumabe-lenvatinibe ou Avelumabe-axitinibe) supera as limitagbes dos agentes anti-VEGF,
vencendo o microambiente imunossupressor caracteristico de tumores sélidos. Fonte: Adaptado de
Ghalehbandi et al., 2023.

Devido a importancia da angiogénese no processo de manutencdo e de
progressao tumoral, os estudos sobre moléculas que tenham a funcdo de atenuar
esse processo sdo importantes formas de compreender e de modular o
microambiente tumoral (Zhang et al.,, 2024). Algumas substancias isoladas de
produtos naturais com a fungéo de bloquear a acdo do VEGF em células de cancer

de mama sao ilustrados na figura 7 (p. 36).
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Figura 7 — Efeito antiangiogénico de produtos naturais em células de céancer de
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Os fatores de crescimento endotelial vascular sdo uma classe de citocinas produzidas por células
tumorais que sao ativados por oncogenes, fatores de crescimento e estimulos hipdxicos estando
diretamente relacionados a angiogénese e na progressdo do cancer. Pré-farmacos de EGCG,
isoliquiritigenina, piperina e luteolina podem inibir diretamente os niveis de VEGFR e inibir as vias de
sinalizacdo PI3K e MAPK para afetar a angiogénese tumoral no cancer de mama. VEGF:Fator de
crescimento endotelial vascular; VEGFR: Receptor do fator de crescimento endotelial vascular;
GAB1/2: Proteina Adaptadora de Grb2-Associada 1/2; SRC: Proto-oncogene Src; PI3K:
Fosfatidilinositol-3-quinase; AKT: Proteina Quinase B; PTEN: Fosfatase e Homoélogo de Tensina; ScK:
Src Quinase; VRAP: Proteina associada ao VEGFR; FAK: Quinase de Adesao Focal; MKK3/6:
Quinase de MAP 3/6; p38: Proteina Quinase p38; MAPK: Quinase de Proteina Ativada por Mitégenos;
HSP27: Proteina de Choque Térmico 27; MEK: Quinase de MAP/ERK; ERK1/2: Quinase Regulada
por sinal extracelular 1/2.Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2024.
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2.2 Carcinoma de Ehrlich

Nos ultimos anos, os avancgos tecnologicos significativos nos estudos voltados
para o desenvolvimento de potenciais farmacos proporcionaram o aprimoramento de
metodologias e de equipamentos capazes de simular condicbes patoldgicas de
maneira cada vez mais eficaz (Lo; Karlsson; Kuo, 2020; Honkala et al., 2021). No
entanto, em algumas doengas, como o cancer, o desenvolvimento de modelos
experimentais que reproduzam de forma completa a complexa interagdo entre as
células tumorais, o microambiente tumoral e o sistema biolégico do hospedeiro ainda
representa um grande desafio (Honkala et al., 2021). Nesse contexto, os modelos
animais tornam-se ferramentas indispensaveis, permitindo uma maior compreensao
dos processos biolégicos envolvidos na progressdo tumoral e na resposta
terapéutica, desempenhando um papel crucial na validacéo pré-clinica de eficacia e
da seguranca de candidatos a farmacos (Bahcecioglu et al., 2020).

Dentre os diferentes modelos experimentais nas pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de potenciais farmacos antitumorais, o carcinoma de Ehrlich
ascitico, juntamente com os modelos tumorais murinos Sarcoma 37 (S37), Sarcoma
180 (S180) e Walker 256, destacam-se como pioneiros nos estudos experimentais
voltados a compreensdo da biologia tumoral e na avaliacdo de terapias
farmacoldgicas direcionadas ao cancer (Devita; Chu, 2008). O tumor de Ehrlich foi
descrito pela primeira vez em 1896 pelo quimico alemao Paul Ehrlich como um
adenocarcinoma mamario de origem epitelial maligna que surgiu espontaneamente
em camundongos (Dagli; Guerra; Saldiva, 1992; Matsuzaki et al., 2006).

Esse modelo €& caracterizado como um carcinoma indiferenciado,
originalmente hiperdiploide, altamente maligno, sem regressao espontanea, de
rapido crescimento e de comportamento agressivo, capaz de proliferar em quase
todas as linhagens de camundongos (Nascimento et al., 2006). Essa alta capacidade
proliferativa em diferentes linhagens murinas deve-se, provavelmente, a auséncia de
antigenos especificos de transplante tumoral, o que o torna um modelo relevante
para estudos oncoldgicos (Chen; Watkins, 1970; Ozaslan et al., 2011; Feitosa et al.,
2021).

O tumor de Ehrlich pode se desenvolver em duas formas distintas: sélido,

guando inoculado por via subcutanea ou intramuscular, e ascitico, quando as células
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tumorais sao introduzidas por via intraperitoneal (Dagli; Guerra; Saldiva, 1992). Essa
resolucao torna o modelo util para a avaliacdo de diferentes apresentacfes tumorais
(Radulski et al., 2023). A forma ascitica do tumor de Ehrlich caracteriza-se por
preencher a cavidade peritoneal com células malignas e fluido ascitico,
desencadeando reacdes inflamatorias locais, principalmente devido ao aumento da
permeabilidade vascular, o que favorece o crescimento tumoral (Haldar et al., 2010).
As células apresentam uma rapida proliferacdo, com pico de crescimento no 6° dia
apos a inoculacdo, apresentando células pleomorficas, anaplasicas, com alta razéo
ndcleo-citoplasma, nucleo com cromatina frouxa e multiplos nucléolos (Segura;
Barbero; Marquez, 2000).

Altamente transplantavel e de facil manipulacdo, o carcinoma de Ebhrlich
ascitico tornou-se amplamente reconhecido por sua semelhanca com tumores
humanos, especialmente aqueles mais sensiveis a quimioterapia, devido a sua
rapida taxa de crescimento (Ozaslan et al., 2011). Assim, € amplamente utilizado
para investigar a eficdcia de compostos quimioterapicos e substancias bioativas de
origem natural ou sintética (Moyen et al., 2024; Shiomi et al., 2024; Haque et al.,
2024; El-Sayed et al., 2024). Além disso, o modelo tem sido utilizado em estudos
que envolvem a compreensdo dos mecanismos bioldgicos, tumorigénicos,
fisiopatoldgicos, bioquimicos, imunologicos e farmacoldgicos aplicados ao cancer,
consolidando a sua relevancia na oncologia experimental (Matsuzaki et al., 2006;
Feitosa et al., 2021).

O desenvolvimento do tumor de Ehrlich é marcado por uma série de
alteracdes complexas e interligadas no organismo do hospedeiro, refletindo a
agressividade e a evolucdo do cancer no contexto experimental do modelo,
comprometendo, assim, a homeostasia do organismo (Feitosa et al., 2021). A
formacao da ascite tumoral associada a proliferagcéo celular gera uma presséo intra-
abdominal elevada, o que pode levar a dificuldades respiratérias e alteracdes no
sistema circulatorio dos animais (Radulski et al., 2023). Além disso, 0
desenvolvimento e a progressao do tumor de Ehrlich podem causar alteracdes na
func@o hepatica, renal e cardiaca, devido ao aumento da carga metabdlica e a
liberacdo de substancias inflamatorias (Feitosa et al., 2021).

O tumor de Ehrlich ascitico provoca ainda alteragdes no sistema imune dos

animais que podem ser observadas a partir do segundo dia apos a inoculagdo das
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células tumorais, com reducao de linfécitos T CD4* e CD8*, e aumento de células B
e macrofagos esplénicos (Segura; Barbero; Marquez, 2000). No timo, os danos séo
observados mais tardiamente, marcado pela deplecéo de linfocitos T CD4" e CD8*
circulantes (Mandal et al., 2006). Embora a presenca do tumor deflagre uma
resposta imune, o microambiente tumoral imunossupressor do tumor facilita a
evasdo do sistema imunoldgico (Feitosa et al., 2021).

O desenvolvimento do tumor de Ehrlich é marcado por um processo
inflamatorio sistémico, com neutrofilia, aumento de macrofagos, trombocitopenia e
esplenomegalia (Fecchio et al., 1995; Segura; Barbero; Marquez, 2000). Os
neutrdéfilos sdo células importantes no desenvolvimento do tumor de Ehrlich na sua
forma ascitica sendo responséveis por controlar o desenvolvimento do tumor em
animais suscetiveis, e acentuar o desenvolvimento do tumor em camundongos que
sao resistentes ao desenvolvimento tumoral (Bergami-Santos; Barbuto, 2004).

A agressividade e a resisténcia das células de Ehrlich estédo relacionadas a
superexpressdo da proteina de choque térmico 70 (HSP70) chaperona, que €
responsavel pela proliferacéo, pela invasado, pela metastase e pelo controle da morte
celular (Abdin et al., 2014). Assim, o tumor de Ehrlich € um modelo tumoral pré-
clinico multifacetado com diferentes aplicabilidades nos estudos voltados a oncologia

experimental.

2.2.1 Padronizac¢ao do carcinoma de Ehrlich ascitico

Devido a importancia do modelo murino de carcinoma de Ehrlich ascitico na
oncologia experimental, especialmente em testes pré-clinicos de potenciais agentes
antitumorais, diversos ensaios podem ser explorados para a avaliagcdo do efeito
antitumoral. Além disso, ha divergéncias quanto aos parametros iniciais que
influenciam o desenvolvimento, a progressao e a resposta do tumor as substancias
testadas. Diante disso, a padronizacdo do modelo de tumor de Ehrlich em sua forma
ascitica foi realizada no Laboratério de Biologia Celular da UFAL, considerando
diferentes fatores, como a idade dos animais, a quantidade do inéculo tumoral e 0
tempo de andlise, utilizando distintas metodologias que permitem mensurar a

atividade antitumoral de substancias de origem natural ou sintética.
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Os dados referentes a padronizacdo do tumor de Ehrlich ascitico estédo
apresentados no meu Trabalho de Conclusdo de Curso em Ciéncias Bioldgicas, na
modalidade bacharelado - UFAL (Santos, 2023), e na tese de doutorado da doutora
Tayhana Souza (Souza, 2022). A definicAo da quantidade de inéculo tumoral foi
baseada em uma revisao da literatura e em testes preliminares realizados no LBC,
nos quais se observou que o desenvolvimento tumoral pode ser controlado a partir
do namero de células inoculadas. Dessa forma, adotou-se o inoculo de 5 x 108
células para a inducdo tumoral.

Inicialmente, observou-se que a idade dos animais influenciou a progressao
do tumor. Camundongos Swiss fémeas mais velhos (14 a 20 semanas) mostraram-
se mais suscetiveis ao desenvolvimento tumoral em compara¢édo aos mais jovens (5
a 7 semanas). Com base nesses achados, determinou-se uma janela etaria de 10 a
14 semanas para a inducdo tumoral, periodo no qual foram preservados o
desenvolvimento, a progressdo e a agressividade do tumor, levando-se em
consideracdo também o bem-estar dos animais.

