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RESUMO

A carcinomatose peritoneal é um tema relevante, estimando-se aproximadamente 46.000
casos novos por ano nos EUA e, em 2012, 17.700 casos novos no Brasil. Foi ressaltada a necessidade
de estudos experimentais e novas abordagens com uso de quimioterdpicos e agentes biolégicos. A
Peritonectomia com Quimioterapia Hipertérmica Intraperitoneal e Citoredugdo (HIPEC) tem sido
usada como recurso de tratamento atual. O Brasil tem a maior biodiversidade do planeta e o
Departamento de Antibiéticos (DA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) acumula
consideravel experiéncia cientifica com o uso experimental de derivados de plantas no tratamento de
tumores. A partir de estudo experimental prévio do DA, quando se avaliou o efeito antineoplasico do
Extrato Alcodlico da planta Plectranthus amboinicus (Pa), foi feito o presente estudo em
camundongos Albinos Suicos da espécie Mus Musculus , nos quais foi realizada inducdo da forma
ascitica do carcinoma de Ehrlich (CEA) a partir da injecdo intraperitoneal (ip) . O experimento
compreendeu um grupo tratado de 6 animais (G1) e outro controle (G2) de igual nimero avaliados
num periodo de 9 dias . No dia 1 (D1) foi feita a injecao ip, em G1 e G2, de 0,3 ml de liquido ascitico
com CEA. A partir desta data foi feita avaliacdo de pardmetros clinicos , como peso, piloeregdo,
mobilidade e medigdes abdominais longitudinais e transversas. Do D3 até o D9 foi feita injecdo didria
ip de 200 mg/kg de Extrato Aquoso de Pa (EAPa) no G1. No G2 foi feita, no mesmo periodo, injecao
ip de 0,5 ml de solucao fisiologica a 0.9 %. No D9 os animais foram sacrificados e analisados: volume
da ascite, presenca de implante tumoral na parede abdominal, aspecto da ascite. Foram encaminhadas
amostras, de G1 e G2, para estudo citométrico e citomorfolégico. Foram avaliados na citometria o
ndmero de leucécitos totais, mononucleares e polimorfonucleares, além da contagem das células de
CEA. Na citologia foram avaliados aumento do volume nuclear, hipercromasia, alteragdes da relacdo
nucleo-citoplasma, irregularidades do contorno nuclear, cromatina com distribuicdo irregular,
nucléolos anormais ou multiplos e mitoses atipicas. Observou-se aumento significativo de peso no
G2, que todos os animais do G1 apresentaram piloerecdo e a mobilidade foi igual em G1 e G2.
Constatado maior medigdo abdominal transversal no G2. Foi observado significante menor volume
de ascite no G1 e que 66% dos animais do G2 tiveram implantes tumorais na parede abdominal
contra nenhum no G1. Foi observado um maior ntimero de leucécitos e de células tumorais no G2.
Os aspectos citomorfol6gicos foram iguais em ambos os grupos. Conclui-se que o EAPa promoveu
menor aumento do peso dos animais, toxidade tolerdvel, e ndo causou alteracées da mobilidade. No
G1 houve menor aumento de uma medigdo abdominal e ndo houve implantes na parede abdominal.
Também constatou-se que o EAPa promoveu melhor controle da ascite e menor contagem de celular
tumorais no liquido ascitico. Ndo houve diferencas citomorfoldgicas entre os dois grupos. Conclue-se

que o EAPa produz efeito antineopldsico na forma ascitica do carcinoma de Ehrlich.

Palavras-chave: Carcinomatose peritoneal. Plectranthus amboinicus (Pa). Carcinoma de Ehrlich

ascitico (CEA). Extrato Aquoso de Plectranthus amboinicus (EAPa).
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ABSTRACT

Peritoneal carcinomatosis is a major public health issue, with an estimated 46,000 new
cases per year in the U.S. and an expected 17,700 new cases in Brazil in 2012. Emphasis has
been laid on the need for experimental studies and new approaches with the use of
chemotherapy and biological agents. The peritonectomy procedure with hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy and cytoreduction (HIPEC) is currently being used in
treatment. Brazil has the greatest biodiversity on the planet and the Department of
Antibiotics (DA) of the Federal University of Pernambuco (UFPE) has acquired
considerable scientific experience with the experimental use of plant derivatives in the
treatment of tumors. From a previous experimental study in the DA, when we evaluated the
antineoplastic effect of alcoholic extract of the plant Plectranthus amboinicus (Pa), the
present study was conducted in Albino Swiss mice of the Mus musculus species, who were
submitted to the induction of the the ascitic form of Ehrlich carcinoma (EAC) by
intraperitoneal (ip) injection. The experiment comprised a group of 6 treated animals (G1)
and a control group (G2) of six untreated ones, evaluated over a period of 9 days. On day 1
(D1) an ip injection of 0.3 ml of ascitic fluid with EAC was made in both G1 and G2. From
this date an assessment was made of clinical parameters such as weight, piloerection, and
mobility and measurements were taken of the longitudinal and transverse abdominal
diameters. From D3 to D9 a daily ip injection of 200 mg / kg of aqueous extract Pa (AEPa)
was given in G1. During the same period G2 received an ip injection of 0.5 ml of 0.9% saline
solution. On D9 the animals were sacrificed and an analysis made of the volume of ascites,
the presence of tumor implantation in the abdominal wall and the appearance of the ascites.
Samples from both groups were sent for cytometry and cytomorphology studies. Cytometry
evaluated the total leukocyte count, including the percentages of mononuclear and
polymorphonuclear leucocytes, and the Erlich cell count. Cytology evaluated the increase in
nuclear volume, hyperchromasia, changes in the nucleus-cytoplasm ratio, nuclear contour
irregularity, uneven distribution of chromatin, abnormal or multiple nucleoli and atypical
mitoses. There was a significant weight increase in G2. All G1 animals showed piloerection,
and mobility was similar in G1 and G2. A greater transverse abdominal diameter was noted
in G2. A significantly lower volume of ascites was observed in G1, and 66% of the G2
animals had tumor implants in the abdominal wall as against none in G1. Cytometry
revealed a greater number of leukocytes and tumor cells in G2. The cytomorphological
features were the same in the two groups. It is concluded that the AEPa resulted in a lower
weight gain in the animals, tolerable toxicity and no changes in mobility. In G1 there was a
smaller increase in abdominal diameter and there were no implants in the abdominal wall. It
was also found that the AEPa produced a better control of ascites and a lower tumor cell
count in the ascitic fluid. There were no cytomorphological differences between the
two groups. It is concluded also the AEPa produced antineopladiéctefin ascitic form of Ehrlich
carcinoma .

Keywords: Peritoneal carcinomatosis. Plectranthus amboinicus (Pa). Ehrlich ascites
carcinoma (CEA). Aqueous extract of Plectranthus amboinicus (AEPa).
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1 INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

Carcinomatose peritoneal é uma das fronteiras da moderna Oncologia. Dada a
multiplicidade de suas apresentacdes e diversidade na abordagem terapéutica, ao
longo do tempo, foram propostos sistemas de classificagio dessa entidade e,
paralelamente, novas e desafiantes modalidades terapéuticas. Ha um esforco global
no sentido de se aprofundarem os estudos farmacolégicos no sentido de se
identificarem substancias quimioterdpicas e outros agentes bioldgicos que exergam
efeito maximo sobre a superficie peritoneal e possam promover resposta eficiente
nesse territoriol®. Dessa forma, no Congresso Internacional Sobre Neoplasias
Peritoneais, em 2008, o Prof. Paul Sugarbaker, convocou os pesquisadores ligados a
essa atividade em todo o mundo a aprofundarem as pesquisas experimentais sobre
diferentes modalidades de tratamento dessa enfermidade”.

O Brasil contém a maior biodiversidade do planeta e estdo documentados, por
centros de pesquisa brasileiros e internacionais, os efeitos de derivados de plantas
sobre tumores peritoneais experimentais. O Departamento de Antibiéticos da UFPE
tem experiéncia de seis décadas na pesquisa desse tipo de neoplasias!?21,100,105110,

Os tumores podem ser originados de carcinomas primadrias locais e de sitios a
distancia. Na maioria dos casos o diagndstico se estabelece a partir de sinais e
sintomas vagos e muitas vezes é dado em fases tardias da doenca'2.

Essa afeccdo é uma entidade frequente e, na maioria das vezes fatal,
implicando em curtos periodos de sobrevida e intensa morbidade caracterizada por
fendmenos oclusivos digestivos de dificil tratamento e paliacdo precaria®14.

No sentido de minorar os sintomas e, eventualmente, curar pacientes com
carcinomatose, foram introduzidas técnicas que associam a resseccdo cirtrgica
maxima dos tumores localizados no peritoneo, muitas vezes associada a ressecgdes
multiviscerais. No entanto, a doenga residual macro ou microscépica se situava como

empecilho para uma resposta terapéutica adequada®1217. Dessa forma, foram
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associados a cirurgia o uso de substdncias como quimioterapicos, bem como
elementos radioativos , terapia genética, anticorpos monoclonais e derivados de
plantas, além de medidas fisicas, entre elas a hipertermia, que procuravam expandir

os resultados da cirurgia®1820,

1.2 JUSTIFICATIVA DA INVESTIGACAO

Ha embasamento sobre o uso de derivados de plantas no tratamento das
neoplasias, e importantes trabalhos a respeito de seu uso na carcinomatose,
produzidos por universidades brasileiras, americanas e européias, além de centros de
pesquisa orientais, os quais estimulam o aprofundamento desse tema?*+28,

O Departamento de Antibiéticos da UFPE acumulou, ao longo do tempo,
consideravel experiéncia no uso de derivados de plantas no tratamento tépico ou
sistémico de neoplasias. A utilizagdo de um derivado da planta Plectranthus
amboinicus (Pa) no controle de tumores  experimentais na forma soélida foi
demonstrada naquela instituigdo em estudos prévios 11100 ,

O interesse especifico sobre a forma ascitica do carcinoma de Ehrlich, e a
utilizacdo de um derivado bruto do Pa sob a forma de extrato aquoso no controle da
ascite experimental norteou o estudo atuall1%.

Foi concebido um modelo experimental que contemplasse a utilizagdo de
animais portadores da forma ascitica do carcinoma de Ehrlich e que fossem

submetidos a tratamento intraperitoneal com o extrato aquoso do Pa.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antineoplasica do extrato aquoso do Plectranthus amboinicus
(EAPa), utilizado por via intraperitoneal, no tratamento da forma ascitica do

carcinoma de Ehrlich.

1.3.2 Objetivos especificos

1)Avaliar parametros clinicos de toxicidade do EAPa na ascite neoplasica;
2)Avaliar pardmetros biométricos, citométricos e citomorfolégicos da acao

do EAPa na evolucao da ascite neoplasica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMATOSE PERITONEAL

2.1.1 Importancia epidemiolégica

Estima-se que 10 a 15 % dos 130.000 casos novos anuais de cancer colorretal
nos Estados Unidos da América desenvolverdo carcinomatose peritoneal em alguma
etapa de sua evolu¢do?. Ainda nesse pais, 75% dos casos novos de carcinoma de
ovario, 50% dos de estomago e 31% dos de apéndice virdo a desenvolver
disseminagdo peritoneal da neoplasia'®>. Somados aos 1500 casos novos anuais de
tumores primdrios do peritoneo, em sua maioria mesoteliomas, calcula-se que, por
ano, acontecerdo aproximadamente 46.000 casos de carcinomatose peritoneal,
somente nos EUA™,

No Brasil, estimam-se, para 2012, 30.140 casos novos de céncer colorretal,
20.090 de cancer de estdbmago e 6.190 casos novos de neoplasias malignas de ovario.
Nao ha referéncia, nas estatisticas oficiais brasileiras, aos tumores primarios do
peritoneo e as neoplasias do apéndice. Com base nesses dados, confrontados com os
percentuais referidos, calcula-se que ocorrerdao aproximadamente 17.700 casos de

carcinomatose peritoneal nesse periodo3°.
2.1.2 Mudanca nos paradigmas de tratamento

Considerando os estigmas relacionados com a mortalidade associada a essa
afeccdo, quase inexoravel e ligada a intensa morbidade, foram propostas mudancas
dos paradigmas de abordagem dessa doenca?. Dessa forma, terapias mais
agressivas, incluindo ressec¢des tumorais extensas e multiviscerais, com inclusao de
areas alargadas do peritoneo, associadas ao uso de substdncias intraperitoneais,
como agentes quimioterapicos e biolégicos, além de medidas fisicas, como a

hipertermia, passaram a ter lugar no arsenal terapéutico dessa afeccao!?”-



V¢

Y 5
]

UFPE
Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

Assim, o conceito tradicional de que a carcinomatose peritoneal representa
uma doenga incuravel e intratdvel foi expressivamente modificado ao longo do
tempo. Evidéncias embasadas e cientificamente demonstradas indicaram que a
abordagem agressiva da doenga peritoneal através da combinagdo de recursos
terapéuticos e associacdo de modalidades de tratamento podem ter impacto
significante na qualidade de vida dos pacientes, provocando efetiva reducdo da
progressao tumoral e consequente controle dos sintomas!#17. Apesar de ser possivel
correlacionar diferentes modalidades de carcinomatose peritoneal, o tipo histolégico
primario determina o manuseio clinico da doenga regional bem como a
probabilidade e o padrao de recorréncia apds terapia. Como a maioria das demais
neoplasias avangadas, o foco na paliacdo dos sintomas é destacado, essencialmente
no que se refere a controle da ascite e da obstrugdo intestinal. Dessa maneira, é
necessario encarar a carcinomatose peritoneal como uma doenga com caracteristicas

diferentes do acomentimento neoplasico visceral32.

2.1.3 Padrao de disseminacao regional

Dada a complexidade e multifatorialidade das diferentes formas de
apresentacdo clinica da carcinomatose periotoneal sdo necessarios métodos de
classificacdo dessa entidade para que se possa estabelecer uma rotina de abordagem
diagnostica e terapéutica dessa doenga. Assim, foram estabelecidos critérios de
classificacao e estratificagdo dos pacientes portadores dessa enfermidade, ndo s6 para
que se pudesse estabelecer comparacdo sistematizada em estudos prospectivos
multi-institucionais e internacionais, mas também para que se agrupassem pacientes
que se beneficiassem de uma ou outra modalidade terapéutica em um dado
momento, com a resposta terapéutica maximald. Além disso, é essencial a
compreensao biolégica e fisiopatologica de apresentacdo da carcinomatose para que
se possa imprimir racionalidade e sistematizagao ao seu tratamento?.

A existéncia do chamado “fenétipo tumoral” permitiria a proliferacdo de um grupo
minoritario de células, que tivessem o referido fendtipo, dessa maneira se

estabelecendo a proliferacao descontrolada que caracteriza as neoplasias. Um grupo
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amplamente majoritario de células desprendidas no peritoneo nao teria esse fenotipo
e, consequentemente, ndo obteria condigdes nutricionais e vasculares de proliferagao.
A esse fendmeno se designou “ineficiéncia metastatizante “38

A cavidade peritoneal é um espago virtual revestido por células mesoteliais
que contém uma extensa rede capilar linfatica e vascular. A membrana basal sob essa
camada de células se comporta como uma barreira contra o fluxo de material celular.
A cavidade é preenchida por pequeno volume de fluido, com caracteristicas préprias
de producao, circulacdo e absor¢do. Em algumas situagdes anormais, incluindo a
presenca de malignidade, poderd ser modificado o fluxo de producédo e absorcdo do
liquido peritoneal, havendo alteragdo na pressao hidrostatica intraperitoneal. A
absorcdo de fluidos se faz através do peritoneo, sendo que a maior parte do mesmo
retorna a circulacdo porta. Material celular e proteinas ndo ultrapassam a membrana
basal e sdo absorvidos pelos canais e poros linfaticos localizados primariamente na
superficie peritoneal do diafragma e no grande omento. A carcinomatose peritoneal
se caracteriza pelo bloqueio desses canais pelas células tumorais, o que provoca
impedimento ao fluxo do liquido peritoneal33.

Existem canais com comunicacdo direta entre o peritoneo e linfaticos
adjacentes concentrados no diafragma. O uso intraperitoneal de particulas marcadas
com iodo 125 foi utilizado para verificar o papel desses canais na absor¢ao de
macromoléculas ao longo do diafragma e do peritoneo parietal e facilitou a
compreensao desse fendmeno3!.

O fluxo de liquido e material celular no abddmen é determinado, entre outros
fatores, pela agdo da gravidade e pelos movimentos do diafragma e das algas
intestinais. O padrdo desse fluxo determina o percurso de particulas sélidas nesse
ambiente e, consequentemente, o padrdo de disseminacdo de células tumorais na
cavidade peritoneal. Esse fenomeno explica porque as localiza¢des mais comuns dos
implantes peritoneais sdo o quadrante inferior direito, a superficie diafragmaética

direita, o omento e o peritoneo pélvico3+.

Hagiwara, em 1993, estudou a presenca de filtros imunolégicos, denominados por

ele de “milk spots”, concentrados, principalmente, no omento, ligamento
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hepatoduodenal, base do mesentério, fundo de saco de Douglas e apéndices
epiploicos, que tem funcdo similar aos linfonodos , expressa por acdo de filtragem
linfatica e imunolégica agindo como “édreas de armadilhas” para aglomerados de
células tumorais. Portanto, segundo esse autor, a localizacdo dos “milk spots”, o
constante movimento das visceras abdominais, o ritmo de esvaziamento do liquido
peritoneal e a agdo da gravidade, sdo fatores que, em conjunto, determinam o padrao
de disseminagdo tumoral peritoneal®. Esses elementos seriam “portdes” que
permitem a entrada das células tumorais na camada subperitoneal , onde se
estabelecem condicdes de nutricdo e irrigacdo que possibilitam sua multiplicacdo.
Essa localizagdo corresponde aos achados clinicos da carcinomatose peritoneal , que
acomete inicialmente os sitios referidos 0.

A carcinomatose peritoneal pode se originar de tumores primarios da
superficie peritoneal, como os mesoteliomas, mas também pode ser resultante da
disseminagdo de tumor originado em viscera intra-abdominal, podendo abranger
desde as lesdes de baixo grau histologico e comportamento biolégico indolente como
o adenocarcinoma mucinoso do apéndice e alguns casos de cancer de ovario, até
lesdes de alto grau e comportamento agressivo como os tumores do estdbmago, célon
ou pancreas. Podem também ocorrer metdstases sistémicas simultaneas a
carcinomatose peritoneal. Por outro lado a disseminacdo peritoneal pode ser
resultante de lesdes neoplasicas primdrias em sitios extra-abdominais, como os
melanomas ou os tumores da mama. Naturalmente cada uma dessas neoplasias tem
padrdes de disseminacdo particulares e devem ser analisadas individualmente. Os
orgdos intraperitoneais, principalmente o ovério e o apéndice cecal sdo a fonte mais
comum de tumores diagnosticados de inicio com carcinomatose peritoneal3>3.

As neoplasias gastrintestinais podem ser causa de carcinomatose peritoneal
por dois mecanismos distintos: nos tumores de alto grau, mal diferenciados a
disseminagdo tumoral se faz por invasdo direta de 6rgdos com posterior dispersao
das células e depésitos tumorais a distancia, geralmente associados a disseminagao
linfatica e hematogénica?032. J& os tumores de baixo grau, bem diferenciados, se
caracterizam por disseminacdo via “fendomeno de explosdo por pressdo”, como

ocorre nos tumores mucinosos do apéndice e do ovario, nos quais o crescimento



Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

tumoral lento permite mudangas do volume das células tumorais com ruptura das
mesmas com consequente contaminacdo tumoral peritoneal*. Esse fenomeno é
verificado em tumores de baixo ou nenhum potencial maligno. Causas menos
comuns de carcinomatose peritoneal incluem disseminacdo hematogénica de
tumores extra-abominais, como acima relatado, ou implantes iatrogénicos apds
manipulacdo de tumores como nas biopsias de hepatocarcinomas ou de tumores da
vesicula biliar?”.

A simples presenca de células tumorais livres no ambiente peritoneal nao
corresponde sistematicamente a presenca de carcinomatose, pois a aderéncia,
implantacdo e posterior proliferacdo celular demandam todas as fases necessarias
para o estabelecimento e crescimento de uma neoplasia®.

Os pré-requisitos que favorecem a instalacdo de metéstases linfaticas ou
hematogénicas ndo se aplicam sistematicamente a disseminacdo peritoneal. A
regulacdo da adesdo das moléculas, correlacionadas com o “fenétipo de aderéncia
tumoral” e o baixo poder antigénico dessas células tumorais podem explicar porque
as mesmas escapam da vigilancia imunolégica®.

Para que ocorra crescimento tumoral nos locais de implantes peritoneais é
obrigatério o crescimento de vasos para nutri-los, mas implantes se mostraram
capazes de absorver nutrientes do liquido ascitico, principalmente nos tumores de

baixo grau#041.

2.1.4 Modelos de classificacao

Uma condigdo essencial para a racionalidade na indicagdo do tratamento da
carcinomatose é que se defina um sistema de classificagdo e estratificacdo dos
pacientes objetivo e reprodutivel, a partir de dados de imagem e de achados visuais
na cirurgia e, assim, se possam estabelecer meios que permitam estudos
comparativos metodologicamente corretos!3.

Entre os diversos sistemas propostos o mais adotado é o sugerido por
Sugarbaker, que divide o abdome em 12 regides, e a cada uma atribui um escore de 0

a 3, variando de auséncia de tumor visivel até diAmetro de 5cm ou confluente?.
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A soma das areas avaliadas corresponde ao indice de cancer peritoneal
(PCI), sendo o ntmero méaximo 36. As vantagens desse sistema sdo a
reprodutibilidade e permitir avaliacdo da possibilidade de citoreducdo escalonada, a
partir de limites de PCI previamente descritos. E também possivel utilizar esse
sistema como guia para reoperacdo nas reincidéncias, com a requantificacdo da

extensao tumoral e a respectiva estratificacao®42.

INDICE DE CANCER PERITONEAL

HRegines Tamanho da lesao Pontuacio Tamanho da lesan
0 Central S L5 0 Visto nenhum tumor
| 1 Supericr direito CR L5 1 Tumor até 0.5cm
/rt : 2 Epigdstric — L5 2 Tumor até 5.0cm

3 Guperior esquerdo . LS % Tumor = 5.0 cm

4 Flanco esquerdo — «com confluéncia

s 2 Inferior ezquerda ——
A\‘J | &Pabve ;
[5“ *’: 2 ¥ Infericr direita —
= 8 Flanco direito e
[o] o4\
7| 8 ===

5 \ 7 Jejuno superior
10Jejuno inferior

11 flea superior
12 flea inferior

ICP j

Figura 1 - Peritoneal Cancer Index (PCI)"

Outro indice de estadiamento da carcinomatose foi descrito por Gilly, em
1994 estabelecendo 5 estdgios, de 0 a 4, definidos desde auséncia de lesao
macroscopica (estddio 0) até implante maior que 2 cm (estddio 4). A vantagem desse
sistema é a simplicidade e a reprodutibilidade, além do que, com a sua utilizacdo é
possivel estabelecer o “downstaging” ap6s a citoreducdo, o que fornece elementos
para o planejamento de tratamento complementar pds-operatério. A maior
desvantagem é que esse método ndo permite avaliar a ressecabilidade e também néao
pode quantificar a distribui¢do dos implantes peritoneais32.

Um terceiro sistema foi proposto no Japdo e é especifico para o cancer

gastrico. Esse modelo relaciona a invasdo serosa (SO - auséncia de invasao até S3 -
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invasdo de 6rgdo adjacente), avalia os linfonodos (N1 - linfonodo perigastrico até N4
- linfonodo para adrtico), bem como o envolvimento peritoneal (PO - auséncia de
metastases peritoneais até P3 metastases peritoneais difusas) até metastases
hepaticas (HO - auséncia até H3 - metdstases em ambos os lobos). Também a
simplicidade e reprodutibilidade é sua maior vantagem, além da possibilidade de
avaliar “downstaging” e recorréncia. Entretanto ndo permite localizagdo anatomica
da carcinomatose, o que, comprovadamente, pode estabelecer diferenciais de
evolugao da doenga, bem como é falho na avaliacdo do tamanho dos implantes e sua
quantificacao®3.

Um dltimo modelo foi proposto por Zoetmulder, na Holanda em 2002, que
corresponde ao modelo de Sugarbaker simplificado, descrevendo as lesdes em
quatro gradagdes de tamanho de grandes (maiores que 5cm) até inexistentes e
diminuindo o nimero de regides do abdome de 12 para 7. A maior vantagem desse
sistema é a validade para estadiamento de carcinomatose por cancer colorretal. Pode
também estabelecer correlacdo com indice de complicagdes e é valida para selecdo e
estratificacdo de pacientes. No entanto é deficiente porque algumas regides
abdominais nao sdo referidas#.

A partir de consenso realizado em 2006, durante o “5t International
Workshop on Peritoneal Surface Malignancy” em Mildo, Itdlia, o modelo de
Sugarbaker foi considerado o melhor sistema de avaliacdo intraoperatdria de
carcinomatose e, a partir de entdo, proposta a sua utilizacdo como sistema padrao

nos estudos a serem realizados#>.

2.1.5 Tratamento

2.1.5.1 Resseccdo cirturgica

A resseccdo cirargica podera ser indicada quando tecnicamente factivel, e
quando proposta em um paciente que demonstre condi¢do clinica que permita o
procedimento. Um pré-requisito basico para essa indicacdo é que a neoplasia esteja

N

restrita a cavidade abdominal, o que podera ser definido com da utilizagdo dos
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exames de imagem convencionais, além da utilizacao de PET CT, exame incluido na
rotina de avaliagdo para resseccdo peritoneal3.

A resseccdo cirturgica é o tratamento de eleicdo para pacientes com
carcinomatose peritoneal secundaria a tumores benignos e também para os tumores
malignos de baixo grau, como os tumores de apéndice, mesoteliomas e tumores de
ovério. A citoredu¢do maxima é desejada, mas freqiientemente nao é possivel devido
a natureza difusa dessa doenca. O objetivo do tratamento cirargico é a paliacdo dos
sintomas causados pela compressio tumoral sobre o6rgdos intra-abominais,
principalmente segmentos do aparelho digestivo, bem como o controle da ascite. Um
retardamento no crescimento tumoral é uma consequéncia da ressecgao?.