Apés investigar a cinética da progressao tumoral, observou-se a formacao do
tumor a partir do 6° dia apds a inoculacdo das células tumorais, com avaliacao de
parametros como ganho de peso associado ao tumor, medidas abdominais, volume
ascitico, celularidade e acompanhamento macroscOpico por imagens. Esses
parametros foram mais evidentes nos dias 11, 16 e 21 apds o indculo, apresentando
um aumento progressivo ao longo do periodo avaliado. Entretanto, ao analisar um
importante marcador de progressdo no microambiente tumoral, verificou-se que o
guantitativo de espécies reativas de oxigénio intracelular permaneceu constante em
células recuperadas da ascite tumoral. Diante disso, foi selecionado o tempo de 11
dias para a analise. Além disso, o tumor demonstrou resposta ao farmaco
guimioterapico controle, 5-fluorouracil, apoés 5 dias de tratamento, estabelecendo,
assim, os dias do protocolo experimental da seguinte forma: dia 1 — indug&o tumoral,

dias 6 a 10 — tratamentos; e dia 11 — ponto final do protocolo experimental.
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2.3 Tratamentos e produtos naturais como fonte de bioativos na farmacologia

do cancer

Apesar de uma quantidade substancial de conhecimento acumulado sobre a
epidemiologia da maioria dos tipos de canceres, incluindo as suas causas, 0
tratamento eficaz de diversas dessas doencas ainda tem sido bastante estudado em
diversas partes do mundo.

A cirurgia foi a primeira forma de tratamento dirigida a essas doengas, com
registros que datam de cerca de 1600 a.C. (Breasted, 1930). Embora rudimentar,
essa abordagem foi aprimorada ao longo dos séculos, formando uma base sélida
para as praticas cirurgicas atuais utilizadas no tratamento de diversas condi¢des
patologicas (Breasted, 1930; Wyld; Audisio; Poston, 2015). Com o tempo, outras
terapias comecaram a ser exploradas, como a radioterapia, que foi decisivamente
fortalecida pela descoberta dos raios X por Marie Curie em 1898 (Devita; Chu, 2008).

Posteriormente, ap6és a Segunda Guerra Mundial, a quimioterapia emergiu
como uma importante adicdo ao arsenal terapéutico, com o0 advento de
medicamentos como a mostarda nitrogenada, usada no tratamento de leucemias e
linfomas (Goodman et al., 1946; Devita; Chu, 2008; Falzone; Salomone; Libra, 2018).

O desenvolvimento da biologia molecular, nos anos seguintes, proporcionou
uma compreensdo mais aprofundada da biologia tumoral para além das células
isoladas, 0 que levou ao surgimento das terapias direcionadas. Essas terapias,
focadas em mecanismos imunoldgicos e alvos especificos nas células tumorais,
ampliaram ainda mais as opc¢des terapéuticas no tratamento do cancer (Bergholz et
al., 2020). Assim, o uso de abordagens combinadas, como cirurgia, radioterapia,
guimioterapia e terapias-alvo, tornou-se uma estratégia comum para tratar diferentes
tipos de canceres.

A gquimioterapia é a forma de tratamento mais utilizada em diversos tipos de
canceres devido a sua alta eficacia e pela possibilidade de combina¢cdes com outros
tipos de tratamento (Sordo-Bahamonde et al., 2023). Na década de 1940, o
entendimento de que substancias quimicas poderiam interromper o crescimento das
células cancerigenas melhorando a resposta dos pacientes com neoplasias
metastaticas aos outros tipos de tratamento, abriu caminhos para o desenvolvimento

de farmacos quimioterapicos que visam inibir a divisdo celular e induzir a morte das
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células malignas (Devita; Chu, 2008). Entretanto, apesar de sua eficacia, o principal
entrave na quimioterapia sdo os graves efeitos adversos que estes medicamentos
apresentam, como a mielossupressdo e disturbios nos sistemas cardiovascular,
gastrointestinal e respiratorio, sendo necessaria a busca pelo desenvolvimento de
farmacos cada vez mais especificos para as células tumorais (Karati; Kumar, 2023).

Os produtos de origem natural, caracterizados por sua diversidade estrutural,
fontes abrangentes e multiplas atividades biolégicas, surgiram como uma alternativa
na busca de moléculas bioativas no tratamento de diversas doencas, dentre elas o
cancer (Newman; Cragg, 2020; Huang et al., 2022; Zhang et al., 2024). O uso de
produtos naturais, como plantas medicinais para o tratamento de doencas datam de
tempos antigos, quando civilizagbes como a egipcia, a grega e a chinesa ja
utilizavam preparados de plantas para aliviar os sintomas e combater enfermidades
(Farnsworth et al., 1985). Com o avanco da ciéncia e da farmacologia, o0 interesse
por essas substancias se intensificou, levando a investigacdo de seus compostos
bioativos, que podem atuar de maneira seletiva sobre células tumorais, oferecendo
alternativas terapéuticas ao tratamento convencional (Newman; Cragg, 2020).

O desenvolvimento de farmacos anticancer derivados ou inspirados em
produtos naturais tem crescido nos ultimos anos. Levantamentos recentes indicaram
que, entre os anos de 1981 e 2019, apenas 15,7% do total de medicamentos
anticancer derivados de pequenas moléculas foram totalmente originados de fontes
sintéticas, o que evidencia a notavel contribuicdo dos produtos naturais para o
desenvolvimento de farmacos antitumorais (Newman; Cragg, 2020). Os diversos
alvos envolvidos na resposta antitumoral de moléculas naturais podem estar
relacionados ao crescente interesse nos estudos voltados para essa terapia.

Muitos produtos naturais exercem efeitos antitumorais por meio da regulacao
da mitose, levando a inducdo da morte celular (Steinmetz; Prota, 2018). Os
medicamentos antimitéticos classicos derivados de produtos naturais possuem uma
ampla gama de usos clinicos. Exemplos desses farmacos incluem o Taxol, o Sulfato
de Vimblastina, o Sulfato de Vincristina, o Sulfato de Vindesina e o Irinotecano,
utilizados no tratamento de diferentes tipos de canceres (Huang et al., 2022). Alguns
produtos naturais com potencial para induzir a morte celular programada em células
de cancer de mama sao ilustrados na figura 8 (p, 43). Os produtos naturais oferecem

uma promessa substancial para o desenvolvimento de farmacos anticancer.
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Figura 8 — Produtos naturais com potencial em induzir a apoptose em células de

cancer de mama.
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Membros da familia do fator de necrose tumoral (TNF) e receptores de ligante indutor de apoptose
associado ao TNF (TRAIL) ativam receptores de morte para iniciar a via extrinseca da apoptose. A
caspase-8 e a caspase-3 ativadas desencadeiam a fase executiva da apoptose. As proteinas da
familia do linfoma de células B 2 (Bcl-2) controlam a ativacdo de vias intrinsecas através das
mitocéndrias, ativando a caspase-9 e apaf-1 e, finalmente, a caspase-3, levando a apoptose
intrinseca. A curcumina, o resveratrol, a quercetina e o kaempferol inibem efetivamente as proteinas
da familia Bcl-2 e promovem a apoptose. A apigenina e a berberina promovem a apoptose ativando o
p53. A isoligiritigenina ativa diretamente a caspase-3 e promove a apoptose em células de cancer de
mama. Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2024.

2.4 Propriedades bioativas de Abelmoschus esculentus

O consumo de componentes fitoquimicos de plantas pode desempenhar um
papel essencial na prevencdo e no tratamento de muitas doencas. A fitoterapia,

pratica milenar baseada no uso de plantas medicinais para tratar doencas, remonta
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as civilizacdes antigas, como a egipcia, mesopotamica, indiana e chinesa. Escritos
antigos descrevem a categorizacdo e o0 uso terapéutico de diferentes espécies
vegetais que influenciaram a medicina ocidental (Petrovska, 2012; Heinrich et al.,
2023). Com o advento da quimica no século XIX, principios ativos de planta
puderam ser isolados e investigados, o que fortaleceu a base cientifica da fitoterapia
(Cragg; Newman, 2005). A exemplo de substancias isoladas de plantas com uso
terapéutico até os dias atuais tém-se exemplos amplamente difundidos, como a
morfina e a aspirina, que foram responsaveis por grandes avan¢os no tratamento de
sintomas de diferentes doencas (Dutra et al., 2016).

Atualmente, a fitoterapia integra os sistemas de salde complementares,
destacando-se por sua abordagem holistica e pelo uso sustentavel dos recursos
naturais. No Brasil, 0 uso de produtos naturais com finalidades medicinais tem sido
ampliado por meio da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), que promove pesquisas e acdes relacionadas as plantas medicinais e
fitoterdpicos. A Chamada Publica n° 5/2024 da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e
Inovacao e do Complexo Econbémico-Industrial da Saude (SESCTICS), reforca o
objetivo de inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servicos vinculados a fitoterapia
no Sistema Unico de Saude (SUS), assegurando seguranca, eficacia e qualidade,
em consonancia com as diretrizes da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no SUS (Ministério da Saude, 2024).

O Abelmoschus esculentus L. Moench, conhecido popularmente como
quiabeiro, € uma espécie vegetal anual arbustiva pertencente a familia Malvaceae
amplamente cultivada em paises com clima tropical e subtropical (Al-Shawi et al.,
2021). Originaria da Africa, a espécie Abelmoschus esculentus é uma planta que
atinge no maximo 5 pés de altura sendo uma dicotiledénea, possuindo flores
amarelas hermafroditas e apresenta um alto valor econdmico quando comparados
as outras espécies do mesmo género (Al-Shawi et al., 2021). E uma espécie
comestivel e seu fruto, conhecido como quiabo ou dedo-de-moca em diferentes
paises, é recoberto por tricomas e colhido 60-70 dias apds o plantio (Fatima et al.,
2024), sendo amplamente utilizado na culinaria em diferentes lugares do mundo
(Islam, 2019) (Figura 9, p. 45).



45

Figura 9 — Imagens do fruto de Abelmoschus esculentus.
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Fonte: Adaptado de Al-Shawi et al., 2021.

Devido ao seu amplo valor nutricional por conter vitaminas, fibras,
carboidratos, proteinas e minerais, o quiabo tem sido indicado como um alimento
nutracéutico e para o tratamento de doencas (Mishra et al., 2017; Elkhalifa et al.,
2021). Os compostos bioativos do quiabo possuem diferentes atividades biologicas
descritas, como as acfes anti-inflamatéria, antibacteriana, antioxidante, antifingica,
imunomoduladora, gastroprotetora, antidiabética, hipolipemiante,
neurofarmacoldgica e cicatrizante (Xia et al., 2015; Islam, 2019; Al-Shawi et al., 2021,
Geng et al., 2022; Kwok et al., 2025).

Além disso, diferentes estudos relataram um potencial antitumoral in vitro de
moléculas isoladas de diferentes partes dessa espécie vegetal contra linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB231), colorretal (CT26), cancer
hepatico (HepG2), cancer cervical humano (HelLa), leucemia de células T (Jurkat),
glioblastoma (U84) e melanoma (B16F10) (Monte et al., 2013; Monte et al., 2014,
Xia et al., 2015; Chaemsawang et al., 2019; Musthafa et al., 2021; Deng et al., 2020;
Gamal-Eldeen et al., 2022; Geng et al., 2022; Kwok et al., 2025).

Um estudo recente demonstrou o potencial antiproliferativo mediado por
efeitos imunomodulatérios do extrato etandlico do fruto de Abelmoschus esculentus
em modelo de cancer de mama sélido induzido em ratos por N-methyl-N-nitrosourea
por reduzir a espessura da glandula mamaria de ratas (Pramudva et al., 2022). Em
outro estudo, o extrato das flores do quiabo apresentou efeito antiproliferativo contra
0 modelo de xenoenxerto de tumor colorretal (CT26) induzido em camundongos
(Deng et al., 2020). Entretanto, o efeito antitumoral in vivo e seus efeitos associados

do extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus ainda € desconhecido.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral do extrato aquoso obtido a partir do fruto de
Abelmoschus esculentus (L.) Moench no modelo murino de tumor de Ehrlich ascitico
(tEa).
3.2 Objetivos especificos
1. Avaliar o efeito do extrato do fruto de Abelmoschus esculentus (EAE) sobre o

ganho de peso, circunferéncia abdominal, volume tumoral e acompanhamento por

imagens no modelo de tEa;

2. Avaliar o efeito do extrato de EAE na morfologia e morte celular no modelo de
tEa;
3. Avaliar o efeito do extrato de EAE na producdo de espécies reativas de

oxigénio intracelular em células recuperadas da ascite tumoral,

4, Avaliar o efeito do extrato de EAE na angiogénese associada ao tEa;

5. Avaliar o efeito do extrato de EAE no tempo de sobrevivéncia de animais
portadores do tEa;

6. Investigar os possiveis efeitos sistémicos (analise histopatoldgica do figado,
rim, timo e baco, analise dos leucdcitos circulantes e das células da medula 6ssea)

do EAE em animais portadores do tEa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e solucgbes

O farmaco 5-fluorouracil (cédigo 734940) foi adquirido da empresa Libbs. O
isoflurano foi adquirido da BioChimico. A solucdo salina tamponada com fosfato
(P4417-100) e a hematoxilina (cédigo 90002670067) foram obtidas da RENYLAB. A
eosina (E1007.01.AD) foi adquirida da LABSYNTH. O composto 4',6-diamidino-2-
fenilindol dihidrocloreto conhecido como DAPI (D9542), o Entellan (1.07960.0500) e
o corante Azul de Tripan (T8154) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (MO, EUA). O
paraformaldeido (30525-89-4) foi obtido da Vetec. O iodeto de propideo (P3566), a
Laranja de acridina (A1301) e o soro bovino fetal foram adquiridos da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA). O corante cristal violeta para a preparacao da solucéo de Turk
(codigo 3017) e a parafina (8012-95-1) foram adquiridos da Dinamica Brasil. O xilol
(x09738RA) foi obtido da Exodo Scientific, a gentamicina da NovaFarma, e o
Marcodine iodopovidona e o tiopental foram adquiridos da Cristalia.

4.2 Obtencao do extrato

O extrato aquoso do fruto da espécie vegetal Abelmoschus esculentus (L.)
Moench, conhecido popularmente como quiabo, foi preparado por pesquisadores
colaboradores desta pesquisa no Laboratorio Terras Raras do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O fruto do
quiabeiro (Abelmoschus esculentus) foi coletado no municipio de Campina Grande,
estado da Paraiba, Brasil, em 10 de marco de 2018, as 08:00 horas.

O cadastro do projeto de pesquisa relacionado a espécie vegetal foi realizado
pelo prof. Dr. Severino Alves Junior no Sistema de Cadastro e Gestdo de Patriménio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

Para a obtencado do extrato aquoso do quiabo, 200 g do fruto inteiro, incluindo
as sementes, foram cortados e submersos em agua por um periodo de 24 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a filtragem do conteudo total para a
coleta do extrato soluvel. O extrato obtido foi mantido a -40 °C e liofilizado para a

remocao da agua a frio a fim de preservar as propriedades do extrato.



48

4.3 Solubilizacao do extrato

O extrato do quiabo (Abelmoschus esculentus) foi dissolvido em solugao
salina tamponada estéril (PBS, pH 7,0) de acordo com as concentra¢des avaliadas e

imediatamente injetado nos animais via intraperitoneal.

4.4 Animais

Para este estudo, foram utilizados camundongos fémeas (Mus musculus) da
linhagem Swiss de 10-14 semanas de idade e pesando 25 + 10 g. Os animais foram
obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacéo Bioldgica na Area da Ciéncia em
Animais de Laboratério (CEMIB - Campinas, SP) com aproximadamente 4 semanas
de idade e mantidos no biotério setorial do Laboratorio de Biologia Celular (LBC) do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (ICBS) para ambientacao.

Os camundongos foram mantidos em grupos de 5 animais por gaiola
fabricada de polipropileno leitoso com dimensdes de 45 x 60 x 25 cm (Largura x
Comprimento x Altura) e teto de aramado inoxidavel, em gabinetes ventilados com
exaustao filtrada de ar e condi¢cBes controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro
de 12-12 horas), temperatura (20 £ 2 °C) e umidade (40 - 60%). Os animais foram
mantidos com alimentacado e agua ad libitum.

Todos os protocolos experimentais deste estudo estavam em conformidade
com as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In vivo Experiments)
sendo aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da UFAL (CEUA n° 20/2019 -
ANEXO 1).

4.5 Manutencgédo da matriz tumoral doadora

As células do tumor de Ehrlich foram gentilmente cedidas pela profa. Dra.
Ivone Antbnia de Souza do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia
Experimental do Departamento de Antibiticos do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife-PE, Brasil).

As células foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss

fémeas por 11 dias a partir da inoculacao das ceélulas, sendo realizado o transplante
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tumoral apos esse periodo. Para isso, o animal doador matriz do tumor de Ehrlich foi
morto por superdosagem de anestésico tiopental (200 mg/kg, i.v). ApOs a antissepsia
da regido abdominal do animal com alcool 70% e alcool iodado, o peritbnio foi
exposto para a puncao da ascite tumoral. As células obtidas foram avaliadas quanto
a viabilidade pelo método de exclusdo com o corante azul de Tripan (Strober, 2015).
5 x 10° de células obtidas do lavado peritoneal foram suspensas em 0,5 mL de
solucdo salina-fosfato estéril (PBS, pH 7,0) contendo antibiético (gentamicina 40
pg/mL) e o sobrenadante tumoral obtido por centrifugacéo de parte da ascite tumoral.

A solucédo foi inoculada intraperitonealmente (i.p.) acima da mama superior
esquerda do animal receptor saudavel apds a antissepsia local. A inducao tumoral, a
manutengdo, o monitoramento do desenvolvimento tumoral e o esquema de
tratamento foram realizados de acordo com o protocolo de padronizagdo do tumor
de Ehrlich ascitico estabelecido na UFAL (Santos, 2023).

4.6 Inducao tumoral e grupos experimentais

As células de um animal da matriz doadora do tumor de Ehrlich ascitico no
11° dia de inducao tumoral foram utilizadas para a inducdo do tumor nos animais
experimentais. O dia da induc¢do tumoral foi considerado o dia 1 do protocolo
experimental.

25 camundongos foram distribuidos de forma randomizada em 5 grupos (5
animais por grupo). Apos ambientados, os animais foram inoculados (i.p.) com 5 X
10° de células do tumor de Ehrlich e mantidos por 5 dias. No 6° dia do tumor, os
animais foram tratados por 5 dias consecutivos de acordo com os tratamentos
descritos (tabela 1, p. 50). O delineamento experimental foi ilustrado na figura 10 (p.

50). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Tabela 1 - Grupos experimentais e tratamentos.

Grupo Descricao
Controle n&o tumoral (NT) Animais saudaveis tratados com PBS estéril
(0,1 mL/Kg, i.p)
Controle tumoral (TM) Animais tumorizados tratados com PBS estéril

(0,1 mL/Kg, i.p.)
Controle quimioterépico (5-FU)  Animais tumorizados tratados com 5-fluorouracil
(25 mg/Kg, 1.p.)
Extrato aquoso de Abelmoschus Animais tumorizados tratados com EAE (25
esculentus (EAE 25) mg/Kg, i.p.)
Extrato aquoso de Abelmoschus Animais tumorizados tratados com EAE (100
esculentus (EAE 100) mg/Kg, i.p.)

Os grupos experimentais foram formados por camundongos Swiss fémeas (5 animais por grupo em
cada experimento) que foram inoculados ou ndo com as células do tEa e tratados por 5 dias
consecutivos de acordo com o tratamento descrito.

Figura 10 — Delineamento experimental.
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Imagem representativa do protocolo experimental realizado para o acompanhamento do
desenvolvimento do tumor e avaliacdo do efeito antitumoral do extrato de Abelmoschus esculentus.
SP (sangue periférico), MO (medula 6ssea) e EROs (espécies reativas de oxigénio). Imagem criada
na plataforma BioRender.com.
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4.7 Andlise dos parametros de medidas do desenvolvimento tumoral

Para o acompanhamento do crescimento tumoral, nos dias 1, 6 e 11 do
protocolo experimental, foram monitorados o ganho de peso e a circunferéncia
abdominal dos animais verificada utilizando uma fita métrica. Foi realizada a captura
de imagens fotogréficas e de raio-X utilizando o Sistema de Imageamento In-Vivo
MS FX PRO — Bruker. A partir das imagens de raio-X foi realizada a quantificagéo da

area peritoneal dos animais (Figura 11).

Figura 11 — Esquema de quantificacao da area peritoneal a partir de imagens de

raio-X de camundongos portadores do tEa.

v promarchive .

Imagem representativa da captura de imagem radiogréfica no Sistema de imageamento In-Vivo MS
FX PRO — Bruker. A quantificag8o da area peritoneal foi realizada utilizando o software Image J.
Fonte: Santos, 2023.