Nos pacientes com tumores peritoneais benignos, a resseccdo cirdrgica
completa é eficiente para controle dessa condicdo, o que ndo é possivel nas
neoplasias malignas, quando se impde, além da resseccao cirargica, algum tipo de
terapia adicional que controle a doenca microscopica residual no ambiente
peritoneal e evite as reincidéncias?’.

Nas séries publicadas analisando o efeito da terapia combinada na
abordagem dos tumores peritoneais, o indice de citoreducdo foi, unanimemente,
considerado como o fator progndstico mais importante nos diversos tipos de
tumores analisados333546,

Em estudos experimentais o interesse é focado na utilizagdo de drogas e
substancias citotéxicas utilizadas por via intraperitoneal apds cirurgias de
citoredugdo. Nessa situacdo, especificamente no que se refere a quimioterapicos, a
atuacdo dessas drogas se faz por penetracdo em superficies tumorais de 5mm ou
menos, e essa penetracao depende de varios fatores, como peso molecular da droga,
densidade tecidual do tumor e permeabilidade de sua estrutura ao citostatico
utilizados.

Para pacientes com tumores malignos, mesmo apds remogdo macroscopica
completa da neoplasia, é predominantemente aceito que devera ser feita terapia local
complementar, pois hd doenga microscépica residual. Uma avaliagdo pré-operatoria

minuciosa, no sentido de avaliar a extensdo da neoplasia, e um planejamento
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terapéutico cuidadoso sdo importantes para maximizar a resseccdo cirtrgica e a
eficiéncia do tratamento complementar?®.

Ressalte-se que o conhecimento dos padrdes de disseminacdo de cada
neoplasia em particular, obrigatoriamente tem que ser considerado e incluido na
racionalidade do planejamento cirtrgico e do tratamento complementar. Os sitios
mais frequentes de implantacdo tumoral sdo o grande e o pequeno omentos, o
ligamento falciforme e o hilo esplénico. Além desses, o peritoneo que reveste os
musculos diafragmas, especialmente a direita, a regido pélvica e o mesentério sdao
sedes habituais de depdsitos neoplasicos. Habitualmente a remogdo completa do
pequeno e grande omento é possivel e normalmente é incluida no procedimento
cirargico. Quando envolvido, o peritoneo diafragmatico pode ser ressecado
completamente, devendo ser tomadas as devidas cautelas para se evitar lesdo da
musculatura com comunicacdo para a cavidade pleural. Essa circunstancia pode
ensejar complicacdes pds-operatdrias, como o pneumotérax e os derrames pleurais,
bem como possibilitar escape de substancias citotdxicas para a pleura, aumentando a
absorcdo sistémicas das mesmas e provocando acgdo deletéria no parénquima
pulmonar (Pneumonite e hepatizagao)*.

A resseccdo das goteiras parieto-célicas direita e esquerda e do peritoneo
pélvico geralmente é realizada. Quando o bago ou o hilo esplénico estdo acometidos
pelo tumor é realizada esplenectomia. Nessa situacdo devera ser avaliada, pré-
operatoriamente, a utilizacdo de vacinas contra germes encapsulados, pois
dificilmente havera indicacdo de seu uso apés a cirurgia, tendo em vista o contexto
habitual do periodo pés-operatdriols.

A presenca de tumor de significativo volume na pélvis e no mesentério
requerem resseccdo local. Na pelve, nas mulheres, a peritonectomia completa do
peritoneo nao visceral poderd se completada pela histerectomia total e salpingo-
oforectomia bilateral. Eventualmente serd necessaria resseccdo anterior do reto em
monobloco e, nesse caso, apds a realizacdo de anastomose coloretal deverd ser
realizado estoma proximal, tendo em vista os riscos de vazamento no local da

anastomose?.
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Considerando a morbidade relacionada as ressec¢des intestinais em um
contexto de paciente com neoplasia extensa, comprometimento nutricional e cirurgia
de grande porte, devera se optar por medidas locais especialmente a fulguracdo de
pequenas lesdes, para tratamento dos implantes ali localizados. Depdsitos
neoplasicos na superficie do intestino delgado, desde que pequenos e superficiais,
ou do mesentério deverdo ser tratados com fulguracdo utilizando cautérios com
ponta esférica®.

O ligamento hepatoduodenal é a drea mais desfavoravel a remogao completa
na carcinomatose avangada, e a sua resseccao deve ser considerada quando avaliada
a possibilidade de citoreducdo eficiente e total em outras areas do peritoneo. De uma
forma geral a extensdo da resseccdo peritoneal deve ser governada pela
possibilidade objetiva de citoredugao completa®?.

Evidentemente, a remocao integral da doenca microscépica ndo é possivel,
mesmo porque normalmente ndo é realizada peritonectomia completa, no intuito de
preservar areas indenes do peritoneo e limitar a morbidade pés-operatéria. Por
outro lado, a histéria natural desse grupo de doencas demonstra a necessidade
freqiiente de reintervencdes para tratar recorréncias locais. Dessa maneira, a
manutencdo da integridade do maior segmento possivel de tubo digestivo deve ser
sempre considerada, para que seja preservada ao méaximo a capacidade absortiva do

mesmo?’.

2.1.5.2 Quimioterapia intraperitoneal

A adigao de quimioterapia por via intraperitoneal visa atuar sobre a doenca
residual de pequeno volume e microscopica. Estratégias de citoreducao agressiva
vém ganhando ampla aceitacdo nos ultimos anos, mas ndo tiveram suas bases
plenamente estabelecidas. E consensual que ha importante incremento no
prognoéstico quando a citoreducdo completa é obtida, provavelmente devido a
caracteristicas biologicas do tumor ou intervencdo em estagio precoce da doenga.
Adicionalmente, o recurso de uso local de quimioterapico, permite a utilizagdo de

altas concentracdes do mesmo sem que haja absorgdo sistémica e, consequentemente,
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toxicidade. Foram estudadas as concentracdes plasmaéticas e peritoneais de diversos
quimioterdpicos utilizados por via peritoneal, tendo se constatado proporcdes entre
as concentragdes peritoneais e plasmaticas que oscilaram desde 20: 1 para o cisplatin

até 1000:1 para o plactaxel’s.

Vantagens farmacocinéticas associadas com uso intraperitoneal de drogas antineoplasicas

Agente Relacao pico peritoneal cavitirio / concentragdo plasmatica

Carboplatin 18
Cisplatin 20
Mitomycin C 72
Methotrexate 92
5-Fluorouracil 298
Doxorubicin 474
Mitoxantrone 620

Paclitaxel >1000

Quadro 1 - Relagdo pico peritoneal / concentracdo plasmatica de quimioterdpicos!2

Esses agentes sao empregados por via peritoneal com limitado espectro de
toxidade regional, utilizando dose-limite e sem implicar em efeitos colaterais
sistémicos?’.

Analisando-se pacientes com cancer de colon com alto risco de recorréncia
local, que foram submetidos a quimioterapia intraperitoneal ou sistémica com 5
fluorouracil foi observado uma taxa menor de toxidade e de recorréncia no grupo
tratado por via intraperitoneal. Entretanto, ndo foi observada vantagem na
sobrevida entre os dois grupos®. Por outro lado, observa-se em trabalho
randomizado e cooperativo de fase III, aumento da sobrevida (49x41 meses) quando
utilizada cisplatina por via intraperitoneal comparado com a utilizagdo sistémica
dessa droga, nos tumores do ovario estadio IIIC%.

E necesséria cuidadosa avaliacdo em estudos bem planejados para que seja

avaliado cada componente individual e seu respectivo impacto no tratamento da
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carcinomatose, quais sejam a citoredu¢do, a quimioterapia e a hipertermia, bem
como suas associa¢oes em diferentes modalidades?s.

Os primeiros estudos se mostraram imperfeitos pela auséncia de grupos
controle, bem como pela ineficiéncia dos sistemas de estadiamento. Por outro lado,
ndo ha consenso quanto & extensdo da citoreducdo e a amplitude da resseccao
peritoneal32.

Outros estudos, ao longo do tempo, vem demonstrando o efeito de drogas
citotéxicas como adjuvante de resseccdo de tumores peritoneais e analises
farmacolégicas sdo essenciais para que seja definido um padrdo de uso para cada
neoplasia em particular. Teoricamente, somente drogas ndo especificas para
determinada fase de ciclo celular podem ser utilizadas, pois o efeito das mesmas se
fara em uma s6 oportunidade, durante o procedimento terapéutico. E mandatério
que se defina a elegibilidade do uso de uma droga citotoxica a partir de estudos
experimentais que testem a mesma in vivo e in vitro, avaliem a sua atividade
antitumoral e seu eventual sinergismo com a hipertermia. Essa fase sera sucedida por
estudos fase I que avaliem a toxidade e determinem a dose maxima tolerada. Em
seguida estudo fase II avaliard a resposta clinica antitumoral em neoplasia especifica.
Posterior estudo em fase III determinara a eficacia relativa em estudos randomizados
e, em funcdo destes, podera ser adotado o uso clinico na rotina. Também a influéncia
das diversas solugdes carreadoras utilizadas tem que ser considerada, bem como os

diversas modalidades de hipertermial317.20.42,

2.1.5.3 Hipertermia intraperitoneal

O papel da hipertermia nao esta bem definido, apesar das vantagens teéricas
apontadas na sua associagdio com a quimioterapia intraperitoneal. Estudos
preliminares demonstraram que a hipertermia incrementa a penetracdo dos
quimioterdpicos nas células malignas e possivel efeito sinérgico com as drogas
citotoxicas®.

A maioria das séries acrescentam a quimioterapia intraperitoneal a
hipertermia, utilizando sistemas de perfusdo peritoneal continua conectados a

sistemas de aquecimento de solugdes?”.
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Estudos experimentais demonstraram efeito local da quimioterapia, nessas
circunstancias, em lesdes de 10mm ou menos. Nessas avaliacdoes foi demonstrado
que a oferta intratumoral e o conseqiiente efeito citotoxico da cisplatina tinham
relacdo direta com a temperatura até um limite de 43°C. Houve uma oferta quatro
vezes maior dessa droga com o uso da hipertemia e um efeito intratumoral mais
homogéneo. Também foi demonstrado efeito da hipertermia sobre as ligacdes dos
quimioterdpicos com o DNA das células tumorais e que esse efeito tinha reacdo

linear com a concentracdo dos mesmos!5-0,

2.1.5.4 Cirurgia citoredutora associada a quimioterapia intraperitoneal hipertérmica

A associagao da cirurgia citoredutora com a quimioterapia intraperitoneal e
hipertermia, é designada por uma sigla: HIPEC (Hipertermic Intraperitoneal Perfusion
and Chemotherapy), consagrada em todo o mundo32424449,51,,

A utilizacdo de circuitos de perfusdo associados a dispositivos de
aquecimento passou a ser adotada nesses casos. A temperatura intraperitoneal é
mantida entre 41 e 42°C durante aproximadamente 60 minutos. Atualmente esta
disponivel na Europa dispositivo especifico para quimioterapia intraperitoneal com
HIPEC e a legislacdo ja obriga a utilizagdo desse equipamento nesses casos?.

Nesse procedimento sdo instalados termdmetros na cavidade peritoneal e
distribuidos de modo a garantir a hipertermia em niveis estaveis e uniformes. Os
agentes mais comumente utilizados na HIPEC sdo a cisplatina e mitomicyn C,
empregados inicialmente no tratamento dos mesoteliomas e dos tumores
gastrointestinais. Estudos fase II foram feitos definindo a padronizacdo da HIPEC e
seus resultados nesses dois grupos de pacientes!’3. Foi também planejada
quimioterapia pos-operatoria intraperitoneal com uso de 5-FU e Paclitaxel34.

As complicaces relacionadas com a HIPEC, considerada a condicao
oncolégica e clinica do paciente, bem como a extensdo da cirurgia e procedimentos
associados, implica, na maioria dos estudos, em morbidade em torno de 25% e
mortalidade média de 5%?3¢.

O primeiro trabalho prospectivo randomizado com avaliacdo de longo prazo

(8 anos) avaliando os resultados da HIPEC foi publicado por Verwall et al, em
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2008%2. Foram estudados dois grupos, totalizando 105 pacientes. Em um grupo foi
realizada apenas quimioterapia sistémica e no outro citoredugao associada a HIPEC
e quimioterapia sistémica. A sobrevida média foi de 12.6 meses no grupo controle e
de 22.2 meses no grupo HIPEC (p=0.0280) e a sobrevida em 5 anos para os pacientes
que fizeram resseccdo RO e HIPEC foi de 45%. Dessa forma foi demonstrado que a
HIPEC aumenta a sobrevida em pacientes com carcinomatose secundéria a tumores
colo-retais, e também verificado que ha um subgrupo selecionado de pacientes que
tem sobrevida prolongada nessa situagao®2.

Outra evidencia da eficacia da HIPEC foi publicada por Elias et al, em 2009
quando foi analisada a sobrevida a longo prazo de pacientes com carcinomatose
peritoneal secundéria a tumores colo-retais submetidos a quimioterapia sistémica
com drogas de uso atual e eficiéncia comprovada (oxalaplatin e irinotecan) avaliados
retrospectivamente versus pacientes tratados com citoreducdo e HIPEC. Foram
analisados 48 pacientes em cada grupo e a sobrevida em 5 anos foi de 51 % para o
grupo HIPEC e 13 % para o grupo quimioterapia sistémica.Também foi verificado
que a sobrevida média foi de 62.7 meses para o grupo HIPEC versus 23.9 meses para
o grupo controle (p<0.05). Foi concluido que a HIPEC promove consideravel ganho

na sobrevida®.

2.1.5.5 Outras terapias antineoplésicas intraperitoneais

A possibilidade de limitar a exposicdo sistémica a drogas citotéxicas através
de uso regional desses agentes é especialmente atrativa para novas modalidades de
tratamento. A terapia fotodindmica utiliza agentes sensibilizantes por via
endovenosa (photofrin) que tem afinidade pelas células tumorais. Apds tempo de
fixagdo dessas substancias nas células tumorais, o peritoneo é exposto a irradiacdo a
laser, o que provoca a formacdo de radicais intracelulares. Os resultados iniciais no
tratamento da carcinomatose peritoneal e da sarcomatose sao encorajadores, mas foi

observada importante toxidade local e sistémical®.
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Outra abordagem consiste na utilizagdo de terapia genética, através da
aplicacdo direta de vetores nos depositos tumorais, com conseqiiente incremento da
eficiéncia de transducaols.

Outra modalidade de tratamento consiste na utilizagdo intraperitoneal de
microesferas impregnadas por cisplatin, que permitem liberacdo gradual dessa
substancia por 14 dias. Apesar de, no modelo animal utilizado, ndo ser observado
efeito terapéutico maior que o uso de cisplatin aquoso, foi observada menor toxidade

e a possibilidade de utilizagdo de doses maiores escalonadas®3.

2.1.6 Paliacao

A ascite neoplasica refrataria pode provocar impacto na qualidade de vida e
na sobrevida do paciente com carcinomatose. Dez a quinze por cento dos pacientes
com cancer gastointestinal desenvolvem essa condicdo. A terapia conservadora com
diuréticos é eficiente em aproximadamente metade dos pacientes, e ndo existem
trabalhos randomizados que confirmem esse dado. O uso de espironolactona, com
dose inicial de 150mg/ dia pode ser necessario para controlar a ascite!2.

A drenagem do fluido através de paracentese e a realizacdo de desvios
peritoneo-venosos provocam resolugdo imediata, mas tem complicacdes relevantes,
como infec¢des e hipoalbuminemia, além de ndo ser uma solucdo definitiva. Os
procedimentos (shunts) de Denver e Leveen removem o liquido ascitico e o drenam
para a circulagdo sistémica, e permitem controle prolongado da ascite em
aproximadamente 70 % dos pacientes®.

Ha relatos isolados do uso intraperitoneal de bevacizumab, anticorpo
monoclonal inibidor do VGEF, no tratamento da ascite secundéaria a tumores de
ovario refrataria ao tratamento convencional. A comprovacdo da utilidade desse

recurso devera ser definida em estudos melhor dimensionados®.
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2.1.7 Modelos de indugao de tumores peritoneais em animais e quimioterapia

intraperitoneal

Os modelos de disseminagdo tumoral peritoneal tiveram sua demanda
provocada pelo estudo clinico dos tumores malignos de predominante disseminagao
peritoneal, especialmente os tumores do ovario. Foi estabelecida a racionalidade da
utilizacdo de substancias ou drogas por via peritoneal, na suposicdo de que seu efeito
se faria com mais eficiéncia no local e, eventualmente, seria potencializado pela agao
sistémica da mesma substdncia aplicada no peritoneo’s.

A utilizacdo de substancias por via intraperitoneal associada ao uso da
mesma, ou de outras drogas, por via venosa, também teve sua utilizacdo
implementada, com a denominacao de tratamento bidirecional2.

Dessa maneira, foram criados modelos experimentais de tumores
transplantados em animais. As primeiras referéncias consistentes, de nosso
conhecimento , a respeito desse assunto datam de 1979, quando Costa et al,
utilizaram cultura de células de carcinoma de colon produzidos por indugao quimica
em ratos BD IX. Foram criados 4 modelos experimentais de disseminacao tumoral:
subcutanea, pulmonar, hepatica e peritoneal. Observado que essas metastases tinham
as mesmas propriedades biologicas dos tumores primdrios. A partir desse modelo
foram projetados estudos de imunoprofilaxia, imunoterapia, quimioterapia e terapia
antiangiogénica, além de testes com substancias anticoagulantes®>.

Um modelo semelhante foi obtido por House & Maley, em 1983 que
estudaram um grande numero de ratos com cancer de colon (240 no grupo
experimento e 150 no grupo controle) tratados apenas com cirurgia, comparados a
animais tratados com cirurgia associada a quimio ou imunoterapia adjuvantes.
Observada similaridade entre o comportamento biolégico das lesdes e as
manifestacoes do tumor de colon em humanos. Dessa maneira foram detectadas
metéastases no figado, nos linfonodos nos pulmdes e no peritdbneo em 27 % dos
animais. Foi observado um percentual menor de metéstases e um menor crescimento

tumoral no grupo que fez tratamento adjuvante e esses valores foram
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estatisticamente significantes. Houve também um menor crescimento dos linfonodos
mesentéricos, bem como uma maior sobrevida no grupo da adjuvancia®.

Takada, em 1984 trouxe uma importante contribuicdo & compreensao da
biologia dos tumores experimentais estudando ratos da raca WF submetidos a
transplante intraperitoneal de carcinoma de colon espontidneo derivado de duas
linhagens de animais machos e fémeas de uma mesma ninhada. Esse tumor
correspondia a 16 a geracdo de transplantes. Observado que nas primeiras geracdes
a histologia dos tumores transplantados correspondia a adenocarcinoma tubular bem
diferenciado, mas havia uma mudanca gradual para o padrao medular tubular, com
progressiva indiferenciacdo, em torno da 16° geracdo. Essa observagao provocou a
necessidade de avaliacdo de caracteristicas histologicas dos tumores experimentais,
em um dado tempo, como base para a compreensdo das respostas comparativas aos
tratamentos®’.

Também a agdo antineoplésica de bactérias, especificamente os streptococos,
foi estudada por Saji , em 1985. Foi avaliado o efeito citostatico intraperitoneal de
uma solucdo de streptococcus denominada OK-432. A mesma foi administrada por
via ip na dose de 50 KE / kg no 6° dia apds inoculacdo ip das células tumorais. Foi
estudado microscopicamente o exsudato peritoneal, a cada dia. Verificado um
marcante incremento de neutréfilos na ascite 24 horas ap6s a administracdo do OK-
432, com surgimento mais tardio dos macréfagos e linfocitos. Ao decréscimo
gradativo dos neutréfilos correspondeu crescimento do volume tumoral. Verificada
“formacdo em roseta” com deposicdo de neutréfilos em torno das células tumorais.
Posteriormente essas formagdes provocavam destruicio e desaparecimento das
células neoplésicas. Esses efeitos ndo foram observados quando e fez injecdo mais
tardia do OK-432 (ap6s o dia 6) ou nos casos nao tratados com essa substancia®8.

Outros tipos de interferéncia sobre a evolucdo de tumores experimentais
foram utilizadas. Minarovits , em 1987 estudou o efeito de células singénicas
peritoneais (PC) de ratos no crescimento de quatro tipos de tumores transplantéaveis:
o fibrosarcoma BA F1, o mastocytoma, o adenocarcinoma Sp4 e o carcinoma
pulmonar de Lewis. Verificado que as PC, estimuladas por peptona protease,

causavam incremento do crescimento tumoral, enquanto a injecdo ip de acido poli IC
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tinha efeito contrario. Esse efeito foi observado apenas no fibrosarcoma BAF1 e no
adenocarcinoma Sp4, sendo o mastocytoma e o carcinoma de Lewis insensiveis a
inibicdo pelo acido poli IC>.

Um estudo da Universidade Duke, em 1987, avaliou o efeito da hipertermia
em caes da raga Beagle, em termos de distribuicdo de temperaturas, bem como a
farmacocinética e toxidade da cisplatina. Administrada CDDP na dose de 65mg/m?
por via ip , diluida em soro fisioloégico em cdes submetidos a hipertermia regional a
41.5 0 C por 60 minutos comparados a cdes que nado utilizaram a hipertermia.
Constatado, inicialmente, que as concentracdes intraperitoneais de CDDP eram 22
vezes maiores que os niveis séricos e que o tempo de meia vida da droga no
peritoneo era o dobro nos animais submetidos a hipertermia. Por outro lado a
concentracado total de CDDP no plasma e na urina ndo diferiu entre os dois grupos.
Observada uma “érea sob a curva” da concentragdo versus tempo maior no grupo
submetido a hipertermia. A toxidade foi semelhante nos dois grupos, expressa por
vOomitos fugazes, e ndo se traduziu do ponto de vista bioquimico. O mesmo estudo
avaliou o uso in vitro do CDDP diluido em soro fisiolégico submetida a
temperaturas de 38 a 44 °C, sendo observado que a oferta de metabdlitos de CDDP
foi aumentada em até 30% com o incremento da temperatura. Em conclusao, foi
verificado que a temperatura provoca um aumento da geracdo e retencdo de
metabolitos reativos do CDDP na cavidade peritoneal®®.

Outras substancias foram utilizadas em modelos experimentais. Em 1988
Jeannin, na Franca, avaliou o uso de lentinan em um modelo de cancer de colon em
ratos BDIX, submetidos a injecdo intraperitoneal de células tumorais singénicas, para
inducdo de carcinomatose peritoneal. Feita injecao ip de 2 mg /kg de lentinan,
totalizando cinco inje¢des com intervalo de 2 dias entre as mesmas, iniciadas 14 dias
ap0s a injecao das células neoplasicas, quando os ratos tinham numerosos nédulos
peritoneais com dimensdo entre 1 e 5 mm. Observado que 60% dos animais tratados
com a dose ideal de lentinan tiveram regressdo completa dos tumores 42 dias apds o
tratamento e que essas respostas foram duradouras (até 210 dias), o que foi
confirmado quando foram eutaniados os animais. O grupo ndo tratado morreu com

progressao tumoral entre o 40° e o 70° dias p6s-tratamento®!.
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Um novo modelo de inducdo de tumores no peritoneo e no figado foi
proposto na Australia , em 1988 , por Archer & Gray. Esses autores utilizaram ratos
Wistar Wag e linhagem de células 192 NRc derivadas de tumores de colon induzidos
por DMH(1,2 dimethylhydrazida) as quais foram cultivadas em microesferas de
polystyreno com carga ionica positiva. Houve crescimento tumoral na confluéncia
das esferas, com formacdo de pseudépodes que aderiam firmemente as células,
possibilitando infusdo das esferas sem deslocamento das mesmas. A injecao de 5x10*
esferas tumorais na veia porta produziu uma média de 35 nddulos hepaticos.
Observado que ndo houve progressdo das esferas para as veias hepaticas, pois nao
houve disseminagdo tumoral pulmonar. Por outro lado a injecdo intraperitoneal de
5x103 esferas tumorais, apds delicada escarificagdo do peritoneo com gaze, produziu
uma média de 65 nédulos tumorais peritoneais, com uma média de didmetro de 1.6
mm 14 dias apds a injecdo. O crescimento tumoral progrediu, tanto no figado como
no peritdneo, até a morte dos ratos 36 dias apds a inoculagdo. As vantagens desse
método foram destacadas pela reprodutibilidade do modelo e pela permanéncia dos
tumores nas areas implantadas, sem ocorréncia de metastases, e, portanto, sem
interferéncia de tumores em outros sitios em uma modalidade de tratamento®?.

Um modelo de carcinomatose peritoneal utilizando coelhos foi utilizado no
Japao por Hagiwara em 1988 que, além de fazer estudo comparativo em animais,
paralelamente fez estudo clinico ndo controlado utilizando o mesmo principio do
experimento. Utilizada mitomicina ¢ com particulas de cabono ativado (MMC-CH)
por via ip em coelhos portadores de carcinomatose peritoneal induzida por
transplante do carcinoma VX2 comparada a utilizacdo de solugdo aquosa da
mitomicina C pela mesma via, com as doses, respectivamente de Img/kg e
0.185mg/kg. A toxidade foi equivalente nos dois grupos. Houve um aumento
estatisticamente significante da sobrevida no grupo MMC-CH. O estudo clinico
preliminar constou de oito pacientes com cancer gastrico e disseminacdo peritoneal,
utilizando 60 a 100mg de MMC-CH ip ao término da laparotomia. Apds seguimento
de mais de um ano observado que o tempo médio de sobrevida foi de 13.9 meses
enquanto no grupo histérico a sobrevida foi de apenas 6.5 meses e que a toxidade foi

tempordaria e toleravel®.
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Um modelo experimental avaliando a terapia alvo e os anticorpos
monoclonais, foi estudado por Fjeld et al, em 1992. E sabido que, mesmo com a
utilizacdo de anticorpos monoclonais altamente especificos, uma oferta dos mesmos
a tecidos normais e o alto residuo de agdo no sangue e nos fluidos corpoéreos
extravasculares constituem um problema ndo resolvido. Foram utilizados dois
modelos experimentais compreendendo situagdes compardveis a tumores
ginecoldgicos e outras formas de neoplasias peritoneais, visando especificamente a
mensuracdo de parametros de reagdes de terapia alvo. No primeiro modelo células
de hibridoma foram inoculadas no peritoneo para simular carcinomatose peritoneal e
os anticorpos monoclonais produzidos pelo tumor foram utilizados como um
marcador tumoral sérico. No segundo modelo as células tumorais foram contidas em
uma cadmera microporosa, mimetizando um tumor localizado. Esse método permitiu
controle da carga sobre um alvo imunolégico e mensuracdes da concentracdo do
anticorpo injetado no interior do alvo®.