No 11° dia, ap0s a morte dos animais, a ascite tumoral foi coletada para a
quantificacdo do volume e peso do contetdo ascitico, e do quantitativo de células
totais, tumorais e células mortas presentes no tumor utilizando o corante azul de
Tripan. A taxa de inibicdo do crescimento tumoral (ICT) foi calculada a partir da
contagem de células tumorais presentes no tumor (Morsi et al., 2022) utilizando a

equacao:

ICT = [(média de células tumorais do grupo controle - média de células tumorais do

grupo tratado) / média de células tumorais do grupo controle] x 100

O percentual do ganho de peso e da circunferéncia abdominal no dia 11 foi
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determinado em relacdo ao mesmo animal no dia 1 do protocolo experimental de

acordo com a equacao:

Percentual (%) = (Medida final — Medida inicial) / Medida inicial x100

Para avaliar a sobrevida de animais portadores do tumor tratados com o EAE,
em um outro conjunto experimental, os animais foram induzidos com o tumor (7
animais por grupo), tratados e avaliados diariamente quanto ao tempo médio de
sobrevivéncia e ao incremento na expectativa de vida (Nicol, Prasad, 2006). A
analise de sobrevivéncia foi realizada a partir do monitoramento diario dos Obitos
nao induzidos apds o 11° dia do protocolo experimental.

O Tempo médio de sobrevida (TMS) foi calculado de acordo com a equacao:

TMS = dia do primeiro 6bito + dia do ultimo 6bito / 2

A taxa de incremento de expectativa de vida (IEV) foi calculada de acordo
com a equacao:
IEV=(T-C)/C x 100

Onde T se refere ao TMS dos animais tratados e C representa o TMS dos animais

do grupo controle.

4.8 Andlise morfoldgica das células do tumor de Ehrlich ascitico

Para analisar a morfologia das células do tEa, as células coletadas da ascite
tumoral foram citocentrifugadas (1500 rpm por 5 minutos) (Centrifuga CTT-2000 -
Cienttece) e coradas com o kit de coloracdo Pandtico Rapido. As fotomicrografias
foram registradas no microscopio oOptico (Olympus IX70) para a analise da
morfologia celular. Como anélise morfométrica, a area nuclear das células tumorais
foi delimitada e quantificada utilizando o software Image J do National Institutes of
Health (NIH, EUA).

Para a analise da morfologia nuclear, as células citocentrifugadas foram
fixadas em paraformaldeido 4% e marcadas com o corante fluorescente DAPI (10

pMg/mL) (Lingaraju et al.,, 2018). As células foram fotografadas no microscépio
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invertido de fluorescéncia (Nikon Eclipse 50i).

4.9 Marcacdao fluorescente com laranja de acridina e iodeto de propideo

A andlise de morte celular foi realizada utilizando a dupla coloracdo com
laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP) (Bank, 1988; Tang et al., 2021).
Laranja de acridina é um corante catiénico fluorescente que penetra tanto em células
vivas quanto em células mortas, intercalando-se no DNA e corando o nucleo de
verde. J4 o iodeto de propideo também se intercala no DNA, mas apenas de células
gue perderam a integridade da membrana, corando o nucleo de laranja ou vermelho
(Dutta et al., 2019).

As células coletadas de ascite tumoral (1 x 10°) foram suspensas em uma
solugéo contendo 5 pg/mL de LA e 5 pg/mL de IP por 2 minutos e montadas em
laminas. As imagens foram capturadas em um microscopio invertido de fluorescéncia.
100 células por lamina foram avaliadas quanto a sua viabilidade. Células coradas
em verde foram consideradas viaveis, enquanto que células coradas em laranja ou
vermelho consideradas ndo viaveis (Dutta et al., 2019; Tang et al.,, 2021). O

percentual de células mortas foi calculado seguindo a equacao:

Percentual de células tumorais mortas = (n° de células mortas do grupo tratado / n°

de células mortas do grupo controle) x100

4.10 Celularidade diferencial do tumor

O perfil de células imunes intratumorais foi avaliado utilizando fotomicrografias
das células coradas com o corante Panaotico Rapido. As células foram diferenciadas
de acordo com a morfologia padrdo dos leucocitos como neutréfilos, macréfagos,
linfécitos, eosindfilos e basdfilos, contabilizando-se 100 células por lamina. O célculo
do namero diferencial de leucécitos presentes no tumor foi realizado considerando o

numero total de leucécitos contabilizados utilizando o corante Turk.

4.11 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio intracelular

Para mensurar a producdo de espécies reativas de oxigénio intracelular, foi

utilizado o 2’,7’- diacetato diclorofluoresceina (H,DCFH-DA) (Kalyanaraman et al.,
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2012). 1x10® de células por animal foram expostas ao H,DCFH-DA a 5 yM por 15
minutos protegidas da Luz. A leitura foi realizada no citémetro de fluxo FACSCanto I
™ (BD Biosciences) adquirindo-se 20.000 eventos/amostra. Os dados foram

apresentados como percentual de células marcadas.

4.12 Anélise da angiogénese associada ao tumor

4.12.1 Quantificacdo da area dos vasos sanguineos abdominais

A pele abdominal da regiao peritoneal dos animais foi coletada e disposta em
lamina (Figura 12) para a aquisicdo de imagens no microscépio 6ptico acoplado a
camera digital (Olympus IX 70). Foi realizada a captura aleatoria de 10
fotomicrografias por lamina. A area dos vasos sanguineos foi mensurada utilizando o
software Image J do National Institutes of Health (NIH, EUA) (Adaptado de Agrawal
et al., 2011).

Figura 12 — Visualizagdo dos vasos sanguineos da regido abdominal.

Q@ Isolamento da pele @ Montagem da lamina (3 Fotomicrografias

llustracdo do procedimento de isolamento da pele da regido abdominal, destacando a visualizacéo
dos vasos sanguineos. Imagem criada na plataforma BioRender.com.

4.12.2 Quantificacdo de VEGF

Os niveis do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) presente no
sobrenadante tumoral foi quantificado pelo ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzime-
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Linked Imunnobsorbent Assay) seguindo as instru¢cdes do fabricante (PreproTech,
ELISA). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas (Tecan Infinite

200 PRO-RChisto) e os resultados expressos em pg/mL de citocina.

4.13 Efeitos sistémicos

4.13.1 Ingestao de agua e ragao

Para o monitoramento do consumo de agua e racdo, 0os animais foram
alojados individualmente em gaiolas. A racdo foi pesada utilizando uma balanca
analitica nos dias 1 e 11 do protocolo experimental, enquanto o consumo de agua,

em mililitros, foi mensurado utilizando uma proveta nos mesmos dias.

4.13.2 Quantificacdo de leucécitos no sangue periférico

Para a quantificacdo dos leucécitos da circulacdo periférica, foi realizada a
coleta de 5 pL de sangue apdés um pequeno corte na ponta da cauda dos animais
nos dias 1, 6 e 11 do protocolo experimental. A contagem dos leucécitos foi realizada
utilizando o corante Turk.

Para a contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico, foram
utilizados 5 uL de sangue por animal para a confeccao de esfregacos sanguineos
em laminas, que posteriormente foram coradas pelo método de May-Grinwald-
Giemsa. Foram contabilizados 100 leucécitos por lamina e diferenciados de acordo

com a morfologia padréo.

4.13.3 Celularidade da medula 6ssea

Para avaliar o quantitativo de células da medula 6ssea (MO), o osso fémur
direito dos animais foi dissecado e uma abertura nas epifises distal e proximal foi
realizada com o auxilio de uma agulha. Em seguida, o osso fémur foi posto em tubos
e centrifugado (10.000 rcf por 1 minuto) como ilustrado na figura 13 (p. 56). A medula
0ssea isolada foi suspensa em PBS a 4% de SBF e as células contadas na camara

de Neubauer utilizando o corante Turk.
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Figura 13 — Isolamento de células da medula éssea.

@ Isolamento do osso @ Centrifugacgao @ Obteng¢ao da medula
fémur (10.000 rcf - 1 min) Ossea

H_,

Imagem ilustrativa do isolamento de células da medula éssea. Imagem criada na plataforma
BioRender.com.

4.13.4 Analise histopatologica

Apés dissecados, o figado, o rim, o timo e o baco dos animais foram
fotografados e pesados utilizando uma balanca analitica. Os érgaos foram fixados
em formalina tamponada a 10%, processados e emblocados em parafina para
seccdo em micrétomo (5 um) e processados histologicamente para coloracédo padréo
com Hematoxilina e Eosina (Guo et al., 2024). A andlise histopatolédgica foi realizada

a partir de fotomicrografias capturadas no microscopio 6ptico (Olympus IX70).

4.13.5 Analise da celularidade dos 6rgaos linfoides

Para a andlise dos possiveis efeitos do EAE nos o6rgaos linfoides, em outro
conjunto experimental, o timo e o bago dos animais foram dissecados, macerados
em PBS a 4% de SBF e contabilizados na camara de Neubauer utilizando o corante
Azul de Tripan. Os macerados de esplendcitos foram submetidos ao protocolo com
ACK durante 10 minutos para a lise das hemacias seguida de centrifugacéo e

suspensao das ceélulas para a contagem (Crawford, Pilling, Gomer, 2010).



57

4.14 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando a andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 8.0. Os dados foram expressos como meédia * erro padrao da média

(EPM) e considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 O extrato aquoso obtido do fruto de Abelmoschus esculentus atenua os

parametros de medida do desenvolvimento tumoral no modelo de tEa

Os resultados demonstram que, em comparacao aos animais saudaveis, 0s
animais tumorizados apresentaram um aumento significativo dos parametros de
desenvolvimento tumoral avaliados neste trabalho, com aumento no ganho de peso,
da circunferéncia abdominal e da area peritoneal dos animais (Figura 14, p. 59). Os
resultados indicam que o extrato do quiabo, em ambas as doses avaliadas, foi capaz
de reduzir de forma significativa os parametros de desenvolvimento tumoral
avaliados, com reducdo de 8% e 17% do ganho de peso associado ao
desenvolvimento tumoral, e 14% e 11% da circunferéncia abdominal dos animais
tratados com EAE 25 e 100 mg/Kg, respectivamente (Figura 14 A e B, p. 59). O
tratamento com EAE reduziu a formacdo da ascite tumoral em 56,2% e 57,7%
(Figura 14 C, p. 59), o que se reflete no peso do conteldo ascitico e no
acompanhamento macroscépico por imagens fotograficas e de raio-X (Figura 14 D e
E, p. 59) onde é possivel observar uma reducdo na distensdo abdominal dos
camundongos, sendo esta acompanhada da reducéo da area peritoneal dos animais

tratados com EAE em relagéao ao grupo controle tumoral (Figura 14 F, p. 59).
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Figura 14 - Efeito do extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus nos

parametros de medidas do desenvolvimento tumoral no modelo de tEa.
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Andlise quantitativa dos paradmetros de desenvolvimento tumoral em camundongos Swiss fémeas
portadores do carcinoma de Ehrlich ascitico. Em (A) cinética do ganho de peso dos animais, (B)
circunferéncia abdominal, (C) volume tumoral, (D) peso do conteldo ascitico, (E) area peritoneal e (F)
acompanhamento macroscopico por imagens fotograficas e radiograficas. As linhas e barras
representam a média + erro padrdo da média (EPM). A andlise estatistica foi realizada utilizando a
analise de variancia Two-Way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni, considerando-se como
significativos os valores de p<0,05, onde **p<0,001 e ***p<0,0001 em relacdo ao grupo controle
tumoral, e ##p<0,0001 em comparagdo ao grupo controle ndo tumoral. NT refere-se ao grupo ndo
tumoral, TM ao grupo tumoral, 5-FU ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso
do fruto de Abelmoschus esculentus.

O efeito do extrato do quiabo sobre a celularidade da ascite recuperada da
cavidade peritoneal dos animais foi avaliado por meio da contagem total e diferencial
das células. Os resultados indicaram um aumento significativo de leucocitos totais
nos animais do grupo controle tumoral em relacdo aos animais do grupo controle
nao tumoral (4,65 + 0,6690 NT e 3931,75 £ 586,2 TM) (Figura 15 A, p. 61). Além
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disso, o tratamento com EAE reduziu 39% do numero total de células na cavidade
peritoneal, resultado da diminuicdo do quantitativo de células tumorais presentes no
tumor (Figura 15 A, p. 61) sem alterar o quantitativo dos diferentes leucdcitos no
microambiente tumoral (Figura 15 B, p. 61). Entretanto, avaliando o percentual do
perfil de leucaocitos intratumorais, foi observada uma alteracdo no perfil de neutréfilos
e macrofagos, com aumento de 20% e 24% no percentual de neutréfilos e da
reducdo de 40% no percentual de macrofagos no microambiente tumoral, EAE 25 e
100 mg/Kg respectivamente (figura 15 C, p. 61). Esses dados séo evidenciados na
analise macroscopica do perfil de células imunes no microambiente tumoral na figura
16 (p. 62) em que € possivel observar uma maior presenca de neutréfilos nos grupos
tratados com EAE em comparacdo aos animais nao tratados. Em contraste, o
tratamento com o 5-FU, quimioterpico utilizado como controle, reduziu de forma
significativa o numero de leucdcitos na cavidade peritoneal dos animais (1086,36 +
185,6 TM e 206,617 + 62,07 5-FU) (Figura 15 A e B, p. 61). A taxa de inibicdo do
crescimento tumoral nos animais tratados com EAE foi de 67,5% e 80,8% para as
doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg, respectivamente. Além disso, 0s animais tratados
com 5-fluorouracil apresentaram uma taxa de inibicdo do crescimento tumoral de
92,2% (Tabela 2, p. 62).
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Figura 15 — Efeito do EAE no perfil de células em animais portadores do tEa.
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Analise quantitativa da celularidade total presente na cavidade peritoneal de animais portadores do
tEa tratados com EAE. Em (A) quantitativo de células totais, tumorais e de leucécitos recuperadas da
cavidade peritoneal dos animais, em (B) o perfil de leucdcitos e (C) percentual de leucécitos. As
barras representam a média + EPM. A analise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia
Two-Way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni, considerando-se como significativos os valores
com p<0,05, onde **p<0,001 e ***p<0,0001 em relacdo ao grupo controle tumoral, e ##p<0,0001 em
comparacao ao grupo controle ndo tumoral. NT refere-se ao grupo nao tumoral, TM ao grupo tumoral,
5-FU ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso do fruto de Abelmoschus
esculentus.
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Figura 16 — Efeito do EAE no perfil de leucdcitos no tEa

5-FU 25 mg/Kg

Andlise qualitativa dos leucécitos presentes na cavidade peritoneal de animais portadores do tEa. As
setas indicam: neutréfilos (preta), macréfagos (vermelha) e linfocitos (amarela). TM refere-se ao
grupo tumoral, 5-FU ao grupo 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso do fruto de
Abelmoschus esculentus.

Tabela 2 — Efeito do EAE na inibicdo tumoral de animais portadores do tEa.

Grupos % ICT
™ -
5-FU 25 mg/Kg 92,2
EAE 25 mg/Kg 67,5
EAE 100 mg/Kg 80,8

Percentual (%) de inibicdo do crescimento tumoral (ICT) em animais portadores do tEa. TM refere-se
ao grupo tumoral, 5-FU ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso do fruto de
Abelmoschus esculentus.
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5.2 O EAE induz a morte celular e promove alteracées morfolégicas nas

células tumorais

Para avaliar o efeito do EAE em células do tumor de Ehrlich na sua forma
ascitica, as células coradas com Pandtico Rapido e marcadas com DAPI foram
fotografadas e analisadas. Em comparacao as células do grupo controle tumoral, as
células recuperadas da ascite tumoral de animais tratados com EAE apresentaram
alteracdes compativeis com as observadas em células no processo de apoptose
conforme ilustrado na figura 17 (p. 64). Essas alteracdes incluem modificacées na
membrana celular (blebbing), condensacdo da cromatina, pleomorfismo nuclear,
aumento da vacuolizacdo celular e fragmentacdo nuclear. Além disso, a analise
morfométrica das células de animais tratados com EAE indicou uma reducdo de
63,7% e 52,4%, nos grupos EAE25 e EAE100, respectivamente, na area do nucleo
das células tumorais em relacdo ao grupo controle tumoral (Figura 17 D, p. 64).

A andlise de morte celular, realizada através da dupla marcacao com laranja
de acridina e iodeto de propideo, revelou um aumento de 20% e 16,4% de células
inviaveis nos grupos tratados com EAE em comparacdo ao grupo controle tumoral
(Figura 17 C e E, p. 64). Corroborando esses resultados, a andlise de viabilidade
celular utilizando o corante azul de Tripan indicou uma reducao de 17% e 8,4% no
quantitativo de células viaveis no tumor dos animais tratados com EAE em
comparacao ao grupo controle tumoral (Figura 17 F, p. 64). De forma semelhante, o
tratamento com o controle quimioterpico 5-FU aumentou o numero de células
mortas em 16% no ensaio de LA/IP e reduziu 18% do percentual de células viaveis

em relacdo ao grupo controle tumoral.
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Figura 17 — Efeito do EAE sobre os parametros de morfologia e morte celular em

células de animais portadores do tEa.
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Andlise morfologica e de viabilidade de células recuperadas da cavidade peritoneal de animais
portadores do tEa. Em (A) analise morfoloégica das células peritoneais de animais saudaveis ou
tumorizados, (B) marcacéo fluorescente com DAPI, (C) dupla marcacao fluorescente com LA/IP, (D)
quantificacdo da area nuclear, (E) quantificacdo das imagens de LA/IP e (F) analise de viabilidade
celular com o corante azul de Tripan. As barras representam a média + EPM. A andlise estatistica foi
realizada utilizando a andlise de varidancia One-Way ANOVA seguida do poés-teste Bonferroni,
considerando-se como significativos os valores com p<0,05, onde *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001
em relagdo ao grupo controle tumoral. As setas representam: condensacédo da cromatina (seta azul),
fragmentacgédo nuclear (seta vermelha), niicleo pleomérfico (seta amarela), vacuolizacéo (seta laranja),
blebbing de membrana (seta preta). NT refere-se ao grupo ndo tumoral, TM ao grupo tumoral, 5-FU
ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus.

5.3 O EAE acentua a producado de EROs em células do tEa

Para investigar o efeito do EAE na modulagdo de mecanismos envolvidos na
progressdo tumoral, foi investigado o potencial do extrato na regulacdo de
mediadores envolvidos no estresse oxidativo. As células tumorais de Ehrlich ascitico

foram separadas de acordo com o tamanho e granulosidade, e marcadas com a
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sonda H,DCFH-DA para analise da producdo de EROs por citometria de fluxo. Os
dados mostraram que as células recuperadas dos animais tumorizados
apresentaram um aumento significativo na producdo de EROs em comparagao aos
animais saudaveis. Além disso, o tratamento com o extrato aumentou em meédia 38%
e 66%, nas doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg, respectivamente, a produgédo de
espécies reativas de oxigénio intracelular em comparacéo as células de animais néo

tratados (Figura 18).

Figura 18 — Efeito do EAE na producéo de EROs intracelular no tEa.

© 250

O

:q:J *
8 200+

Q

S

= a 150

-

° @)

] o

o E 1004

©

3

la 50_ ——
c

Q

i)

k= 0 !

Andlise quantitativa dos niveis de espécies reativas de oxigénio intracelular de células recuperadas
na cavidade peritoneal dos animais. As barras representam a média de intensidade de fluorescéncia +
EPM. A andlise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia One-Way ANOVA seguida do
pos-teste Bonferroni, considerando-se como significativos os valores com p<0,05, onde *p<0,05 em
relagdo ao grupo controle tumoral e ##p<0,0001 em relagcao ao grupo controle ndo tumoral.

5.4 O EAE reduz a area dos vasos sanguineos no modelo de tEa

Para avaliar o efeito do extrato do quiabo na angiogénese associada ao
desenvolvimento do tumor, a pele da regido peritoneal dos animais foi fotografada e
a area dos vasos sanguineos dos animais foi mensurada. Os resultados indicam um
aumento significativo na area dos vasos sanguineos dos animais tumorizados em
comparacdo aos animais saudaveis (729471 + 38865 NT e 1466706 + 59758 TM).
Além disso, os resultados indicaram que, de maneira semelhante ao controle

quimioterapico 5-fluorouracil, o tratamento com EAE, em ambas as doses avaliadas,
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reduziu 26% a area dos vasos em comparagcao ao grupo controle tumoral (Figura 19
Ae B, p. 67).

Para mensurar os niveis de VEGF, o sobrenadante tumoral livre de células foi
avaliado pelo ensaio imunoenzimatico ELISA. O resultado indicou uma reducéo
média de 29% nos niveis de VEGF no sobrenadante de animais tratados com EAE
em comparagcao aos animais nao tratados. De forma semelhante, o tratamento com
5-fluorouracil atenuou 34% nos niveis de VEGF no sobrenadante tumoral (Figura 19
C, p. 67).
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Figura 19 — Efeito do EAE na angiogénese tumoral em animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico.
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Andlise quantitativa da area dos vasos sanguineos da regido peritoneal de animais tumorizados e tratados com EAE. Em (A) fotomicrografias dos vasos
sanguineos, (B) quantificagdo da area dos vasos e (C) quantificacdi de VEGF por ELISA. As barras representam a média + EPM. A andlise estatistica foi
realizada utilizando a andlise de variancia One-Way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni, considerando-se como significativos os valores com p<0,05,
onde *p<0,05 em relagdo ao grupo controle tumoral, e ##p<0,0001 em comparacao ao grupo controle ndo tumoral.
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5.5 O EAE promove um aumento no tempo de sobrevida de animais portadores
do tumor de Ehrlich ascitico

Para avaliar o efeito do tratamento com EAE no tempo de sobrevida, os
animais induzidos com o tumor foram tratados e observados diariamente quanto ao
Obito ndo induzido. Como resultado, observou-se um aumento no tempo médio de
sobrevivéncia dos animais tratados com o extrato aquoso do fruto de Abelmoschus
esculentus que atingiu 33 dias de vida no grupo EAE100 ap6s a indugdo do tumor,
em comparacdo ao grupo controle tumoral ndo tratado, com um tempo maximo de
sobrevivéncia de 23 dias (Figura 20). Vale ressaltar que, semelhantemente aos
animais tratados com o controle quimioterapico 5-fluorouracil, os animais tratados
com EAE apresentaram um aumento na taxa de expectativa de vida de 34,21% e
55,26% nos grupos EAE25 e EAE100, respectivamente, em comparacdo aos

animais do grupo controle tumoral (Tabela 3, p. 69).