A avaliacdo do efeito do uso intraperitoneal da fracdo beta da interleucina 1
(rhIL-1beta) em modelos de implante peritoneal foi feita por Malik , em 1992. Nesse
estudo foi avaliado o uso ip de rhlL-lbeta em ratos submetidos a implante
intraperitoneal de trés linhagens de cancer de ovario humano (HU,OS e LA). A
injecdo da interleucina conduziu a uma produgao de ascite dose-dependente bem
como a controle de nédulos sélidos tumorais localizados no peritoneo e na superficie
das visceras em duas linhagens tumorais (HU e LA). No tipo OS somente altas doses
de rhIL-1beta (1 micrograma/dia) permitiram efeito antitumoral eficiente.O efeito da
interleucina se deu por agdo citotoxica direta e ndo foi relacionado pro indugao do
influxo neutrofilico peritoneal. Por outro lado, o Fator de Necrose Tumoral
Recombinante (rh TNF) também promove efeito antitumoral nos nédulos peritoneais
e na ascite , porém de modo diverso da rhlL-1beta. A analise do liquido peritoneal
nos portadores de tumores mostraram que o rh TNF induz a formagdo de

Interleucina, mas essa indugao ndo produz efeitos significativos®4.
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Um outro tépico relevante diz respeito ao uso de amostras de tumores
experimentais implantados no tecido subcutdneo e seu efeito na producdo de
carcinomatose peritoneal. Li , em 1993, implantou o carcinoma SKOV3 no
subcutaneo de ratos sob a forma de aglomerados e suspensao de células injetados no
peritoneo dos animais, simulando um modelo de carcinoma de ovério com ascite. O
estudo histolégico e citolégico dos implantes peritoneais e do liquido ascitico,
respectivamente, inclusive com microscopia eletronica, mostrou tratar-se de
adenocarcinoma. A imunohistoquimica e a marca¢gdo imunocitoquimica com o
anticorpo monoclonal COC 166-9 mostraram aspectos idénticos as células do tumor
SKOV3. A sobrevida média dos animais foi de 68.7 dias e este modelo foi confirmado
como um recurso para estudo de quimioterapia e imuno terapia intraperitoneais®.

O primeiro modelo de transplante ortotépico de carcinoma de ovario
humano foi descrito por Fu & Hoffman, em 1993 que relataram a utilizagdo de
amostras de cancer de ovério histologicamente intactas e que foram implantadas
através de técnica microcirargica sob a capsula do ovario de ratos. Houve
crescimento local dos tumores e assumiram um padrdo de disseminacdo tumoral,
incluindo implantes no peritoneo parietal e omento, além da producao de ascite®®.

Outro modelo de transplante de tumores humanos foi descrito por Wang, em
1994. Esse autor estudou a acdo de um inibidor da metalloproteinase, substancia de
reconhecido efeito estimulante sobre o crescimento tumoral e sua dissemina¢do. Em
um modelo de cancer de colon humano transplantado em ratos foi utilizado o
inibidor de metalloproteinase BB-94 (batimastat). Fragmentos do tumor de 1 a 1.5
mm foram implantados no colon de 40 ratos atimicos. Foi feita administracdo
intraperitoneal de 30mg/kg de BB-94 diariamente por 60 dias e depois trés vezes por
semana, iniciando o tratamento sete dias apds a implantacdo do tumor. Houve
reducdo significativa do crescimento tumoral no grupo tratado, bem como redugao
da invasdo local e regional. Também no grupo tratado houve diminui¢do da
ocorréncia de metastases, e quando elas ocorreram se restringiram a cavidade
abdominal. Houve um aumento estatisticamente significante da sobrevida no grupo

tratado com BB-94 (média de 140 versus 110 dias)®”.



V¢

(LY 25
]

UFPE

Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

O uso de quimioterapicos de outros tipos em tumlauesanos implantados também
foi descrito. Pratesi, em 199Bstou o efeito intraperitoneal do topotecan, uralago da
camptothecin solivel em &gua, em dois modelos deinoaa de ovario humano
transplantados no peritbneo de ratos: o tumor IGRQdtiginado de pacientes néo tratadas e
o tumor A2780, produto de resisténcia & cisplagmaduzida in vitro. No caso do IGROVI-1
a dose de 10mg/kg de topotecan foi oferecida quedmes a cada quatro dias. Houve
marcante incremento da sobrevida no grupo trataftvaen curados quatro de nove ratos.
Quando comparados esses resultados com drogasarpesie testadas como cisplatina,
carboplatina e doxorrubicina em doses e agendasidea efeitos do topotecan foram
sensivelmente melhores. No tratamento do tumorstezge A2780 também houve boa
resposta, pois a maioria dos ratos viveu mais QOedias e a maior parte destes estavam sem
sinais de neoplasia ativa. Outro dado indicativoalia responsividade dessses tumores ao
topotecan foi a elevada expressao da enzima tapersse |, indicando a utilidade do uso
dessa droga em protocolos clinf€os

Para que se estabelecesse um modelo animal cogémde tumores no peritbneo,
foram de fundamental importancia cientifica os @éssumplementados pelo Prof. Gerrit Los,
do Departamento de Terapias Experimentais, dautstie Cancer da Holanda, na cidade de
Amsterda’. Esse autor publicou uma série de trabalhos, tir par 1989, demonstrando a
sistematizacdo da inducdo de tumores peritoneaigag¢ms, bem como diversos estudos
farmacoldgicos de importancia fundamental para mpteensédo da terapia antineoplasica
intraperitonedf:3940-°0.69-71

Dessa maneira, em 1989, foi publicado o primeiro estudo de uma série, o
qual considerava um modelo clinico de cancer de ovario e o embasamento tedrico do
uso de substancias citostéticas (quimioterapicos) por via intraperitoneal. Esses dados
apontavam o fato de que essas drogas poderiam ser administradas por essa via,
considerando estudos prévios com a cisplatina, 5 FU, mitoxantrone a antraciclinas ,
mostrando concentracdo, em alguns casos de até trés vezes maior no ambiente

peritoneal em relacdo aos niveis plasmaticos®.

Uma vantagem adicional da administragdo intraperitoneal de citostaticos é a
penetracdo direta das drogas no tumor, fato pouco conhecido a época. Havia
descricao de uma capacidade diferenciada de penetragdo em funcédo do tipo de droga
utilizado, observando-se a presenca intranuclear de doxorrubicin nas seis primeiras

camadas (externas) de um tumor sélido do ovério. Também foi observada, em
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relagdo a outro citostatico, o 5 Fu, a penetracdo em mais de 60 camadas celulares do
tumor?>72,

No trabalho inicial de Los, foi avaliada a relagdo entre a penetracdo tumoral
da droga e a resposta clinica, baseado em modelo que guardava estreita relagdo com
o cancer de ovario e com outras técnicas de transplantes tumorais para o peritoneo.
Foram utilizados ratos machos Wag/Rij, com 8 a 12 semanas de vida e peso de 220 a
260g. O tumor utilizado foi o CC 531, derivado de carcinomas originados no colon de
ratos expostos a um carcinégeno conhecido, o methylazoxy-methanol. Esse tumor se
caracteriza pela formacdo de ndédulos peritoneais e fase pré-terminal exsudativa. A
densidade de 2x10° células foi definida como padrao e ja era previamente conhecido
o tempo de duplicacdo do tumor de 16h /ciclo celular. As drogas citotoxicas
utilizadas foram o 5-Fu, a doxorrubicina, a mitoxantrona e a cisplatina. Foi feita
injecdo intraperitoneal de quatro diferentes concentracdes de células tumorais,
inclusive a padrdao acima referida (2x10°). A localizagdo e o crescimento tumorais
foram determinados a partir de repetidas laparotomias do 14° o ao 35° o dia apés a
inoculagdo. O tempo de duplicagdo tumoral foi definido em um grupo de 10 ratos
submetidos a laparotomias diarias , sendo definido como 3.9 dias. Verificou-se que
os noédulos tumorais se implantaram preferencialmente no diafragma, peritoneo
parietal e mesentério. O didmetro tumoral foi avaliado baseado na média aritmética
de trés medidas dos tumores realizada por calibradores digitais. Feitos também
implantes subcutaneos e hepaticos, os tltimos com injecdo de suspensao de células
tumorais através da veia porta. A sensibilidade do tumor CC 531 foi testada para as
diferentes drogas pelo ensaio clonogénico, utilizando curvas determinadas em seis
meios de cultura tissular. As colonias contendo mais de 50 células foram submetidas
a escore sete dias apds a instalacdo do meio tissular. Todas as medig¢des foram
triplicadas. Foram quantificadas as concentragdes intratumorais da cisplatina apés
injecdo ip e iv e medidas através de espectroscopia de absorcdo atomica (FAAS).
Também foi feita medida da concentragdo no plasma e na cavidade periotoneal de
cisplatina ministrada por via venosa, com estabelecimento de curvas de tempo de
concentracao (AUC) de 0 a 1440min. Como resultados se observou que a “pega”

tumoral se instalou, a partir de diferentes quantidades de células implantadas, com
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mais eficidcia no grupo de 2x10%, quando se constatou, apds cinco semanas do
implante, em 80% dos animais, a disseminacdo neoplasica peritoneal. Observou-se
que quantidades adicionais de células ndo provocaram aumento do percentual de
“pega”, sendo estabelecido que 2x10° seria a concentragdo padrdo a ser utilizado nos
estudos subseqtientes. O crescimento e localizacdo de nédulos tumorais na cavidade
peritoneal foram avaliadas em diferentes momentos apds a inoculagdo do volume
padrao acima referido. Observada presenca de implantes a partir da terceira semana
pos - implante, os quais tinham didmetros que oscilavam entre 1 e 5mm e estavam
presentes em 80% dos animais na quinta semana. Também constatado que em
periodos acima desse prazo ndo havia incremento nesse percentual ou qualquer
informacgao adicional util. Na avaliacdo escalonada dos casos foi verificado que a
expressao macroscopica dos tumores se fazia nas trés primeiras semanas, o que
indicava esse periodo seria o ideal para estudos microscépicos. O fato de que 20%
dos animais ndo apresentarem tumores apds o implante também indicou a
necessidade de uma margem maior de casos para que se pudesse imprimir poder
estatistico a casuistica. Observou-se que o padrado topogréfico de distribuicdo dos
implantes obedecia a mesma disposicdo observada nos tumores de ovario, colons e
estomago vistos em humanos, demonstrando, dessa maneira, a similaridade entre o
comportamento do tumor CC 531 e as neoplasias in anima nobile3°.

Um dado relevante destacado no estudo foi o de que, diferentemente do
previsivel em tumores de rapido crescimento e em um ambiente de vascularizacao
pobre (o peritdneo), ndo havia 4reas de necrose detectaveis nas amostras histolégicas.

Esse fato foi confirmado quando estudada a vascularizagdo dos nédulos
através da injecdo endovenosa do corante fluorescente Hoechst 3342, quando foi
constatada boa vascularizagdo tumoral em sec¢des de biépsias de congelacdao. No que
se refere a sensibilidade do tumor CC531 aos diversos quimioterapicos acima citados
foram injetados por via ip em doses previamente conhecidas, inclusive usadas em
niveis correspondentes a estudos em humanos. A sensibilidade in vitro foi maior com
0 5 Fu e menor com cisplatina, apdés 1h de exposi¢do, na proporgao de um fator 200
para 2 da DL 50 , respectivamente. A farmacocinética da cisplatian intraperitoneal

também foi avaliada. Observado que a &rea sob a curva de tempo - concentracdo no
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plasma e liquido peritoneal foi favoravel a via intraperitoneal, com um fator ip de
9561 wversus iv de 1497, indicando que havia uma difusdo direta da droga do
peritoneo para o tumor. Essa vantagem da via ip sobre a iv também se expressou sob
a forma de maior sobrevida nos ratos submetidos a cisplatina ip wversus iv,
demonstrando a correlagdo entre a concentragao tecidual de cisplatina e a resposta
tumoral. Esse estudo de Los, lancou as bases para a compreensao da fisiopatologia
da carcinomatose peritoneal e da farmacocinética do uso de citostaticos por via
intraperitoneal. A partir desse estudo se aventou uma alternativa terapéutica para
um grande nimero de portadoras de tumor de ovério nos estadios IlI e IV, 60% das
quais tem doenga residual minima como consequéncia de niveis insuficientes de
cistostaticos nos nédulos tumorais a partir das doses méximas utilizadas por via
endovenosa®.

A esse trabalho inicial se sucedeu uma série de estudos publicados nos anos
seguintes pela equipe do Prof. Los, os quais sedimentaram o conhecimento sobre a
carcinomatose peritoneal experimental e a farmacocinética de drogas utilizadas no
peritoneo em diversas circunstancias!>394041,50,73,69,71,

Dessa maneira, Nagel , em 1990, destacou o fato de que a medicdo de
implantes tumorais é dificultada pela presenca de tumores de diferentes tamanhos e
em lugares diversos do peritoneo, alguns de dificil quantificacdo e propds um
modelo de implante de um unico fragmento localizado em sitio especifico do
mesentério. A resposta ao tratamento poderia, entdo, ser avaliada por laparotomias
sequenciais. Medidas do peso dos animais deveriam ser aferidas, como em outros
modelos de transplante, como avaliacdo indireta de toxicidade do tratamento. Nesse
trabalho, além da avaliagdo, especificamente da técnica do implante, foram
estudadas a cinética celular e a resposta a drogas injetadas por via intraperitoneal.
Utilizado o tumor CC 531 sob a forma de suspensdo de 1ml contendo 2x10° células,
com injecdo subcutanea no flanco dos ratos. Apods trés semanas foi produzido um
tumor solido de cerca de 3cm. Feita excisdo do mesmo em cortes em fragmentos de
1.5mm. Observado que o tumor apresentava um centro necrético e uma periferia
com tecidos viaveis. Na porcao visualmente vidvel foi feito “punch” de 3mm de

diametro, portanto, cada fragmento de tumor media 3mm de didmetro x 1.5mm de
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espessura.O fragmento era imerso em solu¢do salina e implantado no méaximo 2
horas apds, em temperatura ambiente. O fragmento tumoral era implantado através
de laparotomia, sendo feita fixacdo ao mesentério distal com hemoclipes, com os
devidos cuidados para nao interromper o fluxo vascular mesentérico. Durante um
periodo de observacdo de 63 dias foi notado que somente os tumores maiores que
2cm apresentavam uma discreta necrose central, o que discrepava dos tumores
semelhantes implantados no subcutaneo, que apresentavam maior indice de necrose.

Foi observado que no mesentério se formava uma rede extensa de vasos no
tecido conectivo peritumoral, o que pode justificar esse achado. Foram feitas
laparotomias a cada duas semanas para medicao do crescimento tumoral. Utilizados
calbradores digitais e feita média aritmética de trés medi¢des perpendiculares do
tumor. Os parametros de cinética celular foram analisados utilizando um anélogo da
thymidina (5" - iododeoxy-uridine(IUdr) ) e citometria de fluxo, a partir de injecdao
intraperitoneal de 30mg/kg de IUdr , com sacrificio dos animais ap6s 7 horas. O
conteudo total de DNA foi analisado associado a medicdo com citometria de fluxo
das fracdes com células fluorescentes. Foi feita injecdo intraperitoneal de cisplatina,
na dose de 4mg/kg , 10 dias apds a implantagdo tumoral. A primeira laparotomia foi
feita no 17° dia apds tratamento e e tltima no 50° dia. Um dado relevante foi o
achado de que em dois grupos de animais foi estudado o impacto das laparotomias
no crescimento tumoral e ndo foi verificada diferenca nas medidas dos ndédulos
tumorais. Houve um retardo no crescimento tumoral associado ao uso de cisplatina
ip, e foi demonstrada a factibilidade de monitoracdo de crescimento de tumores
solidos peritoneais em ratos por laparotomias repetidas, ensejando um modelo
cientificamente valido para estudo de drogas antineopldasicas no peritoneo?”s.

O mesmo grupo de pesquisadores , em 1990 , descreveu uma comparacao,
com base em estudo farmacocinético, entre o uso intraperitoneal de cisplatina
(CDDP) versus oxaliplatina (1-OHP). A partir da substituicdo de um radical amina e
clorida da molécula de cisplatina, no sentido de se obter menor toxicicade,
principalmente renal, e maior efeito citostético se obteve a oxilaplatina, que além das
vantagens acima, também ndo mostrou resisténcia cruzada com a cisplatina.

Considerando-se que estudos prévios demonstraram que havia uma limitacdo na
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profundidade de penetragdo dos citostaticos nos tumores peritoneais, se impunha a
obtencdo de drogas que permitissem um uso com doses mais altas. Nesse estudo
foram avaliados ratos com tumores da linhagem CC 531 implantados no peritoneo,
segundo técnica ja padronizada”™. Apods 28 dias da inoculagao foi iniciado tratamento
ip com cisplatina e oxalaplatin, respectivamente nas doses de 5 mg/kg e 6.6 mg/kg.
Foram retirados fragmentos do tumor 4, 24 e 168 horas ap6s o tratamento. Também
colhidas amostras de sangue arterial e dosadas suas concentracdes. Quando avaliada
a biodistribuicdo de platina comparada com oxalaplatina, ndo foi constatada
diferenca significante na concentracdo tumoral entre CDDP e 1-OHP, com a diferenca
aparente de que com na dltima ha distribuicao mais homogénea no tecido tumoral, e
também que apesar de a concentracdo maxima de 1-OHP se estabelecer mais
tardiamente no plasma, o seu clareamento é mais lento que o da CDDP, o que anula
a vantagem inicial da primeira em relacdo a toxicidade. Também nao houve
diferenca entre a penetracdo das drogas nos tumores peritoneais, dado que as
dosagens foram semelhantes na periferia e no centro da lesdo com a utilizagdo de
CDDP e 1-OHP. A impressao de que a condi¢do de estrutura lipofilica da 1-OHP
seria decisiva para a penetragdo na estrutura tumoral ndo foi confirmada, o que
indica que hé outras propriedades quimicas relevantes além dessa. Em conclusao, se
observou que ndo ha diferenca objetiva na resposta entre essas duas drogas, bem
como se questionou a sua vantagem em relacdo a nefrotoxidade. Por outro lado a
inexisténcia de resisténcia cruzada com CDDP permite a utilizacdo alternativa e
seqiiencial da 1-OHP quando se esgota a resposta a cisplatina®.

O estudo de outras drogas para uso intraperitoneal foi avaliado em 1991,
pelo Instituto de Céancer Holandes. Foram comparadas doses equimolares de
cisplatina (CDDP) e carboplatina (CBDCA) quando foi verificado que o grau de
penetragao tumoral era menor com CBDCA em relacdo a esse grau quando utilizada
CDDP. Apesar de haver uma vantagem farmacocinética da primeira com um grau de
clareamento peritoneal menor, no total de efeitos considerados predominou a
vantagem da CDDP. Carboplatina é um anélogo da cisplatina, menos nefrotéxico,
neurotoxico e emetogénico que ela. Em estudos clinicos a CDDP mostrou-se eficaz

em tumores localizados no peritoneo e foi claramente demonstrada a vantagem do
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seu uso por via intraperitoneal em relacdo & via venosa. Doses de até 200mg/kg
podem ser utilizadas intraperitonealmente. As vantagens conhecidas do CBDCA em
relacdo a CDDP levaram a realizacdo de estudos comparativos. Os primeiros estudos
mostraram vantagem farmacolégica da carboplatina, expressa pela eliminacdo mais
lenta na cavidade peritoneal, portanto acao por tempo mais prolongado, bem como
uma menor ligacdo dessa droga as proteinas, o que também caracterizava vantagem.
Também a alta estabilidade e a solubilidade em agua foram beneficios
observados nessa droga. Foram avaliadas as propriedades de penetracdo tumoral da
CBDCA e a sua acdo in vitro. Foram também mensuradas a concentracdo no tumor,
nas células e a distribuicdo da mesma. Baseado em modelo ja conhecido de implante
do tumor experimental CC 531 foi feito uso ip de CDDP na dose de 5mg/kg ou
CBDCA em dose escalonadas de 6 a 49.2mg/kg durante quatro semanas. Foram
colhidas amostras de tecidos do figado, rim, bago e intestinos e também amostras
tumorais com intervalos de 4 a 168 horas apds o tratamento.Como resultado se
obteve que havia uma concentracdo celular sete vezes maior de CDDP do que de
CBDCA. Nos tumores peritoneais nos ratos também houve um achado de sete vezes
maior concentracdo de CDDP, inclusive em doses de niveis equitéxicos (5mg/kg e
30mg/kg para CDDP e CBDCA, respectivamente). Em relacdo a distribuicao
tumoral, utilizando PIXE com scan da periferia para o centro do tumor foi notada
marcante diferenca entre as duas drogas. Nao s6 houve uma concentracdo maior de
CDDP em relacdo a CBDCA, em um fator de sete vezes, como a concentracdo da
altima no centro do tumor foi indetectavel. Também foi verificado que a disposicao
do CDDP foi mais homogénea, o que pode ser atribuido a solubilidade das drogas,
entre outros fatores, pois foi demonstrado que o CDDP é mais soltvel em lipidios
que o CBDCA, o que implica em melhor passagem do primeiro através de
membranas. Além disso, o fato que o CBDCA tem maior peso molecular que o CDDP
pode ter contribuido para essa diferenga. Outro fator relevante é a pressao intersticial
no tumor, que é, sabidamente, maior no centro que na periferia, fato que também
deve ser considerado nesse contexto. O estudo da farmacocinética das duas drogas
demonstrou uma AUC (4area under the curve) maior no grupo que utilizou CBDCA,

com maior tempo de “clearence” da droga tanto no plasma como no peritoneo, o que
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expressa uma vantagem farmacolégica dessa droga. Observou-se também que o
nivel de ambas as substancias permaneceu nos tumores peritoneais por pelo menos
sete dias, o que corresponde ao dobro do tempo de meia vida dessas drogas no
plasma, sendo verificado que, também nesse topico havia vantagem da CDDP sobre
a CBDCA. Em conclusao , no conjunto de fatores considerado, nao foi demonstrada
vantagem com relevancia terapéutica do uso de CBDCA sobre a CDDP. A partir
dessa constatacdo a cisplatina foi considerada uma droga adequada para
implementacdo de estudos farmacocinéticos de uso intraperitoneal® .

No sentido de buscar condi¢des que otimizassem o uso dessa droga foi
acrescentada a hipertermia ao arsenal de recursos utilizados. Dessa maneira, em
1993, Los realizou estudo que associou ao uso de cisplatina a hipertemia , usados
intraperitonealmente. Baseado no principio, ji4 reconhecido, de que a hipertermia
aumenta a permeabilidade da membrana celular as drogas, incrementa o transporte
celular das mesmas e modifica o metabolismo celular, somado aos fatos de que a
hipertermia modifica a farmacocinética da excrecdo e aumenta a citotoxidade, os
autores elaboraram um modelo de associacdo de um quimioterapico eficiente e de
efeitos ja conhecidos (cisplatina) a hipertermia. Apesar de os mecanismos de ativagao
das drogas pela hipertermia ndo serem totalmente conhecidos é sabido que o calor,
dentro de certos limites, aumenta a reacdo das drogas com o DNA e induz a inibigao
do reparo do DNA. Em estudos iniciais, observou-se que a cisplatina, por si s6
nefrotoxica, tem esse efeito aumentado quando associada a hipertermia de corpo
inteiro, mas se descreveu que o uso regional do calor é menos nocivo, pois ha uma
acdo apenas na regido tratada. Apesar disso, verifica-se certa toxidade sistémica com
a associacdo de CDDP ip e hipertermia, que, mesmo assim é menor que com o uso
sistémico dessa droga. Um efeito adicional favordvel da hipertermia regional, é a
diminuicdo do fluxo esplancnico da droga, o que retarda a absorcdo sistémica da
mesma, diminuindo a toxicidade. Foram utilizados ratos Wag/Rij submetidos a
implante intraperitoneal do tumor CC 531. O tratamento foi iniciado 28 dias ap6s o
implante, utilizando 5mg/kg de CDDP diluido em 20ml de NaCl a 0.9% por via ip
aquecida a temperaturas escalonadas de 37, 40 e 43 graus Celsius, média de 41,5°C

por 60 minutos. Foi testada sensibilidade in vitro do tumor CC 531 a CDDP a 37, 40 e
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43 graus e testada clonogenicidade com adicao de CDDP apo6s 24 horas. Observou-se
que a oferta de CDDP foi aumentada com as temperaturas de 40 e 43 graus numa
razdo de 3.2 vezes mais de 37 para 40°C e de 3.4 vezes mais de 37 para 43°C. Também
verificado que nessas circunstancias de hipertermia havia um decréscimo da
sobrevida celular e um acréscimo na concentracao intracelular de CDDP. Em relacao
a concentragdo de CDDP nos tecidos foi verificada especial diferenca entre a
concentracdo da droga nos intestinos em relacdo ao tumor, o que foi atribuido ao
menor fluxo esplancnico associado a hipertermia e também observado que houve
uma menor concentracdo proporcional nos rins do que no tecido tumoral. Nao
obstante houve uma maior nefrotoxicidade no grupo tratado por hipertermia. O
dado mais relevante disse respeito a distribuicdo do CDDP nos tumores peritoneais
apos seu uso isolado ou associado a hipertermia, o que foi feito medindo os niveis de
CDDP através do PIXE em varias sec¢des do tumor. Em todos os pontos medidos a
medicao intratumoral de CDDP foi maior no grupo que recebeu hipertermia, numa
razdo de 4.1 vezes maior. Além disso, ndo houve gradiente tecidual de CDDP no
grupo tratado com hipertermia, o que demonstra uma penetragdo tumoral mais
homogénea nesse grupo. Ha também um efeito adicional de citotoxidade, promovido
pelos niveis sanguineos mais elevados de CDDP na hipertermia, conseqiientes ao
menor fluxo esplancnico renal®.