Figura 20 — Efeito do EAE no tempo de sobrevida de animais portadores do tumor
de Ehrlich ascitico.
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Curva de Kaplan-Meier representando os dias de morte ndo induzida de animais portadores do tEa.

TM refere-se ao grupo tumoral, 5-FU ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso
do fruto de Abelmoschus esculentus.
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Tabela 3 — Efeito do EAE na expectativa de vida de animais portadores do tEa.

Grupos TMS (dias) % (IEV)
™ 19 -
5-FU 25 mg/Kg 29 52,63
EAE 25 mg/Kg 25,5 34,21
EAE 100 mg/Kg 29,5 55,26

Tempo médio de sobrevida (TMS) e taxa de incremento na expectativa de vida (IEV) em animais
portadores do tEa. TM refere-se ao grupo tumoral, 5-FU ao 5-fluorouracil e EAE ao grupo tratado com
0 extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus.

5.6 O tratamento com EAE n&o promove toxicidade sistémica em animais

portadores do tEa

Para avaliar os possiveis efeitos sistémicos do tratamento com EAE em
animais portadores do tumor, o consumo hidrico e alimentar foram avaliados. Os
resultados demonstraram que nao houve diferenca no consumo de agua e racéo dos
animais dos grupos avaliados (Tabela 4, p. 70).

Os leucocitos circulantes e da medula 6ssea também foram avaliados. O
tratamento com o EAE ndo alterou o quantitativo de leucdcitos na circulacédo
periférica em comparacdo aos animais do grupo controle tumoral. Em contraste, os
animais tratados com o 5-fluorouracil apresentaram uma consideravel reducédo do
guantitativo total de leucadcitos periféricos (Figura 21 A, p. 71). O monitoramento do
perfil de leucdcitos revelou uma reducdo meédia de 29% e 58% numero de neutrofilos
circulantes nos animais tratados com EAE 25 e 100 mg/Kg, respectivamente, em
comparacao aos animais tumorizados néo tratados, sem alterar o perfil de linfocitos
e mondcitos do sangue dos animais. Em contrapartida, os animais tratados com o
controle quimioterapico apresentaram alteracdo no perfil dos leucdcitos, com
reducdo média de 96%, 47% e 76% de neutrofilos, linfécitos e mondcitos,
respectivamente.

Além disso, o tratamento com EAE na dose de 100 mg/Kg aumentou de forma
significativa o quantitativo de células na medula 6ssea em comparagao aos animais
nao tratados (3013 + 688,8 TM e 9358 + 2242 EAE100), enquanto que o 5-FU

atenuou de forma significativa o numero de leucécitos presentes no isolado da
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medula 6ssea dos animais (3013 + 688,8 TM e 911,9 + 212,3 5-FU) (Figura 21 B, p.
71).

Tabela 4 — Efeito do tratamento com EAE no consumo hidrico e alimentar de

animais portadores do tEa.

Grupos Agua (mL) Rac&o (mg)
NT 68,13 £ 0,9816 37,22 £ 0,9166
™ 60,33 £ 0,8819 34,14 £ 0,5738

5-FU 25 mg/Kg 64,33 +4,177 34,15 +0,5766
EAE 25 mg/Kg 63 + 4,041 33,5 +0,7638

EAE 100 mg/Kg 63,2 % 4,051 34 +0,9122

Consumo de 4gua e racado de animais portadores do tEa. TM refere-se ao grupo tumoral, 5-FU ao 5-
fluorouracil e EAE ao grupo tratado com o extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus.
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Figura 21 — Efeito do EAE nos leucdcitos do sangue periférico e da medula 6ssea de animais portadores do tEa.
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Avaliacdo do efeito do EAE sobre o quantitativo de leucdcitos no sangue periférico e na medula 6ssea de animais portadores do tEa. Em (A) nimero de
leucadcitos totais no sangue periférico, (B) nimero de leucdcitos totais na medula 6ssea, (C) nimero de neutréfilos, (D) nimero de linfécitos e (E) nUmero de
mondacitos. As linhas representam a média + EPM. A analise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni,

considerando-se como significativos os valores com p<0,05, onde *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001 em relagdo ao grupo controle tumoral, e ##p<0,0001 em
comparacao ao grupo controle ndo tumoral.
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A fim de investigar o efeito do tratamento do EAE nos principais 0rgaos
envolvidos na metabolizacéo e na excrecdo de substancias e em o6rgéaos linfoides, o
figado, o rim, o timo e o bagco dos animais foram coletados e analisados. Os
resultados indicaram auséncia de alteragcdes macroscépicas e histolégicas no figado
dos animais de todos os grupos avaliados, preservando-se a microarquitetura
normal do figado, com a presenca de corddes de hepatdcitos circulando a veia
centro lobular (Figura 22 A, p. 73) e sem altera¢des no tamanho e no peso do 6rgao
(Figura 22 B, p. 73).

De forma semelhante, o tratamento com EAE ndo alterou os aspectos
macroscopicos, histologicos e do peso do rim dos animais, preservando-se a
microarquitetura normal do rim com corpusculos renais bem evidentes com a
presenca de capsula de Bowman e os tubulos contorcidos distais e proximais bem
preservados na regido cortical. Entretanto, o tratamento com o quimioterapico
controle 5-fluorouracil reduziu de forma significativa o tamanho e o peso do rim dos
animais (Figura 22 C e D, p. 73).

A avaliagdo dos orgédos linfoides de animais portadores do tEa tratados com
EAE nao evidenciou altera¢des nos aspectos macroscopicos, histolégicos, no peso e
na celularidade dos 6rgados avaliados, com a manutencdo da estrutura normal do
timo com as regibes medular e cortical bem definidas, e do baco com as polpas
branca e vermelha bem evidenciadas. Entretanto, o tratamento com o 5-fluorouracil
causou alteracdes no tamanho dos 6rgdos, além de uma reducgdo significativa no
peso e na celularidade do timo, e alteracBes na microarquitetura normal do 6rgao,

com um desarranjo na delimitacdo das regifes cortical e medular (Figura 23, p. 74).



73

Figura 22 — Efeito do EAE no figado e no rim de animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico.
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Andlise do efeito sistémico do EAE em animais portadores do tEa. Em (A) imagens macroscopica e histolégica do figado, (B) peso do figado, (C) imagens
macroscopica e histolégica do rim e (D) peso do rim. As barras representam a média + EPM. A andlise estatistica foi realizada utilizando a analise de
variancia One-Way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni, considerando-se como significativos os valores com p<0,05, onde *p<0,05 em relagdo ao grupo
controle tumoral. Nas imagens histoldgicas do figado as setas representam: veia central (seta preta), hepatocitos (seta vermelha), ramo da veia porta (seta
verde), ramo da artéria hepéatica (seta azul), ducto biliar (seta branca). Nas imagens histologicas do rim as setas representam: corpusculo renal (seta azul),
macula densa (seta preta), espago capsular (seta laranja), capsula de Bowman (seta vermelha), tabulo contorcido distal (seta verde) e tibulo contorcido
proximal (seta branca).



Figura 23 — Efeito do EAE nos 6rgéaos linfoides de animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico.
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Analise do efeito sistémico do EAE em animais portadores do tEa. Em (A) imagens macroscdpica e histoldgica do timo, (B) peso do timo, (C) celularidade do
timo, (D) imagens macroscépica e histoldgica do bago, (E) peso do baco (F) celularidade do baco. As barras representam a média + EPM. A andlise
estatistica foi realizada utilizando a anélise de varidncia One-Way ANOVA seguida do po6s-teste Bonferroni, considerando-se como significativos os valores
com p<0,05, onde *p<0,05 em relagdo ao grupo controle tumoral. Nas imagens histolégicas do timo as setas representam: regido cortical (seta branca) e a

regido medular (seta verde). Nas imagens histolégicas do baco as setas representam: arteriola central (seta preta), polpa branca (seta laranja), polpa
vermelha (seta vermelha) e trabécula (seta azul).
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6 DISCUSSAO

O crescente interesse por estudos farmacoldgicos que utilizam compostos de
origem natural tem sido intensificado globalmente, especialmente em relagdo aos
efeitos farmacoldgicos de substancias extraidas de espécies vegetais. No presente
estudo, investigou-se o efeito antitumoral do extrato aquoso obtido do fruto da
espécie Abelmoschus esculentus (L.) Moench, conhecido popularmente como
quiabo, sobre o modelo murino de carcinoma de Ehrlich ascitico. Essa pesquisa
focou na avaliacdo do impacto do extrato na progressao tumoral, com um protocolo
de tratamento estabelecido em um periodo tardio, apds o estabelecimento da
doenca, simulando de forma mais assertiva 0 que acontece na maioria dos casos na
pratica clinica da terapia anticAncer. Esta pesquisa investigou o desenvolvimento
tumoral observando indicadores como ganho de peso e circunferéncia abdominal,
volume tumoral formado, perfil de células presentes no contetdo ascitico, analise de
morte celular, niveis de espécies reativas e angiogénese associada ao tumor.
Também foram avaliados os efeitos do extrato sobre a sobrevivéncia e possiveis
impactos sistémicos do extrato em animais portadores do tumor.

Os resultados indicaram que animais que receberam as células do tumor de
Ehrlich ascitico apresentaram um aumento nos parametros de medida do
desenvolvimento tumoral avaliados neste trabalho quando comparados a animais
nao tumorizados, com aumento significativo do ganho de peso, circunferéncia
abdominal, area peritoneal, aumento nos niveis de EROs e da angiogénese
associada ao tumor. Esses achados foram evidenciados pela formacédo de ascite
tumoral na cavidade abdominal dos animais, com a presenca de células tumorais e
aumento das células inflamatérias tanto no tecido tumoral quanto na circulacéo
periférica. Essas observaces confirmam o desenvolvimento do tumor de Ehrlich,
que é conhecido por provocar alteragbes nos parametros do desenvolvimento
tumoral avaliados neste trabalho, devido a formacdo da ascite tumoral quando os
camundongos s&o inoculados com células do tumor de Ehrlich na cavidade
peritoneal, onde o crescimento tumoral € evidenciado a partir do 6° dia da inducéo
tumoral (Segura; Barbero; Marquez, 2000).