Apesar da comprovada superioridade do CDDP sobre o CBDCA em
condi¢des experimentais, como ja descrito acima, a possibilidade de efeito aditivo
entre essas duas drogas foi estudada em 1994 por Los , considerando que ambas, em
separado, tem comprovado efeito antineoplasico intraperitoneal. E sabido que a
penetracdo da droga no tecido tumoral, associada linearmente a concentracdo de
platina, pode sofrer efeito negativo da resisténcia tumoral, portanto recursos para
maximizar a concentragdo intratumoral de platina, inclusive com a associagdo de
diferentes derivados da mesma tem relevancia. Investigou-se a combinacao de CDDP
e CBDCA no tratamento de tumores no peritoneo de ratos e se avaliou o grau de
resposta dessa associacdo. Foram estudados ratos machos Wag/Rij que foram
implantados com células do tumor CC531 injetadas por via peritoneal. Em incubacao

de células do tumor CC 531 in vitro ja foi mostrada concentracdo intracelular de
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platina maior nas células submetidas as duas drogas em conjunto de que quando
utilizadas separadamente e que nas células residuais apds tratamento havia um
maior namero de células mortas no grupo de tratamento combinado, em ntimero de
até 50 % a mais nesse grupo. A capacidade de ligagdo do CDDP e CBDCA ao DNA
foi testada em células de salmdo e foi demonstrada maior ligacao da platina ao DNA
quando usadas as drogas associadas. Os estudos de toxicidade mostraram a
necessidade de reducdo da dose do CDDP em 20%, quando usado da forma
combinada e a manutengdo da doses de CBDCA, apesar de sua conhecida dose-
limite téxica por mielossupressdo, com plaquetopenia e leucopenia. A avaliacdo da
diminuicdo do crescimento tumoral foi quantificada partir do implante de fragmento
do tumor CC 531 medindo 2.5mm de didmetro e a mesma dimensao de espessura
fixado com hemoclipe na face interna da parede abdominal anterior . No décimo dia
ap6s o implante os ratos foram tratados com a dose de 3.5mg/kg de CDDP e 30
mg/kg de CBDCA por via ip em associagdo ou isoladamente além de um grupo em
que foi feita CDDP ip e CBDCA iv. Foram feitas laparotomias a cada duas semanas
com medicdo da média dos didmetros tumorais. Foi demonstrado retardo no
crescimento tumoral no grupo de associacdo de drogas de 30.2 dias, em comparagao
com 10.5 dias no grupo que usou CBDCA isolada e 16.1 dias no que usou somente
CDDP, sendo essa diferenca estatisticamente significante. Nao se pode desconsiderar
que a interacdo entre derivados de platina pode ser sinergistica, aditiva ou ainda
antagonistica, dependendo da linhagem celular envolvida. Outro fator importante
relatado pelos autores, foi o fato de que, considerando que a penetragdo tumoral a
partir do uso intraperitoneal de citostéticos se faz em extensdes limitadas (até 2 mm)
é necessaria a associacdo de droga com niveis plasmaticos adequados, que
permitam uma alta concentragdo do citostatico no tecido intersticial que se situa em
torno dos vasos que nutrem o tumor. Consoante com esse principio, foram obtidos
no presente estudo niveis maximos de concentragdo tumoral com a associacdo da
CDDP ip ao CBDCA ip e iv7l.

Em 1993, o mesmo autor estabeleceu a importancia das ligacdes entre o DNA
e os derivados da platina, ressaltando a relevancia das regides GC do DNA na

formagdo de conexdes monofuncionais e bifuncionais. Essas ligacoes tém relacao com
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a capacidade citotéxica. Mas outros fatores, como a capacidade de reparo do DNA e
a habilidade da DNA polymerase de bloquear a reacdo do DNA com o CDDP devem
ser levados em conta. Aparentemente o ntimero de ligacdes de platina com DNA
pode ser incrementado com o calor. E reconhecida a capacidade da hipertermia de
potencializar os efeitos citotéxicos do CDDP e CBDCA. Explicacdes possiveis sdo o
aumento da permeabilidade da membrana celular, a ativacdo do transporte
transmembrana da droga e alteragdes do metabolismo celular causados pelo calor,
causando aumento da interacdo droga - DNA e e inibigdo do reparo do DNA . Foi
avaliado o efeito do calor nas ligagdes do DNA com derivados de platina, o seu
reflexo na concentragdo intracelular dessas drogas e a sobrevida. A quantificacdo das
ligacdes platina - DNA foram medidas por teste de imunocitoquimica - peroxidase.
Utilizada incubacdo de células de tumor CC531 submetidas a temperaturas de 37 a
43°C por uma hora e a acdo de CDDP e CBDCA. Depois as células do tumor foram
tfixadas e preparadas para andlise imunocitoquimica das ligacdes do DNA. Notado
incremento linear das ligacdes dos derivados de platina com o DNA com o aumento
da temperatura. Por outro lado foi constatada diferenca na oferta de CDDP em
relacio a CBDCA, pois na primeira temperatura acima de 37°C ja provocavam
aumento da oferta de platina, enquanto na ultima temperaturas acima de 41.5°C
foram necessarias para obter o mesmo resultado, o que pode se dever ao fato de que
a CBDCA é menos lipofilica que a CDDP, implicando numa menor capacidade de
difusdo da primeira. Em conclusdo, foi observado que a platinacdo do DNA era
secundaria a um incremento na concentracdo intracelular da droga e ndo a
estimulagao de ligacdes da droga ao DNA'S.

Ainda do mesmo laboratério, em 1994, foi estudada associacdo de
hipertermia ao uso ip de cisplatina ou carboplatina, comparativamente. Observado
que hd uma conclusdo universal que, apesar de comprovado incremento de
concentracdo de citostaticos usados por via ip a penetragdo direta dessas drogas no
tumor é limitada, e se faz no maximo até 3mm a partir da superficie tumoral. Dessa
forma, a capacidade de penetracdo depende também da droga ofertada pela
circulacdo sistémica. Essencialmente, as drogas de uso ip cujo limite de toxidade é

sistémico ndo permitem acréscimo de utilizagdo por via iv, dada a somacdo de
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toxidade. Esse é o caso de CDDP e CBDCA, que tem efeitos sistémicos apds o uso ip
que limitam a dose a ser ofertada. Na verdade, estudos farmacocinéticos em cobaias
e humanos demonstraram que a exposicado sistémica a essas duas drogas era idéntica
com uso ip ou iv. O uso ip foi reservado para pacientes que falharam apds o uso iv.
Foi demonstrado que pacientes com doenga microscépica, ou doenga residual menor
que 0.5cm apresentam maior sobrevida apds quimioterapia ip, e, ndo obstante, essas
respostas sdao temporarias, pois esses paciente virdo a recorrer no peritoneo. Dessa
forma, a utilizacdo de hipertermia é uma maneira de maximizar o efeito local dessas
drogas, através de alteracdes ultraestruturais da membrana celular, incremento do
trasporte de drogas através da membrana e mudangas no metabolismo celular, pois
foram notadas drasticas alteragdes do equilibrio entre lipideos e proteinas com
modulacdo dindmicas de atividades entre os mesmos. Além disso, ja foi demonstrado
incremento da citotoxidade do CDDP e CBDCA com o calor, com um resultado
final de retardamento do crescimento tumoral. Foram utilizados ratos Wag/Rij
submetidos a transplante intraperitoneal do tumor CC 531 na concentracdo de 2x 106
células e implantados fragmentos de 2.5mm fixados na parede abdominal anterior
com hemoclipes. Iniciado tratamento 10 dias ap6s o implante. Realizada hipertemia
intraperitoneal a 41.5 graus durante 60 minutos e utilizadas doses escalonadas de
CDDP (3 a 7mg/kg) e CBDCA (30mg/kg).Avaliada nefro e mielotoxidade. Como
resultado se obteve que foi necessaria reducao de 33.3% da dose de CDDP para evitar
nefrotoxidade semelhante a 41.5°C quando comparada a 37°C. Também observado
dano ao DNA num incremento de medida de 20 para 54 com o uso de hipertermia
para o CDDP e de indetectavel para 30 no CBDCA. Em relagdo a concentracdo de
platina foi observado um indice 2.2 vezes maior com CDDP e trés vezes maior com
CBDCA quando utilizada a hipertermia. No que se refere ao crescimento tumoral,
verificou-se que houve retardo de 40 dias em condicdes de hipertermia com uso de
CDDP e de 22 dias no caso da CBDCA71.

Todos esses estudos langcaram as bases para a compreensdo da terapia
antineoplésica intraperitoneal e firmaram sélido fundamento para experimentos

futuros nessa diregao. Por esse motivos sao estimulados os modelos farmacocinéticos
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para utilizagdo de drogas intraperitonealmente com base na sua acdo nesse

territério”2.

2.1.8 Uso de vegetais e seus derivados como agente terapéutico em humanos

A utilizagdo de plantas com finalidade terapéutica se reporta as épocas mais
remotas da espécie humana. Na pré-histéria o homem ja utilizava vegetais para fins
medicinais. Escritos milenares como o Livro Sagrado Indiano (Vedas) e o Grande
Livro da Ervas chinés, tém seus ensinamentos ainda hoje utilizados pelas populagdes
desses paises e de outras regides do mundo”475.

Apesar de um certo declinio no interesse por esse assunto, causado pela
descoberta dos antibidticos na segunda década do século XX, secundada pela
producdo de farmacos sintéticos no periodo da 2? guerra mundial, a fitoterapia hoje,
amparada pela ciéncia moderna, reassume importante papel. Os motivos desse novo
despertar se concentram nos paises pobres, onde, muitas vezes , a utilizagdo de
plantas medicinais é a tnica alternativa disponivel, mas também nos paises ricos,
pressionados por insuportdveis custos dos medicamentos e em busca de uma
alternativa terapéutica economicamente mais atrativa’®.

Além disso, os fitoterapicos tem importancia econdmica, pois sua produgao e
venda totalizam um valor estimado de U$ 22 bilhdes ao ano e um crescimento anual
de 12%, sendo os maiores mercados compradores os Estados Unidos da América e
Alemanha. Em nosso pais as informagdes disponiveis, referentes ao ano de 2001,
relatam um volume anual de vendas da ordem de U$ 550 milhdes e um crescimento
de 10 % ao ano””.

Ressalte-se também a importancia das plantas medicinais em pesquisas
farmacoloégicas para o desenvolvimento de drogas e ndo somente como agente
terapéutico direto, pois as mesmas podem servir como matéria prima para que se
sintetizem compostos farmacologicamente ativos. Por outro lado, calcula-se que
aproximadamente cinqiienta milhdes de brasileiros nao tem acesso a medicamentos,

o que amplifica a importancia do uso dos fitoterapicos nessas populacdes’s.
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2.1.9 Politicas mundiais e brasileiras para uso de fitoterapicos

Ao final da década de 1970, a Organizacdo Mundial da Saade (OMS) criou o
Programa de Medicina Tradicional (Alma-Ata) que recomenda aos estados-membros
o desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a integracdo da medicina
tradicional e da medicina complementar alternativa aos sistemas nacionais de
atencdo a satide, assim como promover o uso racional dessa integracdo. Embora a
medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a OMS
reconhece que grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento depende
da medicina tradicional para sua atengdo primadria, tendo em vista que 80% desta
populacdo utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados bésicos de satide e 85%
destes utilizam plantas ou preparacdes destas””.

A Assembléia Mundial de Saude, em 1987, reiterou as recomendacoes feitas
pela Alma-Ata e recomendou aos estados-membros iniciarem programas amplos
relativos a identificagdo, avaliacdo, preparo, cultivo e conservagdo de plantas usadas
na medicina tradicional, além de assegurar a qualidade das drogas derivadas de
medicamentos tradicionais extraidas de plantas, pelo uso de técnicas modernas e
aplicacdo de padrdes apropriados e de boas praticas de fabricacao (BPF)7°.

A OMS reforcou a importante contribuicio da medicina tradicional na
prestagdo de assisténcia social, especialmente as populacdes que tém pouco acesso
aos sistemas de satide, e solicitou aos estados-membros que intensificassem a
cooperagdo entre praticantes da medicina tradicional e da assisténcia sanitaria
moderna, principalmente no tocante ao emprego de remédios tradicionais de eficacia
cientifica demonstrada, a fim de reduzir os gastos com medicamentos. Sugeriu,
também, que todos esses remédios fossem aproveitados plenamente e que os
produtos naturais, em particular os derivados de plantas, poderiam conduzir ao
descobrimento de novas substancias terapéuticas®.

Em sua estratégia global sobre medicina tradicional e medicina
complementar e alternativa para o periodo 2002/2005, a OMS reforcou o
compromisso em estimular o desenvolvimento de politicas ptiblicas com o objetivo

de inseri-las no sistema oficial de satde dos seus 191 estados-membros. Tal propésito
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é firmado porque atualmente apenas 25 estados-membros, entre os quais ndo se
inclui o Brasil, desenvolveram uma politica nacional de medicina tradicional como
forma de fortalecer a atencdo sanitaria e de contribuir para a reforma do setor
saude”’.

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais,
assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais®.

Das 252 drogas consideradas bésicas e essenciais pela OMS, 11% sdo
originarias de plantas e um ntimero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais®!.

E reconhecido que apenas cerca de 10% das 250.000 espécias de plantas
complexas existentes no mundo foram devidamente investigadas e tiveram suas
caracteristicas quimicas e farmacolégicas definidas8081.

No intuito de estabelecer as diretrizes para a atuacao do governo brasileiro
na area de plantas medicinais e fitoterdpicos, elaborou-se a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que se constitui parte essencial das politicas
publicas de satide, meio ambiente, desenvolvimento econdmico e social, como um
dos elementos fundamentais na implementacdo de agdes capazes de promover
melhorias na qualidade de vida da populagao brasileiras.

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, correspondendo de
15 a 20% da reserva mundial, fato associado a uma rica diversidade étnica e cultural.
Além disso, nosso pais detém um valioso conhecimento tradicional relacionado ao
uso de plantas medicinais, ensejando o potencial necessério para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas. Embora o Brasil
possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 espécies vegetais
superiores catalogadas apenas 8% foram estudadas para pesquisas de compostos
bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais’®.

Outro fator de grande relevancia para o desenvolvimento do setor é que o
Brasil possui 4,8 milhdes de estabelecimentos agropecudrios e, desse total, mais de
4,1 milhdes (85,1%) sdao de agricultores familiares, que respondem pela maior parte

dos empregos no meio rural e por grande parte dos alimentos produzidos
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diariamente. A agricultura familiar representa mais de dois tercos dos postos de
trabalho no campo. De um total de 17,3 milhdes de trabalhadores ocupados na
agricultura, mais de 13 milhdes trabalham em regime familiar”4.

Entre os fatores cruciais admitidos na implementagao das politicas referentes
ao uso de fitoterdpicos, deve-se ressaltar a necessidade de minimizacdo da
dependéncia tecnoldgica e do estabelecimento de uma posicao de destaque de nosso
pais no cendrio internacional. Nesse sentido, a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto n°® 5.813, de 22 de junho de
2006, estabelece diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ac¢des pelos
diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos em nosso pais, ao
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao fortalecimento das
cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira e
ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da Satide. Também no ano de 2006 foi
editada a Portaria 971, que aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde7s.

Ressalte-se que, desde 1991, em consonancia com as iniciativas para a
inclusao da fitoterapia no SUS, o Conselho Federal de Medicina (CFM), reconheceu a
atividade de fitoterapia, desde que desenvolvida sob a supervisdo de profissional
médico. Em 1992, formalizou essa prética como método terapéutico, o que exigiu
supervisdo do Estado e apresentou a necessidade de regulamentacdo para a
formagdo de recursos humanos. Por sua vez, a entdo Secretaria de Vigilancia
Sanitdria do Ministério da Satide instituiu e normatizou o registro de produtos
fitoterapicos no ano de 19957.

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos é baseada,
inclusive, nas disposigdes da OMS e do Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia
(Unicef), que promoveram a Conferéncia Internacional sobre Atencdo Priméria em
Satide em Alma-Ata (Genebra, 1978), quando foi definida a formulacdo de politicas e
regulamentacdes nacionais referentes a utilizacdo de remédios tradicionais de

eficicia comprovada e exploracdo das possibilidades de se incorporar os detentores
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de conhecimento tradicional as atividades de atengdo primaria em satde,
fornecendo-lhes treinamento correspondente’s.

Por outro lado, ndo ha controle ou comprovacdo das propriedades
farmacologicas das plantas medicinais no Brasil. A comercializagdo indiscriminadas
de plantas, ditas medicinais, em feiras livres e mercados do nosso pais implica na
indicacdo e uso inadequado das mesmas. A toxidade dessas plantas é um sério
problema de satde publica. Adulteracdes e interagdes com outras drogas podem
ocorrer. As pesquisas para avaliagdo de seguranca e o controle da comercializacdo
sdo precarios, inclusive nas lojas de produtos naturais?.

Na tentativa de normatizar métodos de para estudos de toxicologia pré
clinica no Brasil a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou, em
2004, a resolucdo ntmero 90 designada “Guia para realizacdo de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos””>.

Todos esses fatos demonstram, cabalmente, a importancia do estudo
cientifico das plantas e seus derivados no tratamento das doencas humanas, o que

requer empenho e comprometimento institucional dos centros de pesquisa

brasileiros nessa direcao.

2.1.10 Uso de fitoterapicos no tratamento das neoplasias

E reconhecida a importancia de derivados de plantas como agentes
antineopldsicos. Dessa forma, medicamentos de uso corrente na pratica oncolégica,
como Vincristina, Vinblastina e Plactaxel tem essa origem?®.

Vincristina é um alcaloide encontrado em certas plantas apocinaceas
relacionadas a vinca. Sob a forma de sulfato de vincristina 1mg (Oncovin") é
amplamente utilizada na pratica oncolégica no tratamento das leucemias , linfomas
e outros tumores como sarcomas!2.

Vinblastina (DTIC"”) é um agente alcal6ide antineoplasico derivado da vinca,
Foi inicialmente produzida a partir de extratos da planta Catharanthus roseus e teve
suas propriedades antitumorais descritas a partir de 1959 quando eram investigadas

agoes hipoglicemiantes dessa substancia e foi observado efeito mielossupressor e
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antileucémico. Sob a forma de sulfato de vinblastina 10 mg é amplamente utilizado
no tratamento dos linfomas, tumores de testiculo e nos coriocarcinomas”®.

O Plactaxel (Taxol”) foi descoberto em 1967, quando foi isolado seu
componente na casca da arvore Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia). Observada
atividade antitumoral em uma ampla variedade de tumores de roedores. A sua acao
se faz pela fixacdo a proteina tubulina dos microtibulos e torna a célula incapaz de
usar seu citoesqueleto de maneira flexivel. Pesquisas adicionais indicaram que o
paclitaxel induz a apoptose através de sua ligacdo com a proteina inibidora da
apoptose Bcl-2 (B-cell Leukemia 2), o que a impede de exercer sua fungao. Importante
impacto ambiental e limitacdo da producdo da &rvore Taxus brevifolia levaram os
pesquisadores a desenvolver uma bactéria (Streptomices coelicolor) que fermenta
um componente similar ao paclitaxel. Em 1970, foi determinada a estrutura do
paclitaxel, que é extremamente complexa. E amplamente utilizado na prética
oncolégica atual para tratamento dos tumores de ovario, mama, neoplasias de
pulmdo ndo pequenas células e sarcomas de Kaposi’8.

Os andlogos etoposideos (VP-16-213, Vepesid”) e teniposideo (VM-26,
Vumon"), também tem grande importancia nesse contexto®!.,

O mercado desses farmacos movimenta aproximadamente U$ 50 bilhdes por
ano, o que justifica a busca de novas substancias bioativas , reativando o interesse
pelos medicamentos de origem vegatal, principalmente pela busca de substancias
com estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas
em um processo sintético de custo racional’®.

Ha muitas outras substancias atualmente estudadas e com ampla perspectiva
de utilizagdo médica e oncolégica, prenunciando a importancia crescente dos
medicamentos derivados de vegetais, muitos destes ja utilizados empiricamente, com
outras finalidades, pela populagao de diversos paises, inclusive do Brasil”882.

Dada a enorme biodiversidade do nosso pais certamente hd um vasto leque
de possibilidades que necessitam ser exploradas e cientificamente avaliadas.
Evidentemente, para que se obtenha um produto final para uso clinico é necessaria
uma longa trajetoria laboratorial e experimental em animais para que se possam

utilizar esses medicamentos de forma segura e eficiente. Dessa forma , estudos
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experimentais procuraram tracar diretrizes nesse sentido. Dados recentes
demonstraram a importancia de derivados de plantas na prevencdo e tratamento de
tumores. Inimeras citacoes na literatura destacam essa realidades286,

Yoon, em 1995, descreveu o uso do extrato aquoso da planta Viscum album
coloratum (Korean mistletoe), denominado KM-110 em ratos portadores de
metastases de melanomas B16-BL6, tumores de colon 26-M3.1 e linfomas L[5178Y-
ML25. A administracdo intravenosa do KM -110 na dose de 100microg/animal um
dia apds a inoculagdo do tumor provocou significativa inibicdo das metastases
pulmonares dos referidos tumores. Também foi observada a inibicdo do crescimento
das metdastases hepaticas e esplénicas. Por outro lado foi obtida expressiva redugao
do tumor primadrio. Analise in vivo da angiogénese mostrou reducdo dos vasos
relacionados com o tumor no grupo tratado com KM-110.Foi observado que
macréfagos peritoneais estimulados por KM-110 por 30 minutos apresentaram
intensa atividade do fator de necrose tumoral (TNF-a). Outrossim, foi observada
inibicdo do crescimento in vitro de células endoteliais no grupo exposto ao KM-11084.

Mais recentemente, se multiplicaram estudos descrevendo a acdo de
derivados de plantas sobre tumores. Por exemplo, Thoppil, da Universidade de Ohio
(USA), em 2011, descreveu que substancias fito-quimicas denominadas terpenoides
(também designadas isoprenoides) utilizadas na medicina tradicional na India e na
China, foram testadas como agentes anticancerigenos em estudos clinicos. Muitas
dessas substancias exibem atividade citotéxica contra uma variedade de células
tumorais. Foram definidos, a partir de estudos in vivo e in vitro, efeitos objetivos na
prevencao e tratamento do cancer de figado®.

Em 2011, Asensi descreveu os polifendis, que sdo metabdlitos secundarios de
plantas envolvidos na defesa contra diferentes tipos de stress. Extratos com esses
componentes sdo usados ha milhares de anos na medicina tradicional oriental. Essas
substancias agem sobre mdultiplos alvos nos mecanismos relacionados com a
carcinogénese, proliferacdo celular, apoptose, metastatizacdo e angiogénese. Foi
estabelecida correlacdo entre os efeitos in vitro e in vivo, além de toxicidade e
biodisponibilidade. Observados efeitos antineoplédsicos objetivos em melanomas,

tumores dos colons e do pulmdo. Foram estabelecidas possiveis férmulas
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farmacéuticas, com as respectivas modificagdes estruturais e suas combinacdes, bem
como as doses e meios de administracdo no sentido de incrementar seus efeitos
biologicosté.

Efeitos de derivados de plantas sobre tumores especificos foram estudados
com metodologia detalhada e recursos tecnolégicos avancados. Rasul, em 2012,
estudou o efeito do Magnolol, um componente natural com propriedades
antineopldsicas, sobre células de adenocarcinoma gastrico humano denominadas
EGC-7901. Analisados apoptose, potencial de membrana mitocondrial e ciclo ceular
através de citometria de fluxo. A expressdo protéica de Bcl-2, Bax, caspase-3 e
PI3BK/ Akt também foram avaliados. Constatado que o Magnolol induz modificagdes
morfoldgicas nas células ECG-7901 e os efeitos citotéxicos sdo ligados a dano no
DNA, apoptose e parada da duplicacdo na fase S. Verificado que esses efeitos sao
dose - dependentes. Adicionalmente, Magnolol induz autofagia nas células ECG-
7901 e apoptose relacionada as vias mitocondriais dependentes de PI3K/Akt. Esses
achados produziram evidéncias de que o Magnolol é um promissor componente no
tratamento do cancer gastrico e demanda estudos “in vivo” como monoterapia ou
terapia combinada na abordagem dessa neoplasia®”.

Em outras linhagens tumorais tembém foi verificado efeito antineoplasico de
derivados de plantas. Ellis, em 2011, demonstrou que a Epigallocatechin-3-gallate
(EGCG), principal componente polifenélico do cha verde, com reconhecidas
propriedades  anti-inflamatérias, anti-oxidantes, anti-mutagénicas e anti-
carcinogénicas tem efeito contra as células do melanoma maligno. Nesse estudo foi
demonstrado que a EGCG inibe o crescimento das células do melanoma em doses
tisiologicas (0.1 a 1 uM). Verificado que a redugdo do NF-kB é associada com um
decréscimo da producdo de Interleucina -1 B pelas células tumorais. Constatado
também que os “inflamosomas”, que estao envolvidos a produgdo de Interleucina -
1B, sofrem um decréscimo provocado pela EGCG.A agdo in vivo e in vitro sobre os
“inflamosomas” indica um papel chave da EGCG na inibicdo tumoral. Também foi
ressaltada a importancia dos “inflamosomas ‘e da Interleucina -1B como alvos

potenciais para futuras terapias no melanoma maligno88.
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Em relagdo aos tumores da préstata Liu, em 2011, demonstrou, em culturas
de células estromais e epiteliais de tecido prostatico, o efeito do Fator Transformador
de Crecimento Bl (TGF-Bl) na elevacdo do metabolismo da dehydro-
epiandrosterona (DHEA) em sua transformagdo para andrégenos e Antigeno
Prostético Especifico(PSA). Constatado que as “red clover isoflavonas “(RC) inibem a
inducdo da androgenicidade pelo TGF-Bl. Analisadas trés dehydrogenases, 3B -
HSD, HSD-17B1 e HSD -17B5, envolvidas no metabolismo da DHEA para
testosterona. Constatado que a deplecdo dos HSD reduz o TGF-Bl. Esses dados
sugerem uma via conectando uma superproducao de TGF B com o aumento do PSA
no cancer de prostata, o que pode ser minorado com o uso de isoflavonas®?.

No que se refere ao cancer do colo uterino, tumor de grande impacto
epidemiolégico em nosso meio e segundo tumor feminino mais freqiiente no mundo,
Zhang, em 2011, estudou a influencia da framboesa preta e seus derivados na
inibicdo de modelos pré-clinicos de tumores epiteliais e na formacdo de tumores
nessa regido. Analisou trés linhagens de células tumorais cervicais humanas,
designadas HelLa (HPV16-/HPV18+, adenocarcinoma), SiHa (HPV16+/HPV18-,
carcinoma de células escamosas) e C-33A (HPV16-/HPV18-, carcinoma de células
escamosas). Essas amostras foram tratadas com extrato etandlico liofilizado de
framboesas pretas (RO-ET) nas doses de 25, 50 100 ou 200 ug/ml por 1, 3 e 5 dias. A
proliferacdo celular foi medida com ensaio WST1. Citometria de fluxo e analise por
microscopia de fluorescéncia foram utilizados para medir as mudangas apoptoéticas
celulares. Nao foram verificados efeitos toxicos com o uso do RO-ET e foi constatada
inibicao significativa no crescimento das células tumorais de maneira dose e tempo-
dependentes e que o efeito antineoplasico se manteve apds curta permanéncia do
RO-ET no meio de cultura. A citometria de fluxo e a microscopia de fluorescéncia

demonstraram apoptose em todas as linhagens celulares?.

2111 Uso experimental de fitoterdpicos no tratamento da carcinomatose

peritoneal

A utilizacdo de plantas e seus derivados no tratamento dos tumores

peritoneais tem como base o conhecimento empirico e milenar da utilizacdo dessas
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substancias no tratamento de neoplasias. A partir do conhecimento prévio de que
alguns componentes da dieta poderiam prevenir e/ou suprimir o desenvolvimento
de tumores, pode-se, por exemplo, identificar os efeitos inibidores do crescimento
tumoral a partir do uso de arginina na dieta de ratos portadores de fibrosarcoma
UCLA e sarcomas de Jensen”.

O mesmo efeito inibitério do crescimento tumoral com a suplementacdo
dietética de arginina foi verificado em tumores do tipo sarcoma 180 em ratos. Sabe-se
que esse aminodcido participa dos processos de crescimento dos tecidos normais, e
sua supressdo na dieta provocaria reducdo da expansdo de tecidos neopldsicos.
Alega-se também que ela pode interagir com outros carcinogénios”’.

Também foi documentada a redugdo do ntmero de células neoplasicas no
liquido ascitico do tumor experimental L1210 com a utilizacdo de dietas pobres em
fenilalanina”.

Choy , em 1983, descreveu o uso de derivados de plantas no tratamento da
carcinomatose peritoneal. Esse autor estudou o possivel efeito antineoplasico do alho
associado a um composto manufaturado de uma planta (Selaginella Doerdeleinin
Hieron), combinado a um produto contendo como principal ingrediente o vegetal
Olderlandia diffusa e de outro composto derivado de ervas denominado
Anticancerlin. Foram utilizados ratos suicos machos com 30 dias submetidos a
inoculacdo intraperitoneal de 0.2 ml de liquido ascitico com 3x10° células de
carcinoma de Ehrlich. Iniciada oferta dos componentes acima citados quatro dias
antes da injecdo das células. O grupo controle foi submetido a aplicagdo
intraperitoneal de volume similar de células tumorais e submetido a dieta padrao.
Foi observado comportamento dos animais durante dez dias, quando foram
eutanasiados e feita medicdo do volume ascitico e contagem do ntmero total de
células com hemocitdmetro. Posteriormente foram isolados os componentes lisina,
histidina e metionina que demonstraram, isoladamente, efeito antineoplasico e foi
estudado um novo grupo de animais com a injecao ip do mesmo volume de células
acima referido, mas com a oferta apenas desses componentes isolados e do alho.
Observado efeito maximo de reducdo na contagem das células com a Histidina (82%

de inibicdo) seguida pela Lisina (80%), Metionina (65%) e alho (59%)%”. Notado que a
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baixa solubilidade da Lisina e Histidina era um fator limitante em relacao as doses
utilizadas. Por outro lado, o tempo de sobrevida foi ampliado no grupo
experimental, obtendo-se um aumento maximo com a Lisina (9 dias) e minimo com
o alho (2 dias). O mecanismo exato de acdo dessas substancias ndo foi identificado, o
que demanda experimentos complementares®.

Koshiura , em 1985, avaliou a atividade antitumoral do extrato de metanol
da raiz da Agrimonia pilosa Ledeb (AP-M) sobre o sarcoma 180, o meth - a
Fibrosarcoma e o carcinoma mamario MM-2. Houve inibicao do crescimento do
sarcoma 180 na forma ascitica apds uso intraperitoneal do AP-M e aumento da
sobrevida dos animais. Também no carcinoma mamario MM-2 foi demonstrada
intensa citotoxidade do AP-M in vitro e aumento da contagem periférica de glébulos
brancos dois a cinco dias ap6s a injecdo intraperitoneal dessa substancia. Verificou-se
também que as células peritoneais exsudativas adquiriam atividade citotoxica contra
o referido tumor. Constatou-se que, além da atividade citotéxica direta do AP-M ha
mecanismos antineopldsicos sistémicos mediados pelo hospedeiro a partir do
estimulo dessa substancia®.

Hirazumi , em 1994, utilizou extrato alcodlico da raiz da planta Morinda
citrifolia introduzido no peritoneo de ratos submetidos previamente a injecdo
intraperiotoneal de solucdo de 2 x 105 células de carcinoma de Lewis. A injecdo ip do
extrato alcodlico foi feita diariamente durante quatro dias e foi avaliada a sobrevida
em 50 dias e a evolugdo da ascite tumoral. Observado que o grupo de animais
tratados com o extrato da Morinda citrifolia teve um prolongamento de sobrevida de
40% em relagao ao grupo controle e que esse grupo tratado com fitoterdpico, quando
comparado a animais em iguais condi¢des que se submeteram a quimioterapia
convencional com adriamicina e cisplatina tembém teve significativa melhora na
sobrevida e no controle da ascite®.

Em 1995, Babu , descreveu as propriedades citotéxicas e antitumorais da
planta Centella asiatica (L.) Urban, predominante no hemisfério sul, a qual produz
um Oleo essencial e um glicosideo flavonoide, com reconhecidas propriedades anti-
tumorais. Utilizado o extrato bruto e fragdes parcialmente purificadas do mesmo,

empregados por via oral. Diluida porcdo desidratada em metanol a 80%, purificado
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em coluna de silica gel e tratado com solvente de diferentes polaridades. Utilizados
ratos suicos albinos de 6-7 semanas Observado que a fracdo purificada, de maneira
dose-dependente, inibia a proliferacdo do carcinoma de Ehrlich e do linfoma de
Dalton, ambos na forma ascitica.Nao foram verificados efeitos toxicos com as doses
utilizadas. Foi sugerido que fracdes do extrato atuam diretamente na sintese do
DNAL

Gupta, em 2000, estudou a atividade antitumoral da Cassia fistula L., planta
encontrada em muitas regides da India e cujas sementes sao popularmente usadas
para tratamento de ictericia, dermatoses e como anti-inflamatério. Os componentes
quimicos dessa planta foram previamente identificados, sendo destacados o
galactomannan, taninos, alcaldides e antraquinona. Foram estudadas as atividades
antineoplasicas das sementes da referida planta, coletada e identificada do ponto de
vista botanico. Produzido extrato metandlico (EM) das sementes e os estudos iniciais
de toxidade constataram que a DL 50 era maior que 10g/kg de peso do animal de
experimento, demonstrando a sua baixa toxicidade. Utilizados ratos albinos suigos
com peso de 20g. Feita injecdo intraperitoneal de 10° células de carcinoma de Ehrlich
ascitico (CEA) e 24 horas ap0s realizada a infusdo do EM por via intraperitoneal nas
dose de 100, 200 e 300mg/kg, (respectivamente grupos I, II e III) por nove dias
consecutivos. Um quarto grupo, de controle, foi tratado com propileno glicol 5ml/kg
intraperitoneal na mesma seqiiéncia dos demais grupos. No décimo dia os animais
foram eutanasiados. Cada grupo constava de cinco animais. Os efeitos do EM no
crescimento tumoral foram verificados através do volume ascitico, estudo citolégico
do mesmo e periodo de sobrevida. Também foram realizados estudos hematol6gicos
constando da contagem de eritrécitos e leucécitos, bem como contagem total de
células nucleadas da medula 6ssea dos fémures e feita avaliacao do baco.

Demonstrada uma diferenca estatisticamente significante na sobrevida dos
animais submetidos ao uso do EM, quando comparado com o grupo controle.
Constatou-se uma sobrevida maxima (33.3 dias) no grupo que usou a dose de EM de
200mg/kg em comparacdo com 21 dias do grupo controle (Incremento de 58.6%).

Em relacdo ao controle do volume tumoral foi constatado que o grupo que usou



V¢

Y 49
]

UFPE
Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

100mg/kg de EM apresentou um volume ascitico de 1.3ml, o que representa uma
diminuicdo de 60% em relacdo ao volume ascitico do grupo controle, que foi de 4 ml.

Do ponto de vista puramente quantitativo (no que se refere ao volume da
ascite) nao foi constatada variacdo nos grupos tratados com 200 e 300 mg de EM em
relacdo ao grupo controle. O estudo citolégico demonstrou que as células tumorais
viaveis foram significativamente inibidas nos trés grupos tratados. A percentagem
de células tumorais mortas detectadas pelo exame “trypan blue” foi maior nos trés
grupos tratados, quando comparada com o grupo controle, sendo esses efeitos mais
pronunciados nos grupos II e IIl. Essa andlise ainda demonstrou um decréscimo do
namero de mitoses nos grupos tratados com EM, além de alteracdes degenerativas
celulares nesse grupo, o que, em ultima anélise, indica resposta terapéutica. Essas
alteracOes foram expressas sob a forma de vacuolizagdo do citoplasma, reducdo da
intensidade da coloracdo e “membrane blebbing”. Adicionalmente, a anédlise
hematolégica demonstrou preservacao da contagem de hemaécias e leucécitos no
grupo I. Também um incremento na contagem das células nucleadas esplénicas e no
peso do o6rgdo foi constatado nos trés grupos tratados com EM. A contagem de
células da medula 6ssea foi normal no grupo I, o qual demonstrou, nesse aspecto, o
melhor resultado entre os grupos tratados. Foi evidenciado um aumento na
sobrevida e uma preservagao da funcao hematopoiética, o que favorece o uso dessa
substancia com margem de seguranca em relacdo a toxicidade. O estudo concluiu
que estéd claramente demonstrada a atividade inibitéria tumoral do EM das sementes
da Cassia fistula L. na forma ascitica do carcinoma de Ehrlich?¢.

José , em 2001, descreveu que ha crescente interesse no conhecimento da
regulacao do ciclo celular, especialmente nas kinases ciclinodependentes , como a
Cdc 2 kinase , envolvida na transicido G2/M da divisao celular através do controle
da Cdc 25 fosfatase. Ha varios compostos sintéticos e naturais que sdo,
reconhecidamente, inibidores dessas enzimas, e que, portanto, se prestam como
agentes ideais no controle da proliferacao celular. A planta Emblica officinalis (E o),
tem frutos que sdo usados popularmente na India no tratamento de numerosas
doencas, com atribuidas acdes antiinflamatérias e antibacterianas. Também é

utilizada em formulacées hepatoproteras e tranqiilizantes. O chyavanaprash é uma
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solucdo vegetal que contém Eo em 50% de sua composicao além de 35 outras ervas,
as quais sao atribuidas propriedades antioxidantes e imunomodulatérias. Analisada
a atividade antitumoral do Eo e do chyavanaprash em modelos in vivo e in vitro no
que se refere a acdo antitumoral, e especialmente a regulacdo do ciclo celular.

Utilizadas as linhagens celulares de linfoma de Dalton ascitico (LDA) e do
carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA). Os animais foram ratos suigos albinos machos
de 20-25 g. Frutas frescas de Eo foram submetidas a mistura e posterior centrifugacdo
e liofilizacdo produzindo um extrato aquoso a 10%.0Os ratos foram submetidos a
injecdo intraperitoneal de LDA e CEA no volume de 10° células. Apos 24 horas da
inoculacdo do tumor diferentes doses de Eo (250mg, 500 mg e 1.25g/kg) e
chyavanaprash (500mg e 2.5g/kg) foram administrados por via oral. As mesmas
doses foram oferecidas por cinco vezes em dias alternados. Observado que os
animais portadores de ascite por LDA tratados com Eo na dose de 1.25g/kg tiveram
uma significativa reducdo da ascite tumoral e incremento de 20% de sobrevida. Os
animais com LDA tratados com chyavanaprash na dose de 2.5g/kg tiveram um
incremento de 60.9% da sobrevida. J& os animais portadores de CEA ndo tiveram
qualquer benéficio com o uso de Eo ou chyavanaprash em qualquer das doses
utilizadas, seja no que se refere a sobrevida ou ao controle da ascite. Adicionalmente,
foi verificado que o extrato aquoso de Eo provoca inibicdo da enzima fosfatase cdc 25
de maneira dose- dependente. Os autores defendem que o efeito antineoplasico é
atribuivel as substancias emblicanina, ellagotannina e trigallayl glicose, componentes
do Eo?.

Rajeshkumar, em 2002, descreveu a utilizagdo do extrato aquoso do
Phyllanthus amarus por via oral em ratos portadores da forma ascitica do linfoma de
Dalton e do carcinoma de Ehrlich. Constatado que a concentragao inibitéria de 50%
se situava na dose de 540 microg/ml e que o extrato provocava uma inibicao da
DNA topoisomerase II e uma reducdo da atividade da enzima reguladora do ciclo
celular cdc25 tyrosina fosfatase. Ao lado desses efeitos foi verificada inibicdo da
ativacdo metabdlica de carcinogénios e de outros reguladores do ciclo celular , além

de interferéncia no reparo do DNA%.
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Gupta e, em 2004, descreveu o uso do extrato metandlico de Bauhinia
racemosa (EMBR) no carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA). A Bauhinia racemosa (Ba)
é uma planta de ampla ocorréncia na india, Ceildo e China. A casca de seu tronco é
utilizada popularmente como analgésico, e antidiarréico, além de ser utilizada
topicamente em doencas dermatolédgicas. Estudos farmacolégicos mostraram
propriedades analgésicas, antiinflamatérias e antimicrobianas nessa planta. Foi
também demonstrada cito toxidade in vitro em cultura de células de CA -9 KB.

Alguns constituintes fitoquimicos da Ba foram isolados, principalmente
flavonoéides, cumarinicos, triterpendides, esterdides e estilbenos. Esses constituintes
demonstram, sabidamente, propriedades farmacolégicas importantes, incluindo acao
antioxidante e antitumoral, com inibicdo de radicais livres. Avaliada a acio do EMBR
em relacdo a toxidade, acdo antitumoral, peroxidacdo de lipideos e efeito
antioxidante. Foi utilizado o extrato metandlico da Ba através de destilacao,
evaporagao e tratamento a vacuo e diluicdo em propileno-glicol. As células de CEA
foram resultantes de manutencdo por inoculagdao intraperitoneal de 2x10° e foram
utilizados ratos Swiss albinos machos de 20 gramas. Feito estudo inicial de toxidade
em um periodo de 14 dias. Quatro grupos de 8 animais receberam EMBR por via
intraperitoneal nas doses de 50, 100, 200 e 400mg/kg e um 5° grupo (controle)
recebeu propileno - glicol 5ml /kg ip. Apds 24 h do término do experimento os
animais foram eutanasiados e colhido sangue para estudos hematolégicos.
Verificaram-se sintomas de toxicidade importantes como hipotermia e eregdo dos
pelos na dose de 400mg/kg. Também dosagem sérica das enzimas hepaticas TGO e
TGP foram efetuadas. Quando avaliada a atividade antitumoral foram formados
cinco grupos de 12 animais, todos submetidos a injecdo de CEA na dose de 0.2ml
de 2x106¢ cel por animal por via intraperitoneal e um grupo controle ndo injetado.
Vinte e quatro horas apés a inoculagdo dos cinco grupos em um foi injetada solucao
salina ip e em 3 grupos as doses escalonadas de EMBR ja referidas (50, 100 e
200mg/kg) e em um feita a injecdo de quimioterapico standard 5-fluorouracil na
dose de 20mg/kg. Em todos foram utilizadas doses didrias durante 14 dias. Apds a
administracdo da tltima dose e 18 horas de jejum seis animais de cada grupo foram

eutanasiados para estudo da atividade antitumoral, avaliagdo hematolégica e estudo
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dos parametros bioquimicos hepéticos. Os outros seis animais de cada grupo foram
observados em relacdo a sobrevida. Os critérios para avaliagdo de efeito antitumoral
consideraram o peso corporal, volume da ascite, contagem de células vidveis e nao
viaveis, sobrevida média e incremento na sobrevida. No grupo controle o tempo de
sobrevida foi de 18 dias e houve incremento do mesmo proporcional as doses
crescentes de EMBR, com um maximo de 39.5 dias no grupo tratado com 200mg /kg.

Houve também reducdo do volume tumoral, volume celular e contagem de
células tumorais vidveis nos grupos tratados com EMBR, de maneira dose-
dependente. Adicionalmente, observou-se um incremento dos niveis de enzimas
antioxidantes no figado no grupo tratado com EMBR. Os niveis de superoxidase
dismutase elevaram-se em até 27.2% com a dose méaxima de EMBR e os de catalase
aumentaram em 55,6% quando comparado com o grupo controle. Também foi
verificada redugdo da peroxidacao lipidica nos animais que usaram EMBR, o que
provocou diminui¢do do MDA, produto final da peroxidagdo, o qual esta presente
em altas concentragdes no tecido tumoral. Por outro lado foi constatada elevacao da
glutationa ,potente inibidor dos processos neoplésicos ,nos grupos tratados, através
de sua agdo como estimulante do sistema antioxidante endégeno?”.

Em nosso meio Vieira, em 2006, demonstrou a utilizacdo de planta
encontradiga no Nordeste do Brasil denominada Indigofera suffruticosa. Foi avaliado
o efeito citotoxico e antitumoral do extrato aquoso desse vegetal. A andlise
toxicol6égica mostrou baixa toxicidade nas doses utilizadas. O uso intraperitoneal do
extrato na dose de 50mg/kg provocou reducdo de 64.5% do volume tumoral de
sarcoma 180 implantado em ratos versus progressao tumoral em 100% dos animais
do grupo controles.

Ainda em nosso meio Pagno, em 2006, descreveu a acdo da Vernonia
scorpioides (V s), planta utilizada no Brasil para tratamento local de feridas cronicas e
tlceras e lesdes cutdneas ligadas ao diabetes, sob a forma de extrato alcoélico. Essa
planta é denominada popularmente de piraca, enxuga ou erva de Sdo Simao. E uma
planta tipica de solos pobres e desmatados®.

Estudos prévios mostraram que o extrato bruto de V scorpioides e suas fracoes

denominadas chloroform e hexane tinham ag¢des antifingica, bactericida e que
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também favoreciam a cicatrizacdo de feridas. Alguns outros componentes também
foram isolados na V s, principalmente as lactonas sesquiterpenas além de outros
componentes como flavonoides, esteroides e polissacarideos, tendo sido relatados
efeitos anticancerigenos de espécies de V. scorpioides®+-%.

Estudo inicial observando atividade pro-inflamatéria da V s na pele sa
motivou a avaliagdo do efeito do extrato bruto dessa planta no tratamento do
carcinoma de Ehrlich (CE) nas formas sélida e ascitica%: %.

Os resultados iniciais promissores levaram os autores a obterem fragdes de V
s com progressiva polaridade, até a obtencao do hexane dichloromethane (DMC)
como acetato etilico e fracdo aquosa, testados na dose de 200mg/kg, quando foi
obtida a maior efeito antitumoral. Utilizado o DCM no CE nas formas sélida e
ascitica em ratos. Na obten¢do do material foram utilizadas amostras frescas de 600g
de Vs maceradas em 6.000ml de ethanol por sete dias, na auséncia de luz. Feita
reducdo do volume inicial para 1/6 utilizando evaporador. Foi acrescentada agua
(600ml) e realizado fracionamento liquido-liquido wutilizando solventes para
incrementar a polaridade. As fracdes obtidas foram hexane (1.16 g ), DCM (420 mg),
acetato etilico (560mg) e agua. Apds screening dos componentes, foi confirmada a
informacao inicial de que a fragado DCM mostrava a maior atividade contra as células
neoplasicas, expressa por auséncia de crescimento tumoral. Feita dissolu¢do em
salina 2% para concentracoes de 5 a 200mg/kg. As amostras foram congeladas até o
dia da aplicacdo. Feita injecdo intraperitoneal didria de DCM na dose de 5mg/kg
durante e ap6s a implantacao de carcinoma de Ehrlich nas formas ascitica e s6lida,
durante sete dias. Avaliados sobrevida, peso, numero e tipo dos leucdcitos
peritoneais, nimero de células tumorais, volume do tumor sélido e ascitico além do
desenvolvimento do tumor em células pré-tratadas in vitro com DCM. Na avaliacao
dos leucécitos peritoneais foi feita a adicdo de 5ml de salina ao liquido peritoneal,
seguida de centrifugacdo e diluicdo em 200 microl de salina e processados
histologicamente com hematoxilina para observagdo microscépica em 100x.

Realizada a leitura em 5 campos, observando-se a média de contagem de
neutréfilos, mondcitos, fagocitos e linfécitos. Foi também avaliado o

desenvolvimento de tumor a partir de células pretratadas in vitro com DCM .Foram
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estudados 8 grupos de ratos, com seis animais em cada, e testadas diferentes
concentracdes de DCM (5 a 200mg / kg)em 6 grupos. O sétimo grupo recebeu 5-FU
ip 20mg / kg) e o oitavo solucdo salina 2%. Feita determinacdo in vitro de
citotoxidade de DCM quando 5 x 10¢ cels de CE foram tratadas com DMC por 15
minutos e injetadas na cavidade abdominal em um grupo e idéntica quantidade de
células foi transplantada sem tratamento prévio em outro grupo. Também realizada,
no mesmo estudo, avaliacdo do efeito do DMC nos CE na forma sélida com a injecao
subcutanea de 5x 106 células na regido plantar de ratos em 6 grupos tratados com
DMC ip ou por gavagem; um grupo com CE pretratado com DMC, outro com salina
ip e outro salina por gavagem, todos durante dez dias. Medido volume tumoral com
paquimetro digital diariamente durante o periodo de observacdo (10 dias). Os
animais foram eutanasiados ap6s sete dias, nos grupos de CE intraperitoneal e apos
10 dias nos grupos de CE plantar. Quando avaliados os resultados se constatou que
houve inibigao total do desenvolvimento tumoral com uso de DCM in vitro como por
via intraperitoneal. A inibicdo foi completa quando o DCM foi aplicado
imediatamente apdés o implante tumoral, mas, mesmo quando utilizado trés dias
apés o implante provocou decréscimo do desenvolvimento tumoral. Foi
documentado que, diferentemente das drogas antineoplédsicas usuais, o DCM
provoca um aumento do influxo neutrofilico na cavidade peritoneal, ocorrendo,
portanto, ao lado da atividade citotoxica uma atividade inflamatéria, a qual é
benéfica para o controle tumoral. Foi verificado que os leucécitos peritoneais
resgatados, predominantemente macréfagos, existiam em namero significativamente
maior (p<0.05) no grupo tratado com DCM quando comparado com os grupos que
fizeram uso de 5FU ou solucdo salina a 0.9%. Evidentemente, esse efeito de
estimulacdo leucocitaria se contrapde a habitual deplecao leucocitaria que ocorre
habitualmente no tratamento com agentes citotéxicos convencionais
(quimioterdpicos). Por outo lado, houve incremento da sobrevida em duas semanas
e os animais mantiveram seu peso por 30 dias no grupo tratado com DCM. Em
conclusdo, foi demonstrado evidente beneficio no tratamento da carcinomatose

induzida por carcinoma de Ehrlich com o uso de DCM, o que estimulou os
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estudiosos da area a investigar outras modalidades de derivados de plantas como
agentes antineoplésicos’.

Nascimento, em 2006, descreveu que a planta Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae), conhecida porpularmente como mastruz é indicada em muitas
doencas. Estudou o efeito do C ambrosioides no desenvolvimento do carcinoma de
Ehrlich em ratos sui¢os. Os animais foram tratados por via intraperitoneal com
extrato hidroalcoolico de C ambrosioides (5mg/kg) ou com PBS (grupo controle) 48h
antes e apds a implantacdo do tumor solido na planta do pé ou na cavidade
peritoneal. Realizadas medidas do tumor sélido a cada dois dias até o décimo quarto
dia. Na forma ascitica foi avaliado o volume da ascite e a contagem das células
tumorais. Houve inibicao significativa do crescimento das formas solida e ascitica do
carcinoma de Ehrlich, apés o uso de C ambrosioides, bem como incremento da
sobrevida nesses animais. Foi sugerido que o efeito terapéutico dessa substancia se
deve a propriedades antioxidantes da mesma?3.

Sheela, em 2006, descreveu que o extrato da raiz da planta Glycyrrhiza glabra
possui potente atividade antiangiogénica e antitumoral. Utilizou extrato aquoso de
G. glabra in vivo e in vitro em cobaias portadores de carcinoma de Ehrlich na forma
ascitica e verificou, em ambas as situagdes, atividade angioinibitéria. Constatada
reducdo dos niveis de cytocina VEGF e da densidade de contagem de microvasos no
peritoneo de ratos tratados com G glabra, evidenciando clara acdo antineoplasical?.

Orsoli¢, em 2009, investigou o efeito local da quimio-imunoterapia
intraperitoneal associada a hipertermia no tratamento de carcinomatose peritoneal
produzida por carcinoma mamario experimental (MCa) em ratos. Feita a injecdo
intraperitoneal de extrato liofilizado de Caucalis Platicarpus L (CPL 200mg/kg) e,
sete dias apos, injecdo intraeperitoneal de 5x10° celulas de MCa. Imediatamente ap6s
a injecdo das células tumorais foi feita infusdo ip de 2ml de soro fisiologico a 43°C,
associado ao uso ip de doxorrubicina 20mg/kg, cisplatina 10mg/kg, mitomicina
5mg/kg e 5 FU 150mg/kg. Foram avaliados a sobrevida e os efeitos colaterais .

Presume-se que ha efeito sinergistico entre CPL e drogas citotoxicas, efeito
imunomodulador do CPL e também que essa substancia promove reducdo dos

efeitos colaterais dos quimioterdpicos. Foi obtido um incremento da sobrevida no
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grupo tratado com CPL de 32.5%. Os resultados sugerem um efeito sinergistico da
hipertermia, quimioterapia e imunoterapia®.