Os resultados deste estudo indicam que o tratamento com o extrato aquoso
do fruto de Abelmoschus esculentus, nas doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg, foi capaz

de reduzir significativamente o crescimento tumoral. Essa reducao foi observada
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através de parametros como imagens macroscopicas de acompanhamento da
progressao tumoral, medida da circunferéncia abdominal, peso dos animais, além do
volume e do peso do conteudo ascitico coletado. O extrato também diminuiu a
contagem total de células, bem como a contagem de células tumorais presentes no
liquido ascitico, sem causar reducéo significativa na contagem de leucocitos, o que
indica um possivel efeito seletivo dos compostos presentes no extrato. Observou-se
ainda que, em ambas as doses testadas, embora sem diferenca significativa entre
elas, o tratamento com EAE prejudicou a contagem de células tumorais e 0 nUmero
de células viaveis, conforme avaliado pelo teste de exclusdo com o corante azul de
Tripan.

A analise da morfologia das células coradas com panético rapido e a
marcacdo com DAPI para a analise nuclear, revelaram alteragbes celulares
consistentes com as observadas em células no processo de apoptose (Kashyap;
Garg; Goel, 2022), como a formacao de bolhas de membrana, 0 aumento no nimero
de vacuolos e as alteracbes nucleares como condensacao da cromatina, reducdo do
tamanho do nucleo, pleomorfismo e fragmentacdo nuclear. Esses resultados foram
corroborados pelo aumento do numero de células marcadas com laranja de acridina
e iodeto de propideo em células recuperadas de animais tratados com o EAE em
comparacao ao grupo controle tumoral tratado com PBS, reforcando a inducéo de
morte celular. Os resultados obtidos s&o refletidos no tempo de sobrevida dos
animais, com aumento de 34,21% e 55,26% na taxa de expectativa de vida dos
animais tratados com EAE nas doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg, respectivamente. A
reducdo nos parametros de desenvolvimento tumoral, a indu¢éo de morte celular, as
alteracdes morfolégicas compativeis com a apoptose e 0 aumento da sobrevida dos
animais sao achados que sustentam o potencial terapéutico anticancer do extrato
aquoso do quiabo.

A atenuacdo dos parametros de medida do desenvolvimento tumoral
observada no tratamento com o EAE é consistente com a literatura que aponta para
as propriedades anticancerigenas de extratos vegetais (Monte et al., 2013; Zheng et
al., 2014; Musthafa et al., 2021). A diminui¢cao do volume do tumor e dos marcadores
associados ao crescimento tumoral sugerem que os compostos bioativos presentes
no extrato do fruto de Abelmoschus esculentus podem atuar de maneira eficaz na
inibicdo do crescimento tumoral. Estudos anteriores demonstraram que

componentes como flavonoides, lectinas e polifendis encontrados em diversas
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plantas, podem contribuir para esse efeito, possivelmente através do controle de vias
de sinalizacéo celular relacionadas a proliferacdo celular (Montané et al.,2020; Pyo;
Kwon; Jung, 2024), evidenciando o potencial terapéutico dos compostos naturais.

O efeito antitumoral observado neste trabalho é corroborado nos estudos de
Musthafa e colaboradores (2021) que observaram o efeito citotoxico e
antiproliferativo in vitro de uma lectina isolada da semente de Abelmoschus
esculentus na linhagem celular humana de glioblastoma (U84), em que foi
observado a inducdo da apoptose celular e a parada do ciclo celular nas fases
GO/G1 a partir da inducdo de alteracbes no potencial de membrana mitocondrial
resultando no aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio e na ativacéo de
caspases efetoras. Em outro trabalho, o efeito antitumoral de uma lectina também
isolada da semente da mesma espécie vegetal foi capaz de promover a ativagdo da
maquinaria apoptotica em células de cancer de mama (MCF-7), regulando
positivamente moléculas envolvidas na cascata de sinalizacdo da apoptose, levando
ao aumento da razdo das proteinas Bcl2/Bax, importantes reguladoras do processo
de morte celular programada (Monte et al., 2013). Esses estudos reforcam a ideia de
gue substancias presentes nessa espécie vegetal possuem efeito antitumoral a partir
da inducdo da morte celular programada, corroborando os dados apresentados
neste estudo.

O modelo de tumor de Ehrlich tem sido empregado com sucesso ha
investigacdo farmacologica de compostos de origem natural e nanotecnolégicos,
sendo uma importante ferramenta amplamente aceita ha comunidade cientifica para
estudos pré-clinicos de potenciais antitumorais (Matsuzaki, 2004; Feitosa et al.,
2021). O modelo ascitico de tumor de Ehrlich leva a proliferacéo de células tumorais
na cavidade peritoneal do animal, com desregulacdo da sinalizagcdo de morte e
aumento da sinalizacdo antiapoptotica, além de modular a liberacdo de mediadores
inflamatoérios e fatores de crescimento que contribuem com a formacdo de um
microambiente propicio ao crescimento tumoral, como as interleucinas (IL) IL-6 e IL-
14, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (Gorrini, Harris, Mak,
2013; Feitosa et al., 2021).

Alteragbes no microambiente tumoral favorecem a sobrevivéncia e o
crescimento tumoral, sendo o escape do mecanismo de apoptose um fator

importante na biologia dos tumores (Kashyap; Garg; Goel, 2022). A inducédo de morte
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celular nas células tumorais, acompanhada de alteracbes morfologicas compativeis
com a apoptose, € um resultado importante que reforca a capacidade do EAE em
promover a morte programada de células cancerigenas. As andlises morfoldgicas,
incluindo bolhas de membrana e fragmentacdo nuclear, corroboram os mecanismos
apoptoticos e sao indicativos de que o extrato pode desencadear a apoptose (Bhutia
et al., 2019). Esses achados estdo alinhados com outras pesquisas que relatam que
compostos de origem vegetal induzem apoptose em células tumorais, o que sugere
uma possivel estratégia de tratamento para canceres resistentes a terapias
convencionais.

Dentre os mecanismos de inducdo de apoptose celular, 0 estresse oxidativo
presente no microambiente tumoral tem um importante papel nesse processo. A fim
de garantir o equilibrio redox, respostas adaptativas ao estresse oxidativo, como o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, permitem que as células
cancerigenas mantenham o equilibrio entre as espécies reativas e as defesas
antioxidantes, promovendo a sobrevivéncia, a proliferacdo celular e a mutagénese
(Lee; Yang; Hong, 2025). Entretanto, niveis desregulados de espécies reativas
podem levar a danos em macromoléculas e agirem como sinalizadores intracelular
ocasionando lesdes a membranas e a ativacdo de moléculas ativadoras da apoptose
(Dong et al., 2022). O aumento dos niveis de EROs intracelular ap6s o tratamento
com o EAE reforca um possivel mecanismo de acdo do extrato a partir da morte
celular oxidativa. Esse dado é corroborado com o estudo de Musthafa e
colaboradores (2021) em que foi descrito a atividade pré-apoptética mediada por
caspases de uma lectina isolada das sementes do quiabo em células de
glioblastoma humano mediada por danos oxidativos em ensaios in vitro.

Em seus estudos, Pramudya e colaboradores (2022) indicaram um potencial
antitumoral mediado por efeitos imunomodulatérios do extrato etandlico do fruto de
Abelmoschus esculentus em modelo de cancer de mama sélido induzido em ratos
por N-methyl-N-nitrosourea. Em outro estudo, o efeito antitumoral e imunomodulador
do extrato foi observado a partir do aumento da funcdo de macrofagos apos o
tratamento com um polissacarideo isolado da mesma espécie vegetal em uma co-
cultura de macrofagos da linhagem RAW264.7 com células de cancer de figado
(HepG-2) (Zhen et al., 2014). De forma semelhante, Guebebia e colaboradores
(2023) verificaram que os extratos da semente, da folha e do fruto de Abelmoschus

esculentus ndo causaram alteracées na viabilidade e aumentaram a capacidade
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fagocitica de leucadcitos isolados de peixes, reforcando que o efeito antitumoral do
extrato pode ser mediado ainda pela regulacdo da resposta imunoloégica sem causar
danos as células imunes.

As células imunolégicas tém papel crucial no desenvolvimento, na
manutencdo e na progressdo do cancer, podendo estar relacionadas a resposta
imune antitumoral ou na progressdao da doenca (Xia et al., 2021). Um outro
mecanismo que pode colaborar com a morte das células cancerosas é a ativagao de
células imunes como os linfocitos T CD8. Essas células tém um importante papel ao
induzir o killing direto de células tumorais a partir da inducdo da morte celular via
perforinas e granzimas (Cao et al., 2007). Ja os linfocitos T CD4 também possuem
um importante papel ao orquestrar o recrutamento e a ativacdo de células imunes
para o local do tumor (Malyshkina et al., 2023). A alteracao no perfil de neutréfilos no
microambiente tumoral observada em animais tratados com o EAE, embora sem
alteracdo do numero absoluto de neutrdfilos, associada a reducdo do quantitativo de
neutrofilos circulantes pode indicar um recrutamento de células imunes mediada pela
acdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias no microambiente tumoral devido a
morte de células cancerigenas ou via ativacdo de células imunes. Esses resultados
reforcam que o EAE pode atuar ainda na resposta imune promovendo a morte
celular imunomediada.

Como importante parametro a ser avaliado no microambiente tumoral, a
angiogénese é um processo fisiopatolégico altamente envolvido no desenvolvimento
e na progresséo de diferentes neoplasias (Lorenc et al., 2024). E descrito que a
angiogénese € um mecanismo essencial para a formacéo e para a progressao do
tumor de Ehrlich ascitico, sendo crucial para um maior aporte sanguineo local,
possibilitando a chegada de componentes inflamatérios celulares e soluveis, maior
disponibilidade de oxigénio, além de fatores de crescimento e do aumento da
permeabilidade dos vasos que contribuem para a formagéo da ascite, bem como da
manutenc¢ao do microambiente tumoral (Luo et al.,1998).

Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFSs) sdo uma classe de
citocinas produzidas por células tumorais, que sdo reguladores-chave para a
angiogénese patoldgica. Eles sdo ativados por oncogenes, fatores de crescimento e
durante a hipoxia (Zhang et al., 2024). E descrito que células do tumor de Ehrlich
secretam VEGF, levando a proliferacdo de células endoteliais para a formacéo de

novos vasos nha regido peritoneal dos animais (Luo et al., 1998). A reducdo da area
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dos vasos sanguineos da regido abdominal associada a reducdo dos niveis de
VEGF nos resultados deste estudo indicam que o EAE pode atuar de forma a inibir a
angiogénese, e que os fitoquimicos presentes na espécie vegetal ja descritos na
literatura, podem interferir em fatores de crescimento angiogénico, como VEGF
(Chaemsawang et al.,, 2019). Dentre estes fitoquimicos, tem-se a isoquercitrina,
principal molécula presente no extrato obtido das sementes de quiabo indicada pela
acao de atenuar a secrecéo de VEGF em linhagens celulares de canceres humanos,
incluindo MCF-7, HepG2 e HelLa (Chaemsawang et al., 2019).