Em pesquisa realizada no Departamento de Antibiéticos da UFPE, que
resultou em dissertacdo de Mestrado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
apresentada em 2007, Gurgel estudou a importancia da planta Plectrathus amboinicus
como alternativa terapéutica. Inicialmente foi avaliada a toxicidade aguda do extrato
hidroalcodlico (EH) das folhas do Plectrathus amboinicus (EHPa). Adotado como
padrdo macerado de folhas secas tratados com etanol a 70% durante 72h. O produto
desse processo foi filtrado e concentrado em evaporador rotatério a 45°C°. Utilizados
camundongos fémeas Albino Suicos (Mus musculus) com idade de 60 a 90 dias, com
peso entre 25 a 35g e mantidos em condi¢des padrao de experimentagcdo animal.
Administradas, por via intraperitoneal, doses progressivas de 500, 750, 1125, 1690,
2.535 e 3.800mg/kg do EHPa. Os animais foram observados por um periodo de 48
horas ap6s administracdo das doses e avaliados os 6bitos para o calculo da DL50.
Feita observacdo com triagem farmacolégica dos efeitos gerais de cada dose
administrada, correlacionando-os com dados comportamentais ligados a agdo sobre
o Sistema Nervoso Central (SNC) e Autonomo. Nao houve 6bitos em nenhuma dose,
ndo sendo por isso possivel avaliar a DL50, se constatando a baixa toxidade do EHPa.
Observada forte agao sobre o SNC durante os primeiros 30 minutos apés infusao da
substancia. Esses efeitos foram caracterizados por reacdo de fuga, aumento da
frequéncia respiratéria, movimentos esteriotipados, contor¢des abdominais e
agressividade. A esse quadro se seguiram, ap6s os 30 minutos iniciais, prostacao,
sonoléncia e diminuicdo da frequéncia respiratéria, sugerindo acdo depressora do
SNC provocada pelo EHPA nessa fasel®.

Posteriormente, baseado nos dados iniciais observados no trabalho acima,
em 2009, foi publicado estudo que descreveu os resultados do tratamento com EHPa
no tratamento do carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA) transplantado para o tecido
subcutaneo de camundongos. Nessa andlise foram utilizados animais com as
mesmas caracteristicas e nas mesmas condi¢des acima citadas, os quais foram
divididos em cinco grupos de cinco individuos. Em todos os animais foi feita injegao

de 0.2ml de células de carcinoma de Ehrlich ascitico (1x107) no tecido subcutaneo da
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regido inguinal. No terceiro dia do estudo foi iniciada injecdo diaria intraperitoneal
de solucdo salina a 0.9 % no grupo controle, metotrexate 10mg/kg no grupo padrao e
EHPa nas doses de 100, 150 e 250mg/kg nos trés grupos restantes. Ap6s o 7° dia os
animais foram eutanasiados e os tumores foram removidos. A inibicdo tumoral foi
calculada a partir da percentagem de reducdo dos tumores em relagdo ao grupo
controle. Constatada uma inibicdo significante do tumor no grupo tratado com
EHPa. Os animais tratados com a dose de 100mg/kg apresentaram reduc¢do do
volume tumoral de 74%, enquanto os tratados com a dose de 150mg/kg tiveram
reducdo de 61%. Os tratados com a dose de 250mg/kg tiveram redugao de 27%. Os
efeitos antineoplasicos do EHPa podem ser atribuidos a componentes fendlicos
como quercitina e luteina, bem como outras substancias nele existentes como os
terpendides , que tém comprovado efeito antitumoral®l.

Esses promissores resultados iniciais motivaram-nos a pesquisar o efeito
antitumoral de derivados do Plectrathus amboinicus, especificamente na forma
ascitica do carcinoma de Ehrlich e avaliar os efeitos locais nessa circunstancia e,
posteriormente, identificar componentes dessa planta que tenham efeito antitumoral

destacado.

2.1.12 Carcinoma de Ehrlich

Os tumores experimentais tem grande importancia para o estabelecimento
de padrdes de replicacdo neoplasica. O carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA) é um
dos mais comuns entre esses tumores. E derivado do adenocarcinoma mamario
murino espontaneo que é mantido na forma ascitica por passagens em ratos Suicos
singénicos através de transplantes intraperitoneais semanais de 5x10¢ células
tumorais!.

A primeira referéncia a esse tumor se deu em uma fémea de rato que
apresentou um carcinoma mamario espontaneo. Ehrlich e Apolant, em 1905, usaram

espécimes desse tumor para transplantes subcutdneos sucessivos entre ratos!0l.
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Em 1932, Loewenthal e Jahn obtiveram a forma liquida desse tumor no
peritoneo de ratos e denominaram esse tumor de “Carcinoma de Ehrlich Ascitico”
(CEA)102,

Lettre, em estudos realizados a partir da década de 1940 forneceu
padronizacdo ndo s6 para medicdo desse tumor, mas também para conversdes que o
tornaram adequados para pesquisas qualitativas e quantitativas!®.

Ap6s 1948 houve uma rapida difusao do CEA em centros de pesquisa em
todo o mundo!®™. Trata-se de um carcinoma indiferenciado, originalmente
hiperdipléide, altamente transplantavel, isento de regressdo espontanea, com curto
periodo de vida e rapida proliferacdo. Nao se identificaram antigenos especificos
anti-tumor de Ehrlich. Essa neoplasia, quando injetada no peritoneo, provoca efusao,
caracterizando ascite. Frequentemente, a viruléncia tumoral aumenta a partir de
transplantes repetidos, de maneira que o grau de proliferacao celular tumoral sofre
incremento gradativo. Contudo, a desdiferenciacdo cede gradualmente e as células
obtém controle independente de crescimento, heterotransplantabilidade e conversao
na forma ascitical®.

O liquido ascitico tipico do CEA tem colorac¢do cinza-claro, algumas vezes
apresenta certa viscosidade. Contém em torno de 10 milhdes de células neoplésicas
em cada 0,1ml, caracterizadas por sua homogeneidade de distribuicao, o que permite
uma precisdo quantitativa nos transplantes e possibilita a contagem de células por
sistemas simples. O tumor de Ehrlich pode ser transplantado para o peritoneo,
prodizindo a forma ascitica, mas também pode ser implantado no tecido celular
subcutaneo, produzindo a forma sélida. Outra vantagem do CEA é que suas células
ndo aderem a superficies sintéticas in vitro.Observa-se que de 4 a 7 dias apds o
transplante ha formacdo de em torno de 10 ml de liquido ascitico. A replicagao
celular se da em duas fases: a primeira de proliferacdo, na qual hd um crescimento
exponencial do nimero de células, seguida por um “plateau”, secundado por uma
fase de quiescéncia, na qual o niimero de células permanece quase constante.

Durante a transicdo entre a fase proliferativa e o “plateau” ocorrem
mudancas morfologicas e metabdlicas nas células, como deterioracdo estrutural,

diminui¢do do namero de mitocondrias, declinio da sintese de RNA e DNA e perda
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de purinas e pirimidinas intracelulares, nucleotideos, nucleosideos e bases. Além
disso, é observado declinio na concentracdo de ATP e no seu turnover. Ha rapida
divisdo celular na fase proliferativa e o acimulo de ascite ocorre paralelamente a
proliferacdo celular. A morte do animal se da em periodo variavel, em decorréncia do
aumento da pressdo intraabdominal e compressao dos 6rgaos adjacentes?.

Observou-se que ha aumento da permeabilidade microvascular no peritoneo
de animais portadores de CEA, com conseqiiente ascite, provavelmente mediada por
um fator vascular produzido pelas células tumorais. Sabe-se que esse fator ndo tem
aparente efeito nos vasos sistémicos. Ha também referéncia a inibi¢cdo da proliferagcao
celular na medula 6ssea do hospedeiro do CEA, e a sua intensidade depende do
tempo de instalacdo do tumor!®.

Do ponto de vista citomorfolégico as células do carcinoma de Ehrlich se
caracterizam por se situarem isoladas, grandes, arredondadas, com citoplasma
delicado escasso e microvacuolizado. Os ntcleos sdo volumosos com inversao da
relacio nucleo/citoplasma. Apresentam cromatina granular, irregularmente
distribuida. Os nucléolos sao proeminentes e de configuracao anormall%.

As caracteristicas acima descritas situam o carcinoma de Ehrlich como um
tumor experimental de tipificacdo morfolégica definida, comportamento biolégico
previsivel e facilidade de transplante. Além disso, a sua reprodutibilidade é facil , o
que permite sua utilizacdo nos diversos centros de pesquisa do mundo de maneira

comparavelll-

2.1.13 Plectranthus Amboinicus
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Fonte: Montanari”8
Figura 2 - Plectanthus amboinicus “ in natura”

Plectranthus amboinicus Lour. Spreng (Lamiaceae), também conhecido como
orégano cubano, tomilho espanhol, orégano bruxo (Porto Rico), Hang chanh
(Vietnam), tomilho mexicano, horteld mexicana e, no Brasil, horteld da folha gratda,
ou horteld da folha grossa. E uma planta nativa da Asia Oriental, Leste e Sul da
Africa e distribuida por toda a América. E utilizada amplamente na medicina
popular como analgésico e antiinflamatério. Tem como sindénimos Coleus amboinicus
Lour., Coleus aromaticus (Benth), e Plectranthus aromaticus. E uma planta perene da
familia Lamiaceae com sabor e odor semelhante ao orégano!®.

Essa planta é suculenta, tem uma tipica haste de tres pontas, prépria da
familia Lamiaceae. Tais folhas sdo muito finas, verdes e peludas. Ela cresce cerca de
50cm . E utilizada como condimento e, na medicina tradicional, para tratamento de
tosse, congestdo nasal e, na Indonésia , é tardicionalmente utilizada em uma sopa

que, alegadamente estimula a lactacdo apés o parto””.

2.1.13.1 Aspectos botanicos

A familia Lamicaeae compreende cerca de 220 géneros e aproximadamente

4.000 espécies. O género Plectranthus compreende cerca de 300 espécies,
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universalmente distribuidas. O caule é quebradico. As folhas sdo ovaladas, dpice
agudo, bordos dentados e peciolo grosso. Sdo altamente arométicas, com forte odor

de ervas . As flores sdo violaceas!.

2.1.13.2 Aspectos quimicos

Os terpendides, especialmente os diterpendides, sdao os metabdlitos
secundérios mais encontrados nos estudos fitoquimicos do género Plectranthus. A
espécie Plectranthus amboinicus é rica em flavonéides, como a quercitina a apigenina e
o crysoeriol. Foram também identificados agucares redutores, taninos e esterdide
triterpénicos®.

O dleo essencial timol foi encontrado em percentual superior a 90% e o
carvacrol em torno de 60%. Vitaminas do complexo B e acido ascérbico também
foram identificados em espécimes cultivados na América Central. Ressalte-se que a
composicao de cada planta varia em funcdo de aspectos varidveis, relacionados ao
solo, qualidade e quantidade da dgua e outras varidveis ambientais. Portanto estudos
com plantas devem estabelecer comparacdes entre espécimes ajustadas a uma mesma

condicdo desses parametros?.
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3.1 CASUISTICA E LOCAL DO ESTUDO

Foram estudados 12 camundongos fémeas de espécie Albino Suico (Mus
Musculus), provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco.

Realizada uma amostra por conveniéncia.

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo foi de intervengao ou experimental pré-clinico nivel I.

3.3 SELECAO

Foram alocados para o experimento 12 camundongos por sorteio, em dois
grupos com o mesmo nimero de animais (6 animais por grupo) :
Grupo G1: grupo experimento - sub-grupos: A a F

Grupo G2: grupo controle - sub-grupos: AaF

3.3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os animais do género feminino, com peso médio de 30 g e aproximadamente
60 dias de vida, foram mantidos no biotério do Departamento de Antibiéticos da
UFPE, acondicionados em gaiolas tipo caixa plastica com grades de tamanho 20 cm
(largura) por 30 cm (comprimento) por 12 cm (altura), em estante em posicdo
horizontal e com piso revestido por maravalha de pinus.

Utilizado padrdo sanitario convencional com limpeza das gaiolas a cada trés

dias e troca da maravalha.
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As gaiolas foram mantidas em ambiente refrigerado com temperatura média
de 22 +/- 2 °C e umidade ambiente. Utilizado regime de luminosidade de 12 h claro
e 12h escuro. Empregada racdo industrializada para roedores do tipo Labina® e 4gua
potavel ad libitum.

Os animais foram marcados com corante (Ac. Picrico) no sistema cabega /

dorso/ cauda para identificacdo.

3.4 VARIAVEIS DO ESTUDO - BIOMETRICAS / OBSERVACIONAIS

Nome da variavel Defini¢ao/categorizagao
Peso Peso diario do animal
Medicdao abdominal Transversal e longitudinal ( na medicdo transversal

considerada a maior medida no 1/3 médio do abdome e na
medicdo longitudinal a medida entre a extremidade inferior

do esterno e a regido anal)

Piloerecao Presenca ou auséncia

Mobilidade / deambulac¢ao normal / anormal

Quadro 2 - Variaveis do estudo

3.5 PROCEDIMENTOS

3.5.1 Procedimentos técnicos

3.5.1.1 Preparagao do extrato

Coletadas folhas da planta Plectrantus amboinicus (Pa) em Novembro de 2011
no horto do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da
Paraiba. H4 registro desse material no Herbério do IPA - Empresa Pernambucana de

Pesquisa Agropecudria, com o cédigo JPA 6550.
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Feita maceracao das folhas de Pa “in natura” utilizando diluicdo com soro
tisiol6gico para produgdo do extrato aquoso bruto (EAPa) no D3 do experimento

(primeiro dia de injecdo intraperitoneal).

Obtida uma solucdo do EAPa conservada em refrigeracdo a 4 graus

centigrados.

3.5.2 Procedimentos experimentais - primeira intervencao

3.5.2.1 Obtencao do carcinoma Ehrlich na forma ascitica

Realizada puncdo peritoneal em camundongos portadores do CEA, oriundos
do biotério do Departamento de Antibidticos da UFPE, os quais foram incluidos no
programa de replicacdo periddica deste tumor, segundo rotina do Departamento.

No primeiro dia do experimento (D1) foi feita injecdo intraperitoneal nos
animais do grupo 1 e do grupo 2 de 0.3 ml de liquido ascitico de animais com a
forma ascitica do carcinoma de Ehrlich, o que corresponde a 5x10 ¢ células.

A partir do terceiro dia (D3) feita, no G1 injecdo intraperitoneal didria do
EAPa na dose de 200 mg/kg até o nono dia (DY), totalizando, portanto, 7 dias de
tratamento.

No grupo G2 feita, no mesmo periodo (D3 a DY), injecdo intraperitoneal de

0.5 ml de solucéo de soro fisiolégico a 0,9%.

3.5.3 Procedimentos experimentais - segunda intervencao

O peso didrio foi medido com uma balanga eletrénica “Triple Beam Balance”
ref. 07932 , Marca Ohaus , produzida nos EUA e graduada para 2610g .

A medicao abdominal foi feita em mm, utilizando paquimetro manual da
marca “Fischer Darex “com escala de 150mm.

No 9° dia os animais dos dois grupos foram eutanasiados com a técnica de

luxacao cervical.
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Apo6s a morte, de imediato, os animais foram submetidos a laparotomia
mediana e avaliados:

1)Volume da ascite;

2)Presenca de tumores na parede abdominal;

Foram colhidas duas amostras de liquido ascitico de cada animal, cada uma

com 01 ml

3.5.3.1 Avaliagao citométrica e citolégica

As amostras de 01 ml foram acondicionadas em tubos de ensaio de vidro
de 5ml e acrescentados 100 microlitros de heparina sédica e encaminhadas de
imediato para estudo citométrico e citolégico.

No estudo citométrico, realizado no setor de Hematologia do Laboratério
Marcelo Magalhdes , foi feita homogenizacdo e centrifugacdo de 1ml de liquido
ascitico com maquina STKS, preparo de laminas e coloracdo pela técnica de May-
Gruwald-White e contagem total de células pelo contador hematolégico Beckman-
Coulter Gen’S.

Utilizado para leitura das ldaminas microscépio Olympus CX 31 com aumento
médio de 1000 vezes

No estudo citolégico, realizado no Laboratério CICC ( Centro Integrado de
Colposcopia e Colpocitologia ) , foram utilizadas amostras de 01ml do liquido
ascitico a fresco, diluidas em 0,2 ml de soro solugdo salina a 0.9 % e processadas em
centrifuga Shandon a 1000 RPM. Em seguida feita fixacdo com etanol a 99.9% e
confeccionadas preparacdes citolégicas coradas pela técnica de Papanicolau
modificada.

Utilizado microscépio 6ptico e sistema digital de fotografia da marca Leica e
realizadas fotos com objetiva de imersdo com aumento de 400 e 1000 vezes.

Analisados os seguintes aspectos citolégicos:

1) Volume nuclear;

2) Hipercromasia;

3) Alteragdes da relagdo ntucleo/ citoplasma;
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4) Irregularidade do contorno nuclear;

)
5) Distribuigdo da cromatina;
6) Aspectos do nucléolo e niimero;
)

7) Mitoses atipicas.

3.6 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Com o objetivo de caracterizar a amostra estudada, foi feita estatistica
descritiva com frequéncias relativas (percentuais) e absolutas (n) das classes de cada
varidvel qualitativa. Para as varidveis quantitativas foram utilizadas médias e
medianas para resumir as informacdes, e desvios-padrdo, minimo e maximo para
indicar a variabilidade dos dados.

Para a comparagdo dos grupos com relagdo as varidveis qualitativas foi
aplicado o teste Exato de Fisher, devido ao namero pequeno de observacoes. O teste
nao paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo dos grupos em
relacdo as variaveis quantitativas. Para verificar se houve alteragdo do peso dentro de
cada grupo foi feito teste de Wilcoxon. Optou-se por utilizar apenas metodologias
ndo paramétricas devido ao nimero pequeno da amostra.

O nivel de significancia assumido foi de 5%. Os calculos estatisticos foram
realizados no software SPSS for Windows versao 18.0 - Statistical Package for the

Social Science.

3.7 PROCEDIMENTO ETICOS DA PESQUISA

O experimento foi registrado no Comité de Etica em Pesquisa Animal da

UFPE sob protocolo n° 23076.043890/2011-27 (Anexo 1).
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4.1 DISTRIBUICAO DO PESO DOS ANIMAIS SEGUNDO OS GRUPOS DO 1° AO 9°
DIA

Analisando os resultados em relacdo ao peso dos animais, pode-se afirmar
que ja no primeiro dia do experimento existe diferenga significante entre os grupos
com relacdo ao peso (p=0,041), sendo o grupo controle o que apresentou valores
maiores. Quando se analisa a evolucdo do peso nos 9 dias, verifica-se que no grupo
tratado ndo houve alteragdo estatisticamente significante do peso (p=0,785), ou seja,
esse grupo nao apresentou aumento de peso. No grupo controle observa-se aumento

significativo do peso entre 0 1° e 0 9° dia (p=0,027) (Tabelas 2 a 4).

Tabela 1 - Dose de EAPA 200mg/kg (G1) e solucao salina 0,5ml (G2) - 7 dias (D3 a
D9)

Peso(g) Dose(mg) Peso(g) Dose(ml)
Gl1A 36 7.2 G2A 44 0.5
G1B 37 7.4 G2B 47 0.5
G1C 39 7.8 G2C 43 0.5
G1D 35 7.0 G2D 47 0.5
GI1E 37 7.4 G2E 38 0.5
GI1F 34 6.8 G2F 35 0.5

Tabela 2 - Peso inicial dos animais (g)

Grupos
Experimento G1 Controle G2
Sub-grupos (8) (8)
A 36 44
B 37 47
C 39 43
D 35 47
E 37 38
F 34 35
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Tabela 3. Peso dos animais do Dia 1 a Dia 9 (D1-D9) - (g)
Grupo
Experimento (G1) Controle (G2)
Sub- Peso (g) Peso (g)
grupos
D D D D D D D D D D D D D D D D D D
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 36 36 37 37 37 37 38 36 36 44 44 44 47 48 47 49 50 53
B 37 37 36 37 37 37 37 36 35 47 47 47 49 51 51 50 51 54
C 39 39 38 39 40 41 40 39 39 43 43 43 44 47 47 48 50 53
D 35 35 37 37 39 40 36 36 35 47 47 47 49 53 56 58 61 65
E 37 37 36 37 38 39 38 36 36 38 38 39 40 43 44 44 46 47
F 34 34 35 34 38 37 37 36 36 35 35 36 37 38 40 41 43 46
Tabela 4 - Estatisticas descritivas dos pesos dos animais segundo grupos, do primeiro ao
nono dia.
Grupo Experimental (G1)
Peso (g)
D1 D2 D3 D4 D5 Dé6 D7 D8 D9
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Média 36,33 36,33 36,50 36,83 37,67 38,50 37,67 36,50 36,17
Desvio
1,75 1,75 1,05 1,60 1,75 1,76 1,37 1,23 1,47
Padrao
Mediana 36,50 36,50 36,50 37,00 37,50 38,00 37,50 36,00 36,00
Minimo 34 34 35 34 35 37 36 36 35
Maéximo 39 39 38 39 40 41 40 39 39
Grupo Controle (G2)
Peso (g)
D1 D2 D3 D4 D5 Dé6 D7 D8 D9
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Meédia 42,33 42,33 42,67 44,33 46,67 47,50 48,50 50,17 53,00
Desvio 4,89 4,89 4,41 4,97 5,46 5,54 5,58 6,11 6,78
Padrao
Mediana 43,50 43,50 43,50 45,50 47,50 47,00 48,50 50,00 53,00
Minimo 35 35 36 37 38 40 42 43 46
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Maéximo 47 47 47 49 53 56 58 61 65
Grafico 1 - Peso dos animais G1-G2/ D1 a D9
70
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4.2 DISTRIBUICAO DO PARAMETRO CLINICO MEDICAO ABDOMINAL

TRANSVERSA/LONGITUDINAL

Analisando os resultados das tabelas 5, 6 e 7, quando se comparam os grupos

com relacdo a medicdo abdominal transversa existe diferenca estatisticamente

significante, tanto no primeiro dia (p=0,002) quanto no nono dia (p=0,003). Com

relacdo a medicdo abdominal longitudinal ndo houve diferenca relevante entre os

grupos no primeiro dia (p=0,818) e no nono dia (p=0,485).
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Portanto, houve um valor maior da medi¢do abdominal transversa no grupo

controle, ao longo do experimento. Esse fato pode implicar em menor controle da

ascite nesse grupo.

Tabela 5. Medicao abdominal transversa/longitudinal (T/L) em mm dos grupos

Grupo Experimental (G1)

Sub- D1T/L D2T/L D3T/L D5T/L D6T/L D7T/L D9T/L
grupos
A 32/39 30/42 29/43 30/43 30/41 30/39 33/39 32/40 32/41
B 8/43 30/42 29/43 30/43 30/41 30/39 33/45 33/44 33/44
C 29/34 30/34 29/34 30/34 32/45 33/41 33/46 33/46 33/45
D 30/45 31/44 30/44 33/40 34/44 32/42 32/40 33/41 32/40
E 31/40 30/42 34/41 35/44 32/42 32/40 32/40 34/41 33/42
F 30/38 30/39 31/38 33/41 35/44 33/42 30/40 32/42 32/43
Grupo Controle (G2)
D1T/L D2T/L D3T/L b D5T/L D6T/L D7T/L be D9 T/L
T/L T/L
A 34/32 34/36 34/31 34/35 36/31 34/32 33/39 33/40 41/41
B 39/40 40/41 40/42 42/43 42/43 43/43 42/43 41/41 41/41
C 36/41 36/42 35/41 34/43 35/42 36/43 37/42 39/42 42/41
D 42/41 43/42 41/41 43/42 41/41 42/41 42/40 40/41 42/42
E 40/41 39/42 40/41 42/41 41/41 32/40 35/40 38/41 43/42
F 34/35 33/35 34/34 34/35 36/36 38/40 39/40 40/41 41/42
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Tabela 6 - Estatisticas descritivas da medicdo abdominal transversa (mm) segundo o grupo
- do primeiro ao nono dia

Grupo Experimental (G1)

medigdo abdominal transversa (mm)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Meédia 30,00 30,83 3050 3200 3300 3217 3200 3283 32,50
Desvio 1,41 1,60 1,52 2,00 2,00 1,17 1,09 0,75 0,55
Padrao
Mediana 3000 30,00 3050 3200 3300 3250 3200 3300 32,50
Minimo 28 30 29 30 30 30 30 32 32
Maximo 32 34 33 35 35 33 33 34 33
Grupo Controle (G2)
medigdo abdominal transversa (mm)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Meédia 3750 3750 3733 3817 3850 3750 3800 3850 41,67
Desvio 3,33 3,83 3,33 4,58 3,15 4,37 3,69 2,88 0,82
Padrao
Mediana 3750 3750 3750 3800 3850 37,00 3800 3950 41,50
Minimo 34 33 34 34 35 32 33 33 41
Maximo 42 43 41 43 42 43 42 41 43
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Tabela 7 - Estatisticas descritivas da medicdo Abdominal Longitudinal (mm) segundo o

grupo - do primeiro ao nono dia

Grupo Experimental (G1)

medicdo abdominal longitudinal (mm)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
N 39,83 40,00 39,83 40,33 42,50 40,17 41,67 42,33 42,50
Meédia 3,87 3,52 3,66 3,50 2,26 1,94 3,01 2,25 1,87
Desvio 3950 40,50 40,00 40,50 43,00 4050 40,00 41,50 42,50
Padrao
Mediana 34 34 34 34 39 37 39 40 40
Minimo 45 44 44 44 45 42 46 46 45
Maximo 39,83 40,00 39,83 40,33 42,50 40,17 41,67 42,33 42,50
Grupo Controle (G2)
medicdo abdominal longitudinal (mm)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Meédia 3833 39,67 3833 3833 37,83 3867 3983 40,50 41,67
Desvio 3,88 3,27 4,63 4,08 4,58 3,98 1,94 0,84 0,52
Padrio
Mediana 4050 41,50 41,00 3800 3850 40,00 40,00 41,00 42,00
Minimo 32 35 31 34 31 32 37 39 41
Maximo 41 42 42 43 43 43 43 41 42
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4.3 DISTRIBUICAO DOS PARAMETROS CLINICOS PILOERECAO E
MOBILIDADE DOS ANIMAIS

Analisando-se os resultados das tabelas 8 e 9, pode-se afirmar que todos os
animais do G1 apresentaram piloerecao a partir do D4. Em relacao a mobilidade, a

mesma foi preservada e ndo foram identificadas diferencas entres os dois grupos.

Tabela 8. Parametro clinico piloerecdo nos grupos G1 e G2

Grupo
Experimento (G1) Controle (G2)
Sub- Piloerecgao Piloerecao
grupos

D D D D D D D D D D D D D D D D D

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8
A - - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ - - - - - - - -
B - - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ - - - - - - - -
C - - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ - - - - - - - -
D - - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ - - - - - - - -
E - - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ - - - - - - - -
F

Tabela 9. Parametro clinico mobilidade nos grupos G1 e G2

Grupo
Experimento (G1) Controle (G2)
Sub- Piloerecao Piloerecao
grupos

D D D D D D D D D D D D D D D D D

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8
A + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
B + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
C + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
D + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
E + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
F
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Analisando os resultados das tabelas 10 e 11, quando comparamos os grupos
com relacdo ao volume da ascite existe diferenca estatisticamente significante, sendo
a média do grupo tratado-G1 de 2,58 ml e a do grupo controle - G2 12,97 ml

(p=0,002). Portanto, houve um melhor controle da ascite no grupo tratado.

Tabela 10 - Volume da ascite (ml)

Grupos
Experimento G1 Controle G2

Sub-grupos (ml) (ml)
A 2,3 7,7

B 2,5 8,2

C 3,2 10,3

D 2,8 20,2

E 24 18,4

F 2,3 13,0
Média 25 12,9

Tabela 11- Estatisticas descritivas do Volume da Ascite (ml) segundo os grupos

Volume Ascite

Grupo
Média Desvio Padrao Mediana Minimo Maéaximo
Gl 2,58 0,35 2,45 2,30 3,20
G2 12,97 5,28 11,65 7,70 20,20
Total 7,77 6,49 5,45 2,30 20,20
p=0,002
25,04
=0,002
20,01 »
]
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Grafico 2 - Box-Plot comparativo do Volume da Ascite entre os grupos
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Tabela 12 - Aspecto da ascite

Grupos
Experimento G1 Controle G2
Sub-grupos

A Hematico turvo Hematico
B Hematico turvo Hematico
C Hematico turvo/fibrinoso Seroso turvo
D Hematico turvo Hematico
E Hematico turvo Hematico
F Hematico turvo Hematico

Analisando os resultados da tabela 13 e 14, quando comparamos os grupos
com relacdo a implantes tumorais na parede abdominal houve diferenca estatistica
entre os mesmos , sendo que 66,7% do grupo tratado-G1 os apresentaram (p=0,051).
De fato, hd uma tendéncia estatistica de maior nimero de implantes na parede

abdominal no grupo nao tratado.

Tabela 13 - Implante tumoral na parede abdominal - Ausente(A) / Presente (P)

Grupos
Experimento G1 Controle G2

Sub-grupos

A A P

B A P

C A A

D A A

E A P

F A P
Percentual 0% 66.6%

Tabela 14 - Distribuicdo de frequéncia dos grupos segundo o Implante tumoral na parede
abdominal

Grupos
Experimento G1 Controle G2
Implante tumoral na Total
parde abdominal
N % N % n %
Ausente 6 100,0 2 33,3 8 66,7
Presente 0 0 4 66,7 4 33,3
Total 6 100 6 100 12 100

P=0,051 (teste Exato de Fisher)
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Figura 3 - Implante na parede abdominal -G2

Analisando-se os resultados das tabelas 15 e 16, pode-se afirmar que existiu
uma diferenca significante entre os grupos apenas com relacdo aos valores dos
leucocitos (p=0,002) e ao ntimero de células de carcinoma de Ehrlich (p=0,004).
Houve um menor ntimero de células de carcinoma de Ehrlich no grupo tratado e um

menor numero de leucécitos nesse grupo.

Tabela 15 - Liquido ascitico - Aspectos citométricos

Leucécitos (contagem global) / mm3 Leucdcitos (contagem diferencial) / % Cels. Carcinoma de
Erlich/mm 3

Grupos
Experimento G1 Controle G2
Sub- Mono/Poli/Cels Carc de Ehrlich Mono/Poli/ Cels Carc de Ehrlich
grupos
A 20 26200 / 80 104.800 10 62310 / 90 138.690
B 18 25270  / 82 127.773 12 50.600 / 88 169.400
C 17 19.840 / 83 87.360 11 80.100 / 89 187.400
D 18 30.800 / 82 113.200 22 46200 / 78 118.800
E 19 25200 / 81 100.800 20 34230 / 80 128.770
F 19 29200 / 81 106.080 15 42950 / 85 128.850

Média 185 26.085 81.5 106.668 15 52.731 85  145.318
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Tabela 16 - Estatisticas descritivas dos aspectos citométricos segundo grupo
el . Desvio
Variaveis Grupo Média Mediana Minimo Miximo p-valor
Padrio
Leucocitos Gl 26085,00 3805,13  25735,00 19840 30800 0,002*
G2 52731,67 16284,77  48400,00 34230 80100
Mononucleares G1 18,50 1,05 18,50 17 20 0,332
G2 15,00 4,98 13,50 10 22
Polimorfunucleares  G1 81,50 1,05 81,50 80 83 0,295
G2 85,00 4,98 86,50 78 90
Cels Carcinomade Gl 106668,83  13410,11 105440,00 87360 127773 0,004*
Erlich (mm3)
G2 145318,33  26992,60 133770,00 118800 187400
*estatisticamente significante (p<0,05)
200.000] p=0,004
)
E 180.0007
e
L2
= 160.000-]
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Grafico 3 — Box-plot comparativo contagem das Gélule Carcinoma entre 0s grupos.
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Analisando-se os resultados da tabela 17, pode-se afirmar que ndo existe qualquer

diferenca citomorfolégica entre os grupos G1 e G2.

Tabela 17 - Liquido ascitico - Aspectos citomorfolégicos

G1
1)Aumento vol. Nuclear
2)Hipercromasia

3)Alt. rel. nticleo-citoplasma

5)Cromatina c/ dist. Irregular

)
)
)

4)Irreg. cont. nuclear
)

6)Nucléolo anorm. ou mdaltiplo
)

7)Mitoses atipicas

G2

1)Aumento vol. Nuclear
2)Hipercromasia

3)Alt. rel. nticleo-citoplasma
4)Irreg. cont. nuclear
5)Cromatina ¢/ dist. Irregular
6)Nucléolo anorm. ou multiplo
7)Mitoses atipicas

GIA

+

G1B

+

G1C

+

+ + + + + + o+

G1D

GI1E

+ + + + + + o+

GI1F

+ + + + + + o+

Figura 4 - Citologia cels Carcinoma de Ehrlich G1
G1-F-(Tratado)
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Figura 5 - Citologia cels Carcinoma de Ehrlich G2
G2-F (Controle)



5 DISCUSSAO

A carcinomatose peritoneal constitue um desafio na Oncologia atual. Dado o
seu amplo impacto epidemiolégico , pois essa entidade representa , anualmente ,
aproximadamente 46.000 casos novos nos EUA e 17.700 no Brasil , e os estigmas
relacionados com a mortalidade a ela referida , quase inexoravel e ligada a intensa
morbidade , foram propostas mudancas dos paradigmas de abordagem dessa doenca
27. Dessa forma, terapias mais agressivas, incluindo ressec¢des tumorais extensas e
multiviscerais, com inclusao de areas alargadas do peritoneo, associadas ao uso de
substancias intraperitoneais, como agentes quimioterdpicos e bioldgicos , além de
medidas fisicas , como hipertermia , passaram a ter lugar no arsenal terapéutico
dessa afeccao 107-

Dada a complexidade e multifatorialidade das diferentes formas de
apresentacdo clinica da carcinomatose peritoneal sdo necessarios métodos de
classificacdo dessa entidade para que se possa estabelecer uma rotina de abordagem
diagnostica e terapéutica dessa doenga. Assim, foram estabelecidos critérios de
classificacao e estratificagdo dos pacientes portadores dessa enfermidade, ndo s6 para
que se pudesse estabelecer comparacdo sistematizada em estudos prospectivos
multitinstitucionais e internacionais, mas também para que se agrupassem pacientes
que se beneficiassem de uma ou outra modalidade terapéutica em um dado
momento, com a resposta objetiva maxima!3- Além disso, é essencial a compreensao
biolégica e fisiopatolégica da apresentacdo da carcinomatose para que se possa
imprimir racionalidade e sistematizacdo ao seu tratamento. Foi demonstrada a
existéncia de dreas especificas do peritoneo que se prestam a absorcdo de pequenas
particulas para o subperitoneo através de conglomerados de tecido linféide,
chamados “milk spots”. Esses elementos se situam principalmente no grande omento
e no peritoneo parietal da pelve, e seriam “portdes” que permitem a entrada das
células tumorais na camada subperitoneal , onde se estabelecem condigdes de

nutricdo e irrigacdo que possibilitam sua multiplicagao . Essa localizagao corresponde
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aos achados clinicos da carcinomatose peritoneal, que acomete inicialmente os sitios
referidos.

A existéncia do chamado “fenétipo tumoral” permitiria a proliferagdo de um
grupo minoritario de células, que tivessem o referido fenétipo, dessa maneira se
estabelecendo a proliferacdo descontrolada que caracteriza as neoplasias. Um grupo
amplamente majoritario de células desprendidas no peritoneo nao teria esse fenotipo
e, consequentemente, ndo obteria condigdes nutricionais e vasculares de proliferagao.
A esse fendmeno se designou “ineficiéncia metastatizante” 38

Durante evento da Sociedade Internacional para Estudo das Neoplasias do
Peritoneo, foi destacada a necessidade de, antes que se implementassem protocolos
multi-institucionais e internacionais de tratamento da carcinomatose , os centros de
tratamento especializados nesse topico se voltassem para o laboratério e, a partir do
estudos farmacolégicos in vitro e in vivo , pudessem estabelecer a base para medidas
cientificamente definidas. Dessa forma, naquele evento, o Dr Paul Sugabaker,
pioneiro no tratamento e na experimentacdo sobre carcinomatose, lancou enfatico
apelo para que todos se voltassem para esse foco’” Desde entao se impods a
necessidade de aprofundados estudos experimentais, com avaliacdo da dindmica
farmacolégica dessas substancias e drogas, para que se identificasse um efeito
méximo no ambiente peritoneal.

A existéncia de centro de tratamento da carcinomatose no Nordeste do
Brasil, provocou a concep¢do de um projeto no qual fosse aliada a experiéncia
médica, clinica e cirtrgica, a experimentos que trouxesse racionalidade e base
cientifica aos procedimentos indicados e realizados>1.108-

Este objetivo foi direcionado quando foi iniciado o projeto atual, constante do
programa de Pés-Graduagao em Cirurgia da UFPE, em associagdo com a Disciplina
de Cancerologia Experimental da Faculdade de Farmaécia da Universidade Federal de
Pernambuco e o Departamento de Antibi6ticos (DA) da mesma Universidade, este
altimo tendo acumulado aproximadamente cinquenta anos de experiéncia com
tumores experimentais.

No inicio da década de 1950, foram importadas do Instituto de Tumores de

Mildo, na Italia, e trazidas para o D.A. da UFPE linhagens de tumores experimentais,
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entre elas as da forma sélida e ascitica do carcinoma de Ehrlich. Nesse periodo, foi
gerada significativa e reconhecida producao nesse campo, compreendendo trabalhos
cientificos e substancial producdo académica nas esferas de graduacdo e pos-
graduacao?11.21,105109110 Nesses estudos, foi avaliada a acdo antineoplasica de varios
derivados de plantas, e, mais recentemente, do extrato alcéolico das folhas de
P.amboinicus. Foram testadas respostas em relacdo ao sarcoma 180 e ao Carcinoma de
Ehrlich na sua forma sélida e houve inibi¢do do crescimento tumoral superior a 66 %
na média dos grupos estudados. A andlise macroscépica dos animais tratados com a
citada substancia mostrou hepatomegalia, esplenomegalia e, curiosamente producao
de ascite, o que pode sugerir efeito sistémico da forma sélida desse tumor?.

Nessa fase foi comparada a acdo do extrato alcéolico do Pa com o tratamento
padrdo considerado com o quimioterdpico metotrexato na dose de 10mg/kg.
Observou-se também que ndo havia uma correlagao linear entre o efeito do derivado
da planta e a dose empregada, situando-se a margem entre 150 e 250mg/kg como a
de maior eficiéncial®.

Os flavonoides, compostos fendlicos encontrados em diversos vegetais, tem
reconhecida atividade biolégica, inclusive anti-tumoral®”110. Estudos em diversas
esferas epidemiolégicas, laboratoriais e clinicas indicam esses compostos nao s6 com
acao antineopldasica, como preventiva de tumores!!.

A analise fitoquimica das folhas P. amboinicus demonstrou a existéncia de
flavonoides como a luteolina, quecitina e rutina. Os dois altimos, comprovadamente,
atuam contra uma variedade de modelos experimentais de tumores induzidos pelo
dimetilbenzenoantraceno e localizados na mama e na pele de ratos. Também os
turmores colo-retais induzidos pelo azoximetano tem resposta a essas substancias e
os tumores de pele induzidos pelo acetato de tetradexanoilforbol (TPA)105.

E comprovado que a acdo desses compostos fendlicos se exerce através de
efeito antioxidante, inibicdo da proliferacdo celular, estimulo da apoptose e
inativacdo de carcin6genos!®. -

Outras substincias como os denominados terpendides e derivados
cindmicos, também constantes no P.amboinicus, tem comprovado efeito

antineoplasicol.
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Por outro lado, o carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA) é um dos tumores
experimentais mais comuns. Relatado inicialmente como um carcinoma mamario de
ocorréncia espontanea em ratas'®%, é um tumor indiferenciado com alta capacidade
de transplante , auséncia de regressao espontanea, rapida proliferacdo e curto tempo
de vida.Também a auséncia de um antigeno especifico de transplante tumoral
(AETT) é uma caracteristica importante sual®. Frequentemente a viruléncia do tumor
aumenta com transplantes repetidos. Nessa fase a diferenciagdo desaparece e as
células ganham mecanismos de crescimento auténomos e, nessa etapa, assumem a
forma ascitica. A ascite do CEA tem a cor cinza claro e pode se tornar viscosa e
rutilante. Em média contém 10 milhdes de células por cada 0.1 ml. Sao produzidos
de 4 a 12 ml de ascite ap6s o 6° dia do transplante”3:

Ocorrem duas fases na reproducdo das células do CEA. A primeira,
designada de proliferativa, se extende até o 9° dia ap6s o transplante, e é seguida por
uma fase de plateau. Entdo surgem alteracdes morfolégicas e metabdlicas, como
deteriorizacdo estrutural, diminuicdo do nimero de mitocOndrias e decréscimo na
sintese de DNA e RNA. Ocorre também perda de purinas e pirimidinas
intranucleares, bem como declinio da concentracdo de ATP e da sintese protéica.

Para acumulagao do liquido ascitico contribui um fator de permeabilidade
vascular (FPV), também denominado de fator de motilidade autécrina (FMA) que
estimula um aumento do ntmero e sensibilidade dos receptores de permeabilidade,
associado a um incremento dos niveis do proprio FPV. A ligacao do FPV ao seu
receptor induz angiogénese e aumenta a permeabilidade vascular por alterar a
morfologia das células endoteliais. E interessante destacar que esse efeito nao se
expressa em vasos fora do peritoneol®.

Esta referida também uma inibicdo provocada pelo CEA, na proliferagao
medular de células sanguineas com correspondente declinio dos elementos figurados
no sangue periféricol®.

Foi relatado também um fator estimulador da atividade mitética (FEAM) e
foi documentado aumento da sintese de DNA provocado por esse fator em alguns

tecidos, como, por exemplo, o figado, epitélio da lingua e glandulas salivares!.



V¢

Y 84
]

UFPE
Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

Evidéncias experimentais demonstraram a factibilidade da realizacao de
experimentos utilizando o CEA, que se presta, portanto, como modelo adequado e
disponivel em nosso meio, a partir do qual poderdo ser produzidos conhecimentos
que supram as necessidades experimentais que suportem os ensaios clinicos
posteriores.

Evidentemente, dada a importancia epidemioldgica das neoplasias, com as
conseqiientes e progressivas demandas geradas desse fato, o papel de um centro
universitario com extensa experiéncia experimental nessa drea deve se somar ao
contexto cientifico e médico assistencial da nossa regiao .

Dessa forma, esse primeiro trabalho que vincula o Programa de Poés-
Graduagdo em Cirurgia do Centro de Ciéncias da Satide da UFPE a Faculdade de
Farmacia, a Disciplina de Cancerologia Experimental e ao Departamento de
Antibidticos dessa Universidade, estabelece um balizamento para futuros projetos
em continuidade ao atual e prenuncia a consolidacdo do estudo da Cancerologia
Experimental na UFPE.

Ha consideravel experiéncia brasileira com o uso de derivados de plantas por
via intraperitoneal para tratamento de tumores asciticos experimentais!18109,

Também na literatura internacional é descrita experiéncia de centros de
pesquisa com esse topicol0.

Vérias drogas antineoplasicas de uso corrente na pratica oncolégica, como a
vincristina, a vinblastina, o irinotecano, o topotecano e os taxanos, sdo derivadas de
plantas. Essas substancias, comprovadamente, além do efeito citotoxico direto,
estimulam o sistema imune através de diferentes vias, com incremento na imunidade
humoral e celular8!.

Com a participacdo do autor do estudo atual em atividades ligadas ao
tratamento cirargico da carcinomatose®1% e a experiéncia acumulada no
Departamento de Antibiéticos da UFPE com tumores experimentais821.23109 foi
planejado projeto para utilizacdo de um derivado da planta Plectranthus amboinicus,
por via intraperitoneal, para tratamento da carcinomatose peritoneal, a partir de
estudos prévios acima citados, os quais avaliaram o efeito do Pa em tumores

s6lidos!1,100,
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No que se refere aos resultados do presente estudo podemos enumerar :

Em relacdo a variacdo do peso nos dois grupos, a primeira, mais 6bvia e
predominante interpretacdo do aumento do peso no grupo controle é de que houve
maior aumento da ascite.Em principio, portanto, esse dado indica uma resposta em
relacdo a ascite no grupo em que foi utilizado o EAPa.

Outras interpretagdes podem alegar diminuicdo da ingesta no grupo tratado,
o que ndo foi objeto de avaliagdo especifica nesse estudo, ou perdas aumentadas de
fezes e urina ainda nesse grupo, o que nao foi especificamente observado ao longo do
experimento.

Por outro lado, em tese, a injecdo de 0.5 ml de solugao salina no peritoneo do
grupo controle, com animais de peso médio de 42 g, poderia carrear liquidos para o
peritoneo devido ao teor de sodio dessa solugdo . No entanto, habitualmente, os
modelos experimentais descritos na literatura utilizaram a solugao salina, no volume
em tela adotado, até com volumes maiores, como 02 ml % sem qualquer citacdo a
interferéncia nesse topico %11.27. A utilizagdo de PBS em injecdes peritoneais no grupo
controle pode ser uma alternativa viavel .

No que se refere a dose de EAPa utilizada (200 mg/kg) observe-se que a
mesma foi aproximada entre as maiores respostas observadas em estudo prévio
com a forma sélida do carcinoma de Ehrlich, que consistiram em wuso de um
derivado hidroalcoolico do EHPa, utilizado por via ip na dose de 100 e 150 mg/kg ,
com reducdo do volume tumoral, respectivamente, de 74% e 61% e que ndo houve
ganho de resposta com dose acima de 200 mg/ kg!! . Por outro lado, estudos de
toxicidade aguda permitiram observar que injecOes intraperitoneais de EHPa em
doses de 500 a 3.800 mg/kg ndo levam a mortalidade e implicam em baixa e fugaz
toxicidade no SNC e SNA, o que permite seu uso com certa liberalidade em relagao
aos efeitos toxicos!0.

No que reporta a piloerecdo, que ocorreu exclusivamente em GI1 (grupo
tratado) a partir do D4, atribue-se esse fendmeno a presenca de 6leos essenciais no
EAPa que provocam esse tipo de reacdo, tendo sido relatadas alteragdes cutaneas
com o uso de derivados dessa plantal®. Também situagdes de stress e de dor podem

provocar esse tipo de reagdo cutanea, o que se deve considerar nessa circunstancia 10
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Em relacdo a mobilidade, ndo foi observada diferenca entre os grupos no
periodo de observacdo didria dos animais, apesar de ndo haver avaliacdo
especificamente sistematizada desse parametro. A observagao desse tépico, ao longo
do experimento, pode ser feita se padronizando um periodo de tempo pré-
determinado em que se possam avaliar varios itens, inclusive comparativos, em
relacdo a esse fator. Em principio, alteracdes da mobilidade se devem a fatores
ligados a toxidade, e, em fases mais tardias, a progressao tumoral.

As medi¢des abdominais com paquimetro tem como objetivo avaliar o
aumento do volume abdominal , o qual pode refletir um aumento da ascite um
incremento da ascite. No entanto existem fatores, como imprecisdo dos limites
anatomicos e mobilizacdo dos animais durante a medicdo, que tornam essas
avaliacOes sujeitas a erros.

Apesar disso houve diferenga significante (p=0.003) na medicdo abdominal
transversa no 9° dia do experimento, havendo maior valor nos animais do grupo
controle - G2, que, por inferéncia, apresentava maior volume de ascite do que o
grupo tratado - GI1.

Ressalte-se que a medicdo transversa nos parece mais fidedigna que a
longitudinal devido a maior precisao nas referéncia antémicas no primeiro caso.

Um resultado crucial para avaliacdo do presente estudo é o volume da ascite
medido em ambos os grupos no D9. Ha marcante diferenca nos volumes entre G1 e
G2, sendo a média do grupo tratado - G1 de 2,58 ml e a do grupo controle - G2 12,97
ml (p=0,002), sabendo-se que o volume médio da ascite no CEA na sua fase
proliferativa (até o 10° dia) gira em torno de 10 ml, o que sugere fortemente efeito do
EAPa no controle da ascite e , portanto, do tumor.

Também foram observadas diferengas no aspecto visual e nas caracteristicas
fisicas da ascite nos dois grupos. Notado no grupo G2 a ascite com o aspecto
classicamente descrito no carcinoma de Ehrlich, ou seja, como visto na maioria dos
casos nesse grupo, hematico e fluido.

Ja no grupo tratado (G1) o liquido ascitico, embora hematico, tinha aspecto

turvo e mais denso, com depoésitos de fibrina em um dos animais. Pode-se atribuir
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esse fato a aspecto irritativo local peritoneal ou eventual contaminacdo por
microorganismos, cuja determinagdo nao foi objeto especifico do presente estudo.

Um fato que deve ser considerado é o de que houve perdas inevitaveis de
liquido ascitico durante a laparotomia, e as mesmas foram minimizadas, na medida
do possivel, durante o experimento.

Em relacdo a implantes tumorais na parede abdominal nenhum caso
apresentou esse achado no grupo tratado - Gl, enquanto quatro animais o
demonstraram no grupo controle - G2, o que corresponde a 66.7% dos casos. A
primeira interpretagao seria a de que o EAPa promoveu protecdo quanto ao implante
na parede abdominal . Esse é o mecanismo mais provavel. No entanto, ndo se pode
desconsiderar a possibilidade de inje¢des do liquido indutor do CEA na espessura da
parede abdominal, inadvertidamente, no D1. Essa causa seria facilmente excluida
sendo padronizados os locais de puncao e sendo tatuados os mesmos, por exemplo,
no sentido de diferenciar as duas situagdes. Do ponto de vista estatistico, considerado
o tamanho das amostras, descreveu-se uma tendéncia para significacdo estatistica
entre os dois grupos em relagdo a esse topico (p=0,051 - teste Exato de Fisher).

Quanto aos aspectos citométricos, foi observado diferenca estatisticamente
significante no nimero de leucdcitos sendo que o grupo tratado -G1 teve uma menor
contagem global que o grupo controle - G2 (média 26.085,00 versus m 52.731,67
respectivamente).Essa diferenca ndo foi estatisticamente relevante quando analisados
, em separado ,0s mononucleares e polimorfonucleares.

Esse dado discrepa da literatura, pois é descrita um relacao entre o fluxo de
leucécitos no peritoneo e a inibigdo do crescimento tumoral, bem como a presenca de
infiltrado inflamatério (macréfagos e polimorfonucleares) no estroma e na periferia
de tecidos neoplésicos, como fator prognostico, reforcando a dependéncia inversa
entre a inflamacdo e o crescimento tumoral®9l. No entanto essa observacdao nao é
consensual, pois hé relatos de experimentos com derivados de plantas em uso ip em
tumores de Ehrlich ascitico nos quais observou-se redug¢des importantes no namero
de leucdcitos peritoneais como expressao colateral do efeito antineoplasico?”-

Foi demonstrado que a resposta neutrofilica é essencial no controle do tumor.

Mas também que o alto influxo dessas células pode provocar crecimento tumoral.
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Esse efeito é, provavelmente, relacionado com a angiogénese e os fatores de
crescimento tumoral induzidos pela inflamagdo que faz parte do processo de
expansao da neoplasia. O CEA, por si s6, induz reacdo inflamatéria local, com
incremento da permeabilidade vascular, que resulta em edema, migracao celular e
producao progressiva de ascite8.

E relatada a possibilidade de medicio do influxo de leucécitos por
amostragem do liquido ascitico durante um experimento, inclusive com a contagem
de macréfagos e avaliacdo da resposta inflamatodria relacionada com o efeito anti-
tumoral. Assim, poderiam ser correlacionados os dois fatores e ser inferida a
importancia de cada um, isoladamente®.

No entanto, o fato de maior relevancia e de expressao crucial em relacao aos
resultados da citometria é a contagem total de células do carcinoma de Ehrlich nas
amostras de liquido ascitico. Foi verificada contagem média de 106.668,83 cel/mm3
no grupo tratado-G1 versus 145.318,33 cel/mm3 no grupo controle (p=0,004). Dessa
maneira, obteve-se um resultado objetivo de resposta ao EAPa.

No que se refere aos aspectos citolégicos, dos sete itens morfologicos
analisados de forma padronizada por citologista de larga experiéncia, que nado tinha
informacao prévia sobre o grupo das ldminas analisadas nao foi observada qualquer
diferenca entre o grupo tratado-G1 e o controle -G2.