Esses dados indicam que o EAE pode estar atuando em vias de
sobrevivéncia celular e de mecanismos de progressao tumoral, como a exemplo na
via das Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPKs), conhecidas por serem
desreguladas na tumorigénese atuando em varios estimulos para regular a
proliferacéo e a sobrevivéncia celular, em respostas inflamatdrias, na apoptose e na
metastase (Dhillon et al.,, 2007). No modelo de cancer associado a colite em
camundongos, extratos ricos em polissacarideos e flavonoides, extraidos das flores
de Abelmoschus esculentus, foram capazes de reduzir a inflamacao e de atenuar a
progressao tumoral a partir da inibicdo de Quinases N-terminais c-Jun (JNK), p-ERK,
e PI3K/Akt/Mtor (Deng et al., 2023), o que reforca a atuacdo de diferentes
compostos na ativacéo de vias importantes na progresséao da doenca.

O aumento significativo no tempo de sobrevida dos animais tratados com EAE
destaca o impacto positivo do extrato no prolongamento da vida dos animais
portadores do tumor. Esse resultado é crucial, pois ndo apenas indica a eficacia do
tratamento, mas também sugere que o EAE pode ter um papel importante na
melhoria da qualidade de vida dos animais tumorizados. A redugéo do crescimento
tumoral e a indugdo da morte celular nas células cancerosas sdo fatores que
contribuem para o aumento da sobrevida dos animais.

A escolha do método de extracdo de compostos fitoquimicos € um processo
essencial para garantir a obtencao satisfatéria dos compostos de interesse (Zhang;
Lin; Ye, 2018). Diferentes métodos de extracdo de compostos do quiabo foram
relatados na literatura, com a utilizagdo ou ndo de solventes como o etanol e o
metanol (Fatima et al., 2024). Peter e colaboradores (2021) descreveram a atividade
anti-hiperglicémica do extrato aquoso do fruto de Abelmoschus esculentus em um
modelo experimental de ratos induzidos com diabetes mellitus tipo 2. Nesse extrato

aquoso obtido de quiabos da Uganda, os autores relataram a presenca de alcaloides,
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carboidratos, fenol, taninos, proteinas, saponinas, esteroides e flavonoides. Entre
esses compostos, a presenca de quercetina foi indicada pelos efeitos observados no
estudo. De forma semelhante, dados preliminares da caracterizacao fitoquimica do
extrato utilizado no presente estudo indicam a presenca de flavonoides (8,23 mg
catequina / grama), em quantidade semelhante a observada no estudo de Peter e
colaboradores (2021) (12,4 mg quercetina / 100 gramas). Esses achados reforcam o
potencial dos flavondides presentes no extrato em diferentes atividades bioldgicas,
como verificado no presente estudo.

O potencial de alcancar uma dosagem terapéutica eficaz com efeitos
adversos minimos tem sido um foco central nas pesquisas sobre agentes
antitumorais. Contudo, os tratamentos predominantes para 0 cancer, como a
quimioterapia, ainda exigem muitas rotas refinadas para atingir melhores resultados
em relacdo aos efeitos adversos que apresentam. Um dos aspectos relevantes deste
estudo é a demonstracdo de que o tratamento com EAE ndo promove toxicidade
sisttmica em animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico nas condi¢cdes
avaliadas, preservando-se a circulacdo de leucécitos, sem prejudicar o quantitativo
total de células na medula 6ssea e sem alterar o consumo hidrico e alimentar dos
animais.

Os principais 06rgaos envolvidos na metabolizacdo e na excrecdo de
substancias e 6rgados importantes do sistema imunoldgico foram avaliados quanto
aos possiveis efeitos deletérios do tratamento com o EAE, entretanto, ndo foram
observadas alteracGes a nivel macroscépico e microestrutural nos 6rgdos avaliados.
Esses dados estdo em concordancia com os relatados na literatura, que indicam que
o tratamento com o extrato hidroalcodlico de Abelmoschus esculentus (em doses de
100 a 5000 mg/kg) ndo apresentou efeitos nocivos em camundongos Swiss no teste
de toxicidade aguda, assim como na histologia de 6rgaos de ratos e camundongos
(Ortac et al., 2018; Wahyuningsih et al., 2020; Alblihd et al., 2023). Além disso, em
ensaios clinicos, ndo foram observadas alteracdes na funcdo hepatica e renal de
pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 (Tavakolizadeh et al., 2023), o que
reforca a segurancga do uso do extrato do quiabo.

O tratamento com EAE nao alterou o quantitativo de células totais presentes
nos orgaos linfoides, sendo um indicativo de que o EAE ndo apresenta
imunotoxicidade. Esses dados s&do corroborados pelos estudos de Pramudya e

colaboradores (2022) onde foi visto que o tratamento com o extrato etandlico de
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Abelmoschus esculentus aumentou o quantitativo de linfécitos T CD4* e CD8* no
tecido mamario de ratas com inducdo quimica do tumor de mama, sendo esses
resultados atribuidos a presenca de quercetinas no extrato que tem funcao
conhecida em aumentar a proliferacdo e a funcao dessas células, além de atuar na
prevencao da proliferacdo de células cancerosas modulando negativamente vias de
sobrevivéncia celular atuando em moléculas envolvidas na proliferacdo celular, na
transicdo epitelial-mesenquimal e na progressdo tumoral como p-PI3K, Akt,
vimentina, N-caderina, MMP-2, MMP-9, p-EGFR e VEGFR-2 (Chien et al., 2009).

Essa relacdo a possivel auséncia de toxicidade em células saudaveis é um
ponto favoravel para a aplicacdo clinica de seguranca de extratos vegetais como
terapias complementares, uma vez que muitas op¢les de tratamentos oncoldgicos
convencionais tém efeitos adversos graves. Neste estudo, utilizou-se o farmaco 5-
fluorouracil, onde o tratamento com o quimioterapico controle causou alteracées nos
orgaos dos animais, sendo esses achados corroborados com os efeitos adversos
conhecidos do 5-fluorouracil devido ao seu mecanismo de acdo principal em
bloquear a agédo da timidilato sintase, uma enzima importante no processo de
formacdo da timidina monofosfato (TMP), um nucleotideo essencial para a sintese
do DNA, gue leva a danos no material genético das células que estdo no processo
de divisao celular, afetando por sua vez, também células saudaveis (Elghareeb et al.,
2021; Alzahrani et al., 2022). A auséncia de toxicidade nos 6rgdos avaliados neste
estudo sugere que o EAE pode ser uma alternativa viavel para estudos que visem o
tratamento do céancer, permitindo um manejo mais seguro e menos agressivo da
doenca.

As limitacdes deste estudo envolvem a néo realizacéo de ensaios para avaliar
o efeito do extrato aquoso do quiabo na apoptose celular, bem como em outros
mediadores constituintes do microambiente tumoral que podem estar envolvidos no
efeito antitumoral do extrato contribuindo para a diminuicdo da progressédo da
doenca. Aléem disso, a nado realizacdo de ensaios de toxicidade aguda e crbnica
limita afirmar a auséncia de toxicidade nos o¢rgdos avaliados as condi¢cdes de
tratamento desse estudo, sendo necessario compreender ainda o efeito do extrato
aguoso de Abelmoschus esculentus em animais saudaveis, bem como investigar o
seu impacto em outros 0Orgaos, com analise histopatolégica, bioquimica e
hematolégica dos animais, tumorizados ou néo, tratados com o extrato. No entanto,

reforca-se que os achados com o tratamento nas doses de 25 e 100 mg/Kg por 5
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dias consecutivos, ndo revelaram efeitos toxicos nos ensaios realizados neste
trabalho.

Em suma, os resultados deste estudo indicam que o extrato aquoso obtido do
fruto de Abelmoschus esculentus apresenta um perfil promissor como agente
antitumoral. A combinacdo de efeitos antitumorais, inducdo de morte celular,
modulacdo de componentes do microambiente oxidativo do tumor, inibicdo da
angiogénese e a seguranca em relagdo a toxicidade sistémica oferece uma base
sélida para futuras investigacdes. Como ponto relevante, ensaios estdo sendo
realizados para identificar os compostos ativos presentes no extrato utilizado neste
trabalho, que possam explicar esses efeitos observados, que possibilite identificar os
mecanismos de acdo e explorar o potencial de tais compostos presentes no extrato
aguoso do quiabo. Recomenda-se que estudos adicionais sejam realizados para
identificar os mecanismos de acédo e para explorar o potencial do extrato aquoso do
quiabo em modelos clinicos, buscando validar seus beneficios terapéuticos em

humanos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram que o extrato aquoso do
fruto de Abelmoschus esculentus exerce efeito antitumoral promissor no modelo
murino de carcinoma de Ehrlich ascitico, a partir da atenuacdo da progressao
tumoral por induzir a morte celular possivelmente por mecanismo relacionados ao
estresse oxidativo, além de atenuar em mecanismos de progressdo tumoral sem
causar efeitos toxicos sistémicos (Figura 24). Esses dados contribuem para a
compreensao das propriedades antitumorais do quiabo, reforcando o seu potencial
terapéutico. Contudo, estudos adicionais sd0 necessarios para a compreensao dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na resposta antitumoral do extrato

do quiabo frente ao modelo murino de carcinoma de Ehrlich ascitico.

Figura 24 — Resumo gréfico dos efeitos do EAE frente ao tEa.
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EROs: espécies reativas de oxigénio. Imagem criada na plataforma BioRender.com.
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8 PERSPECTIVAS

As perspectivas deste estudo incluem a realizacdo da contagem diferencial de
precursores de células hematoldgicas na medula 6ssea e a investigacdo do seu
impacto no recrutamento e atividade de células imunes tanto no sitio tumoral quanto
em nivel sistémico. Além disso, pretende-se avancar nas investigacbes dos
mecanismos envolvidos na indugdo da morte de células tumorais pelo extrato, e
melhor explorar o seu efeito sistémico por meio de analises de hemograma e de
marcadores bioguimicos para a avaliacdo da funcéo renal e hepatica.

Outro desdobramento relevante desta pesquisa € a avaliacdo do efeito
antitumoral do extrato de quiabo como adjuvante ao farmaco 5-fluorouracil em testes
pré-clinicos, destacando-se seu potencial para a geracdo de patente. Além disso, a
publicacdo de um artigo cientifico com os dados obtidos na dissertacdo encontra-se

em andamento.
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