A interpretacdo desse achado é complexa, principalmente quando cotejada
com evidéncias objetivas de resposta no grupo tratado com o EAPa, como o menor
medicdo abdominal transversa, menor volume de ascite e percentual de implantes
na parede, e, principalmente, a contagem das células do carcinoma de Ehrlich .

Uma modalidade de refinamento na marcacdo dessas células seria o
mapeamento das mesmas com métodos imunocitolégicos, utilizando anticorpos anti-
bromodeoxyuridinal®

Também a coloracdo por imunocitologia, com a utilizacdo de carbono
ativado associado a anticorpos, pode definir critérios mais aprimorados de avaliagao
das células tumorais, muito além do mero aspecto morfol6gico33.

O liquido ascitico coletado no CEA também pode ser fixado com 4&lcool

metilico e corado pela prata, para avaliacdo das regides organizadoras de nucléolos
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(AgNORs). Assim, pode-se calcular a percentagem e relacdo de células escuras e
claras e o nimero médio de AgNORs por lamina. Essas formacoes podem ser
consideradas como unidades ativas de regides organizadoras de nucléolos, e,
consequentemente, do potencial proliferativo das células”s.

A utilizagdo das AgNORs para avaliar a capacidade proliferativa das
células tumorais considera, além do seu namero, a distribuicdao , formato e eventual
coalescéncia. A freqiiéncia delas ¢é significativamente maior nas células neoplasicas
do que nas células simplesmente reacionais. Esse recurso é um método de
prognéstico complementar, e foi demonstrado que a sua disposi¢do, niimero e forma
estdo associados aos niveis de transcricio do DNA e, portanto, a multiplicagao
celular0.

Por outro lado, no presente estudo, pode-se supor que o efeito
citomorfolégico do EAPa s6 ocorreria em prazos maiores, e também que métodos
mais finos de andlise, como a Imunocitoquimica e outros meios, podem contribuir no

aprofundamento das informacdes citologicas, em estudos futuros.



6 CONCLUSOES

A- A utilizagdo intraperitoneal do extrato aquoso do Plectranthus amboinicus é factivel
e implica em baixa toxicidade;

B- A forma ascitica do Carcinoma de Ehrlich se presta a estudos experimentais
utilizando o Extrato Aquoso do Plectranthus amboinicus;

C- Houve resposta tumoral no grupo tratado no que se refere a parametros
biométricos: peso e medicao abdominal transversa;

D- Constatou-se diminuicdo da ascite no grupo tratado;

E- Houve implantes tumorais na parede abdominal no grupo controle, o que ndo
ocorreu no grupo tratado;

F- Foi verificada contagem de células do carcinoma de Ehrlich em menor nimero no
liquido ascitico do grupo tratado;

G - Nao houve diferencas citomorfolégicas no liquido ascitico entre os dois grupos.



7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo procurou contribuir para o esforco da comunidade
cientifica e dos oncologistas no sentido de entender melhor e tratar com mais
eficiéncia e sistematizagdo a carcinomatose peritoneal, uma entidade complexa,
multifatorial e, atd poucos anos atrés, tida como inexoravelmente fatal.

Procuramos atender a convocagao dos centros de pesquisa no sentido de
buscar nos laboratérios de oncologia experimental, especificamente nesse topico,
respostas que possam ser aplicadas a nossa atividade médica diaria.

A expressiva experiéncia do Departamento de Antibidticos da UFPE na
Cancerologia Experimental, que permeou varias geracoes de pesquisadores, foi
fundamental para a viabilizagao desse experimento. A sensibilidade dos que compde
o Programa de P6s-Graduagdo em Cirurgia, receptivos a importancia da primeira
dissertacao na drea de Oncologia foi essencial para a sua concretizacao.

Estamos absolutamente convencidos de que outros pesquisadores nessa area
contribuirdo para a implantacdo de uma linha de pesquisa regular nesse campo na
UFPE.

O carcinoma de Ehrlich na forma ascitica constitue modelo experimental de
caracteristicas definidas e comportamento biolégico previsivel. Essa neoplasia se
presta a utilizacdo de substancias bioldgicas e drogas no sentido de testar toxicidade
e efeito antioneoplasico.

Estudos prévios demonstraram o efeito de derivados da planta Plectranthus
amboinicus injetados no peritoneo de camundongos para avaliacdo de seu efeito sobre
formas sélidas subcutaneas do carcinoma de Ehrlich. Ndo havia estudos em nosso
meio que testassem esse efeito na forma ascitica dessa neoplasia experimental.

O presente estudo moutrou evidéncias biométricas, clinicas e citométricas de
efeito antitumoral no grupo tratado em relacdo ao grupo controle.

Projetam-se, para um futuro breve, estudos que identifiquem componentes
quimicos isolados do Plectranthus amboinicus, especialmente os flavonéides, quando
serdo avaliados seus efeitos na indugdo da apoptose e outros mecanismos

antineoplasicos.
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Resumo

A carcinomatose peritoneal corresponde a 46.000 casos novos /ano nos EUA e 17.700
no Brasil.Novos meios no seu tratamento , incluindo derivados de plantas , estdao sendo
testados.

Relevancia Etnofarmacoldgica: Plectranthus amboinicus € uma planta medicinal
utilizada extensamente no Brasil, especialmente na regiao Nordeste para o tratamento

de diversas doencas , inclusive neoplasias.

Objetivo do estudo: Avaliar a atividade antitumoral do Extrato Aquoso de folhas do
Plectranthus amboinicus (EAPa) utilizado por via intraperitoneal(ip)no tratamento da

forma ascitica do carcinoma de Ehrlich

Materiais e Métodos: Utilizados camundongos fémas de aproximadamente 30 g
submetidas a inducdo do carcinoma de Ehrlich ascitico através da injecao de 0.3 ml de
liqguido ascitico transplantado.Realizada injecao ip de 200mg/kg de EAPa no grupo
tratado e 0.5 ml de solugdo fisioldgica no grupo controle por sete dias
consecutivos.Avaliados parametros clinicos, biométricos, citométricos e citomorfoldgicos

de resposta tumoral nos dois grupos

Resultados: Houve resposta clinica no grupo tratado com EAPa , estatisticamente
significante(P<0.05) , em relacao ao peso , medicao abdominal transversa, volume da
ascite e presenca de implantes na parede abdominal . A contagem das células tumorais
no liquido ascitico também foi menor no grupo tratado e ndo houve diferengas

citomofoldgicas entre os grupos

Conclusao: O estudo demonstra resposta antitumoral no grupo tratado com EAPa,

expressa por parametros biométricos , clinicos e citiométricos .
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1. INTRODUGAO

A carcinomatose peritoneal € um tema de destaque na Oncologia atual, tendo em
vista a sua incidéncia , que corresponde a aproximadamente 46.000 casos novos anuais
nos EUA e 17.700 no Brasil. A sua alta letalidade e mortalidade tem demandado estudo
de novas formas de tratamento, ai incluida a terapia com derivados de plantas por via
sistémica e intraperiotoneal (Vieira et al, 2006; Pagno et al, 2006 ; Hamilton et al , 2008
; Elias ET al , 2009).

O género Plectranthus compreende cerca de 300 espécies distribuidas na Asia,
Africa e Austrdlia e a espécie amboinicus é nativa da Asia e distribuida nas Américas
(Acosta, Fuebtes, Rodriguez, 1998). E conhecida popularmente no Brasil como “hortela
da folha grossa “ . Estudos farmacoldgicos demonstraram propriedades antioxidantes e
cititoxicas nessa planta (Salman, Gimenez, Castilho, 1996; Hirose et al, 1995 ; Carrazoni
, 2000).

As suas folhas contém oOleos essenciais, flavonodides terpenos e derivados

cinaminicos, os quais tem propriedades antineoplasicas.

O uso empirico do Plectranthus amboinicus no Brasil, ocorre em diversas areas ,
especialmente na regiao Nordeste, sob a forma de infusao com extrato bruto ,para

tratamento de diversas afeccdes como inflamagdes e tumores.

No sentido de dar suporte cientifico a essas observacoes foi realizado estudo
experimental in vivo com extrato hidroalcodlico de folhas do Plectranthus amboinicus
(EHPa) utilizado por via intraperitoneal, no tratamento da forma solida do carcinoma de
Ehrlich implantado no tecido celular subcutaneo de camundongos (Gurgel et al., 2009).
Foi observada reducao de 74% e 61% do volume tumoral quando empregadas as dose

de EHPa de 100 mg/kg e 150 Mg / kg , respectivamente.

O presente estudo avalia o uso intraperitoneal do Extrato Aquoso do Plectranthus
amboinicus (EAPa) na dose de 200 mg/kg, por via intraperitoneal (ip), para tratamento

da forma ascitica do Carcinoma de Ehrlich. Foram avaliados comparativamente dois
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grupos de camundongos e registrados dados clinicos e biométricos e também

citométricos e citomorfoldgicos.

2 MATERIAIS E METODOS

As folhas de Plectranthus amboinicus (Pa) foram coletadas no Herbario do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba e foram
identificadas, sendo uma amostra depositada no Herbario da Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria-IPA . Foi Feita maceracdo das folhas de Pa in natura utilizando
diluicdo com soro fisioldgico para producdo do extrato aquoso bruto (EAPa) .Obtida uma

solugdo do EAPa conservada em refrigeracao a 4 graus centigrados.

Os animais utilizados foram camundongos da espécie Albino Suico (Mus
Musculus), fémeas, com peso médio de 30 g e aproximadamente 60 dias de vida. Os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Antibidticos da UFPE,
acondicionados em gaiolas tipo caixa plastica com grades de tamanho 20 cm (largura)
por 30 cm (comprimento) por 12 cm (altura), em estante em posicao horizontal e com

piso revestido por maravalha de pinus.

Utilizado padrdo sanitario convencional com limpeza das gaiolas a cada trés dias e

troca da maravalha.

As gaiolas foram mantidas em ambiente refrigerado com temperatura média de
22 +/- 2 oC e umidade ambiente.Utilizado regime de luminosidade de 12 h claro e 12 h
escuro. Empregada racdo industrializada para roedores do tipo Labina® e agua potavel
ad libitum. Constituidos dois grupos de animais, cada um com seis elementos. Foi
designado de grupo experimento G1 (G1A a G1F) e grupo controle G2 (G2A a G2F),
totalizando seis animais em cada grupo.

No primeiro dia do experimento (D1)Realizada injegdo de 0.3 ml de liquido
ascitico de carcinoma de Ehrlich transplantado em dois grupos de 6 camundongos: G1-
tratado e G2- controle.A partir do D1 realizada avaliagdo clinica , constando de medida

do peso, avaliacado da mobilidade e piloerecdo.Também feitas medicdes abdominais
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diariamente.A partir do D3 foi feita injecao ip de EAPa na dose de 200 mg/kg no G1 e
solugdo fisioldgica 0.9 % 0.5 ml ip no G2.

No nono dia do experimento (D9) os animais foram eutanasiados. Avaliados
volume da ascite e presenca de implantes na parede abdominal. Realizada analise
citométrica, com contagem de leucdcitos totais e células do Carcinoma de Ehrlich e

citologia, utilizando a técnica de Papanicolau modificada, comparando os dois grupos.

O experimento obedeceu aos principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal e do Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério do
Ministério da Saude. O estudo foi registrado no Comite de Experimentacao Animal da
UFPE sob o niumero 23076.043890/2011-27 .

3 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo dos grupos com relacdo as variaveis qualitativas foi aplicado o
teste Exato de Fisher, devido ao numero pequeno de observacdes. O teste nao
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo dos grupos em relagao as
varidveis quantitativas. Para verificar se houve alteracdo do peso dentro de cada grupo
foi feito teste de Wilcoxon. Optou-se por utilizar apenas metodologias ndo paramétricas

devido ao numero pequeno da amostra.

O nivel de significancia assumido foi de 5%. Os cdlculos estatisticos foram
realizados no software SPSS for Windows versao 18.0 - Statistical Package for the Social

Science.

4 RESULTADOS

Em relacao ao peso dos animais observou-se que ao longo dos 9 dias houve uma
estabilidade do peso dos animais no G1 e um aumento do peso no G2 , o qual foi
estatisticamente significante (p=0,027) , o0 que pode indicar um maior aumento da ascite

no grupo nao tratado.
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Em ambos os grupos nao foi observada alteragao importante da mobilidade e
apenas no G1 foi notada piloerecao em todos os animais a partir do D4 , o que pode ser

interpretar como toxidade de componentes do EAPa.

Em relagdo as medigdes abdominais notou-se um maior aumento na medigao
transversa no G2

os resultados da tabela 1 , quando comparamos 0os grupos com relacao ao
volume da ascite existe diferenca estatisticamente significante, sendo a média do grupo
tratado-G1 de 2,58 ml e a do grupo controle — G2 12,97 ml (p=0,002)

Tabela 1 : Estatisticas descritivas do Volume da Ascite (ml) segundo os grupos

Grupo Volume Ascite
Média Desvio Padrdo  Mediana Minimo Maximo
Tratado(G1) 2,58 0,35 2,45 2,30 3,20
Controle(G2) 12,97 5,28 11,65 7,70 20,20
Total 7.77 6,49 545 2,30 20,20
p=0,002

Em relagao aos implantes na parede abdominal observou-se que 66,7 % dos animais no
G 2 apresentaram essa ocorréncia , € nenhum no G 1, o que caracteriza tendéncia a

influéncia do EAPa nesse evento.

Tabela 2- Incidéncia de implantes na parede abdominal

Grupo
Controle  Tratado Total
Implante tumoral Ausente N 2 6 8
na parede
abdominal % 33,3% 100,0% 66,7%
Presente N 4 0 4
% 66,7% ,0% 33,3%
Total N 6 6 12
% 100,0% 100,0%  100,0%

p=0,051 (teste Exato de Fisher)
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Em referéncia ao nimero de células do carcinoma de Ehrlich contadas em ambos
0S grupos notou-se uma diferenca estatisticamente significante , para menos, no grupo

tratado (G1) o que indica um aspecto objetivo de resposta tumoral ao EAPa(p=0,004).

200.0007

p=0,004
180.000
160.0007
140.0007

120.000

100.000

Cels Carcinoma de Erlich (mm3)

80.000

| I
CONTROLE TRATADO
Grupo

Grafico 1: Box-Plot comparativo contagem das Células de Carcinoma entre os grupos

No que se refere aos aspectos citomorfoldgicos, que compreenderam: Aumento
do volume nuclear, hipercromasia, alteracdo da relacao nucleo-citoplasma, irregularidade
do contorno nuclear, cromatina com distribuicdo irregular, nucléolo anormal ou multiplo

e mitoses atipicas ndo foram identificadas diferencas entre os grupos.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo projetou um experimento para utilizagdo de um derivado da
planta Plectranthus amboinicus, por via intraperitoneal, para tratamento da
carcinomatose peritoneal causada pelo carcinoma de Ehrlich ascitico, a partir de estudos
prévios com tratamento da forma sdlida dessa neoplasia (Gurgel 2007; Gurgel et aj,
2009).

No que se refere a dose de EAPa utilizada (200 mg/kg) observe-se que essa dose
foi aproximada entre as maiores respostas observadas em estudo prévio com a forma
sélida do carcinoma de Ehrlich, que consistiram em uso de um derivado hidroalcoolico do
Pa, utilizado por via ip na dose de 100 e 150 mg/kg, com reducao do volume tumoral,
respectivamente, de 74% E 61 % e que nao houve ganho de resposta com dose acima
de 200 mg/ kg (Gurgel, 2007).

No presente estudo a contagem total de células do carcinoma de Ehrlich nas
amostras de liquido ascitico demonstrou média de 106.668,83 cel/mm3 no grupo
tratado-G1 versus 145.318,33 cel/mm3 no grupo controle-G2 (p=0,004). Dessa maneira,

obteve-se um resultado objetivo de resposta ao EAPa .

No que se refere aos aspectos citoldgicos, dos sete itens morfoldgicos analisados
de forma padronizada por citologista de larga experiéncia, que nao tinha informacao
prévia sobre o grupo das laminas analisadas ndo foi observada qualquer diferenca entre

o grupo tratado-G1 e o controle —G2.

A interpretacdo desse achado é paradoxal, principalmente quando cotejada com
evidéncias objetivas de resposta no grupo tratado com o EAPa, como o menor medicao
abdominal transversa, menor volume de ascite e percentual de implantes na parede, e,

principalmente, a contagem das células do carcinoma de Ehrlich.

Pode-se supor que o efeito citomorfoldgico do EAPa s6 se fez em prazos maiores
ao do presente estudo, e também que métodos mais finos de andlise, como a

Imunocitoquimica , além da coloracdo pela prata , para avaliacdo das regides
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organizadoras de nucléolos(AgNORs) , podem aprimorar os resultados. Esse ultimo
método permite permite calcular a percentagem e relacao de células escuras e claras ,
inferindo o potencial proliferativo das mesmas , podendo contribuir para estudos
posteriores.

Por outo lado esse estudo corrobora o efeito antineoplasico do Pa e aponta para
analises futuras com o fracionamento de componentes dessa planta que tenham

destacado efeito antitumoral.
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f#J ANEXOS

>

VYo UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS 1

Rua Prof. Moraes Rego S/N, Cidade Universitaria
50.670-420 Recife — PE
Telefone: (081) 2126 8351 1\
Fax: (081) 21268350
PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS
1.Projeto Definitivo ( x ) Piloto ()
Titulo Estudo experimental do efeito antineoplasico do extrato aquoso do

Plectranthus amboinicus na forma ascitica do carcinoma de Ehrlich
1.1 Periodo previsto para utilizagdo dos animais:
Inicio01___ / 11 / 2011 Término _01_/ 03__ / 2012
2. Finalidade: () Ensino ( x ) Pesquisa

3. Responsavel:

Nome:___ Profa. Ivone Antonia de

Souza

Email:__IdeSouza5@gmail.com (Co-orientadora)

Eduardo Miranda Brandao . Doutorando dp Programa de Pds —Graduagao em Cirurgia da

UFPE__emiranda.onco@gmail.com

Departamento:___Antibidticos Ramal:____
8347

4., Colaboradores

5. Qualificacdo da Equipe: (Especificar a experiéncia prévia e o treinamento dos

membros da equipe com os animais)

Experiéncia com experimentos no biotério do Departamento de Antibidticos
da UFPE
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5.1. Existe acompanhamento de técnico especializado? ( ) SIM ( x ) NAO

Nome

Qualificagao

6. Informagdes sobre a origem do animal: Biotério (x )

Especificar

Animal silvestre*( x ) Exdtico ()

Anexar solicitacao de autorizacao ao IBAMA. Outros.
Especificar

7. Descricao dos animais:

(x ) Camundongo () Rato () Cobaia () Hamster () Coelho () Cao () Gato

() Gerbil () Primata ndao humano . Se for trabalhar com mais de um tipo de

animal colocar em anexo o que se refere a idade e sexo.

Outro(especificar):

Linhagem:

Se houver mais de um tipo de animal descrever em anexo.
Sexo: ()M (x)F

Idade: 6

semanas Peso 30g

Padrdo sanitario (especificar os controles sanitarios de manutencao dos animais no

biotério) Troca de maravalha de pinus a cada 3 dias e padrdo sanitario

do biotério do Departamento de Antibidticos da

UFPE

7.1.2. Climatizacao, fotoperiodo, exaustao de ar, posicao da gaiola na estante.
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As gaiolas foram mantidas em ambiente refrigerado com temperatura
média de 22 +/- 2 oC e umidade ambiente.Utilizado regime de luminosidade de 12 h

claro e 12 h escuro

7.1.3. Tipo de alimentagdo: ( x ) racdo industrial ( ) suplementagdo ( ) dieta especifica
Especificar:___ Labina ®

7.1.4. Qualidade da aqua: () filtrada ( ) autoclavada () clorada ( x )Compesa

( )Mineral () Poco

7.1.5. Tipo da cama: () esterilizada ( ) nao esterilizada papel ( x ) maravalha ( ) outros

()

Especificar.

8. Existe planejamento estatistico para a definicdo do nimero de animais? ( x ) SIM

() NAO

NC de grupo experimental 2 NO de animais por
grupo experimental__6___NO° de animais previsto no projeto 12

NO° de animais por gaiola__6 tipo e tamanho de gaiola gaiolas tipo

caixa plastica com grades de tamanho 20 cm (largura) por 30 cm (comprimento) por 12

cm ( altura)

9. Informagdes sobre os procedimentos experimentais do projeto de pesquisa ou da

aula:

9.1. Serd usado algum tipo de contencdo no animal. ( ) SIM  (x ) NAO
Qual ? Justifique.

9.2. Usara drogas analgésicas e/ou anestésicas? ( ) SIM ( x ) NAO
9.2. Usara drogas analgésicas e/ou anestésicas? ( ) SIM ( x) NAO

9.2.1.Droga(s)
9.2.2.Dosagem

9.2.3.Via de
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administracao

9.2.4 Volume

9.3.Envolvera dor nos animais? ( x ) SIM () NAO

Em qualquer condicdo, justifique a resposta, e faca uma breve descricdo de como sera
avaliada a presenca de dor durante o periodo de experimentagao.

9.4. Os experimentos propostos sao especificos para:

Dor () SIM ( x ) NAO
Estresse () SIM ( x ) NAO
Anorexia () SIM ( x ) NAO
Outros
Especifica avaliacdo de resposta antitumoral de injecao intraperitoneal de

Extrato aquoso de Plectranthus

amboinicus

O procedimento levara a alguma restricdo hidrica ou alimentar? () SIM ( x ) NAO
Se sim,

justifique:

9.6. Realizara cirurgia? () Sim ( x) N&o () Unica () Mdltiplas

Esta previsto algum tipo de suporte (analgésicos, antiinflamatorios etc.) durante a
recuperacao.

9.7.Havera exposicao/inoculacdo/administracdo de algum agente quimico ou bioldgico?

( x ) SIM () NAO. Se for sim especificar. Extarto aquoso de Plectranthus amboinicus

Dosagem: 200 mg /kg Via de
administragao: intraperitoneal
Freqliéncia diaria durante sete dias

9.8. Haverd extracdo de fluidos? ( ) SIM ( x ) NAO
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Quantidade da

amostra Fregliéncia:

Método de

coleta:

9.9 Havera reposicdo de fluidos? ( ) SIM ( x ) NAO

Se sim,

especificar

Via de

administracao Volume

9.10. EUTANASIA: ( x ) Deslocamento cervical ( ) Decapitacdo
() Perfusdo sob anestesia. ( ) Dose excessiva de anestésico.
( ) Dessangramento com anestesia.

Outro:

() Co2

9.10.Como sera realizado o descarte dos animais?__serdo encaminhados a prefeitura da

UFPE para descarte

9.11. Os animais poderao ser usados para outro experimento de pesquisa ou ensino?

()SIM ( x ) NAO

9.12. Os animais serdo usados para retirada de érgaos?

() SIM (x ) NAO



V¢

(LY 117
]

UFPE

Efeito antineoplasico do extrato aquoso do plectranthus amboinicus na forma ascitica... Branddo EM

Resumo do procedimento experimental

O experimento compreendera um grupo tratado de 6 animais (G1) e outro controle
(G2) de igual nimero num periodo de 9 dias . No dia 1 (D1) sera feita a injecdo ip, em
G1 e G2, de 0,3 ml de liquido ascitico com CEA. A partir desta data sera feita avaliacao
de parametros clinicos nos animais, como peso , piloeregdao , mobilidade e medicbes
abdominais longitudinal e transversa.De D3 até D9 se fara injecao diaria ip de 200 mg
de Extrato Aquoso de Pa (EAPa) no G1 . Em G2 sera realizada, no mesmo periodo,
injecdo ip de 0,5 ml de solucao fisioldgica a 0.9 %. No D9 os animais serdo sacrificados e
analisados: volume da ascite, presenca de implante tumoral na parede abdominal,
aspecto da ascite. Serao encaminhadas amostras, de G1 e G2, para estudo citométrico e
citomorfoldgico. Serdo avaliados na citometria o numero de leucdcitos totais,
mononucleares e polimorfonucleares, além da contagem das células de CEA. Na citologia
serao avaliados: aumento do volume nuclear, hipercromasia, alteracbes da relacao
nucleo-citoplasma, irregularidades do contorno nuclear, cromatina com distribuicdo

irregular, nucléolos anormais ou multiplos e mitoses atipicas.
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1311. LEIA ANTES DE ASSINAR

Termo de Responsabilidade

Eu certifico que:

Li os principios éticos da Experimentacao Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e concordo plenamente com suas exigéncias durante a
duracao deste experimento/aula.

Esse estudo nao é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e ndo pode ser
realizado por metodologias alternativas.

A equipe que participa do projeto foi treinada e é competente para executar os
procedimentos descritos nesse protocolo.

Me comprometo a solicitar nova aprovacao deste protocolo sempre que ocorra alteracao
significativa dos experimentos aqui descritos.

Tudo o que foi declarado neste protocolo é absoluta expressdo da verdade. Estou ciente
que o nao cumprimento das condicdes aqui especificadas é de minha total
responsabilidade (pesquisador principal) e que estarei sujeito as condigdes previstas na
lei em vigor.

Lei de Crimes Ambientais No. 9605 — de 12/02/1998 — Art. 32 Praticar ato de abuso,
maus tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou
exoticos;

Pena — detencdo de trés meses a um ano e multa. Incorre nas mesmas penas quem
realiza experiéncia dolosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou
cientificos, quando existirem recursos alternativos. A pena é aumentada de um sexto a
um tergo se ocorre morte do animal.

Regulamentacao da lei de Crimes Ambientais — Decreto 3.179 de 21/09/1999 — Art. 17
Praticar ato de abuso, maus tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou
domesticados, nativos ou exoticos; Multa de R$ 500,00 a R$ 2.000,00, com acréscimo
por exemplar excedente;

I - R$ 200,00 por unidade; II - R$ 10.000,00 por unidade de espécie constante na Lista
Oficial de Fauna Brasileira ameacada de extincao e do Anexo I da CITES; e III - R$
5.000,00 por unidade de espécie constante na Lista Oficial de Fauna Brasileira ameacada
de extincao e do Anexo II da CITES. (Convention on International Trade in Endangered
Species)

NOME: Eduardo Miranda Brandao

DATA 13/10/ 2011

ASSINATURA:

VISTO DO CHEFE DO DEPARTAMENTO



