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cancer de pulmao induzido por uretana em camundongos

Analysis of the action of Himatanthus drasticus in progression of urethane-induced lung
cancer in mice
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acéo da janaguba na inibicao do desenvolvimento
de cancer de pulmdo em modelo experimental induzido por uretana.
Métodos: Foram injetados 3 mg/kg de uretana em 51 camundongos
Balb-C , com 7 a 13 semanas de vida. Janaguba foi administrada via
oral diariamente em duas doses: 0,04 mL (Grupo 2, G2) e 0,06 mL
(Grupo 3,G3), por 20 semanas. Apos esse periodo, os camundongos
foram sacrificados e o nimero de lesdes, contado. Resultados:
A média de peso do Grupo 2 foi menor que a do Grupo 3, e que a
do Grupo 1 (Controle, G1) (G1 = 35,533 g; G2 = 33,359 ¢; G3 =
37,125 g). 0 ndmero de nédulos nao diferiu entre os grupos (média
G1 = G2 = G3 = 1; p = 0,88). Conclusao: A janaguba apresentou
um efeito no crescimento dos camundongos, mas nao apresentou
influéncia na progresséo do cancer de pulméo neste modelo.
Descritores: Neoplasias pulmonares; Uretana;
Fitoterapia experimental

Camundongos;

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of janaguba in inhibiting the
development of lung cancer in an experimental urethane-induced
model. Methods: a total of 3 mg/kg urethane was injected in 51 Balb-C
mice aged 7-13 weeks of life. Janaguba was administered orally daily
in two doses: 0.04 mL (Group 2, G2) and 0.06 mL (Group 3, G3), for
20 weeks. After this period, the mice were sacrificed and the number
of lesions counted. Results: The mean weight of Group 2 was lower
than that of Group 3, and that of Group 1 (Control, G1) (G1 = 35.533 g;
G2 = 33.359 g; G3 = 37.125 g). The number of nodules did not differ
between groups (mean G1 = G2 = G3 = 1; p = 0.88). Conclusion:
Janaguba had an effect on the growth of mice, but had no influence on
the progression of lung cancer in this model.

Mice; Urethane;

Keywords: Phytotherapy,

experimental

Lung neoplasms;

INTRODUGAO

O cancer de pulmao é, atualmente, a causa que lidera
os relatos de casos de neoplasias que foram a 6bito
em ambos os sexos, e sua incidéncia fica em primeiro
lugar entre as neoplasias malignas (cerca de 1,2
milhdo de casos novos no mundo)®. Na populagio
masculina, o habito de fumar € responsavel por mais
de 80% dos casos diagnosticados de cancer de pulmao;
entre as mulheres, 45% dos casos de cancer pulmonar
também sdo atribuidos ao tabagismo®. A maioria dos
diagnosticos € realizada quando o tumor se encontra
em estdgio III ou estagio IV com metdstase, uma vez
que tumores iniciais ndo costumam produzir sintomas
que justifiquem investigacao, o que torna o progndstico
pobre para grande parte desses pacientes. Isso aponta
para a necessidade de medidas de deteccdo precoce, ja
que a ressecgao cirurgica, tnica abordagem terapéutica
que oferece cura potencial atualmente, é efetiva
somente em estadios clinicos precoces®.

A janaguba é uma planta do género Himatanthus,
da familia das Apocinaceas. Esse género encontra-se
distribuido nos tropicos e subtropicos da América do
Sul, possui 13 espécies, compreendendo 8 variedades.
Estudos quimicos revelaram a presenca de depsideos,
terpénos e iridoides em Himatanthus sucuuba (Spru-
ce) Woodson®. Atualmente, estudos farmacoldgicos
evidenciaram as atividades anti-inflamatdria e analgé-
sica dos iridoides presentes na casca de seu caule e no
latex®, o efeito cicatrizante e uma baixa toxicidade re-
produtiva e teratogénica em ratas, indicando que seu
consumo € seguro na espécie humana no tratamento de
gastrites e hemorroidas®.
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Dentre os iridoides encontrados, a fulvoplumierina,
a isoplumericina e a plumericina apresentam compro-
vada agao antineoplasica, antiflogistica e antimicrobia-
na. Os depsideos isolados de H. sucuuba apresentaram
atividade como inibidores da enzima beta monoamino-
oxidase (MAO-B)®. Souza et al., em 2006, comprova-
ram a agao imunorreguladora da H. sucuuba in vitro
sobre o 0xido nitrico e o interferon gama, sugerindo ser
essa a via de acdo anticancerigena®.

A uretana, um éster etilico do acido carbamico, é
um carcinégeno amplamente utilizado em estudos de
carcinogénese quimica experimental desenvolven-
do, por exemplo, adenocarcinomas em pulmao de
camundongos’®. Ela pode ser administrada por via
oral ou injetavel, constituindo um carcindgeno adequa-
do a uma producao de tumor em um curto periodo de
tempo. Além disso, detém baixa toxicidade, que reper-
cute em uma reduzida taxa de mortalidade de animais.
Em estudos prévios, analisamos os efeitos da polui¢ao
atmosférica em relacao ao cancer de pulmao, em mode-
lo experimental em camundongos®

OBJETIVO

Avaliar a acdo da janaguba no desenvolvimento de
cancer de pulmao, em modelo experimental induzido
pela uretana.

METODOS
Extracao da janaguba

O produto priorizado para o presente estudo, como
citado, € o leite da janaguba (Himatanthus drasticus),
que foi coletado por fornecedor especializado na serra
do Araripe (CE), conforme orientagdo do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA). Trata-se da
seiva do caule da planta, adicionado de dgua (utilizada
no momento da extragio da seiva na planta).

A partir desse “leite”, como é popularmente cha-
mado, realizou-se o processo de extragao com solventes
organicos e purificagio, até obtencao de um p6 amorfo,
na Universidade Federal do Ceara (UFC), para melhor
estudo da substancia.

Para isso, a extracdo do leite foi feita com acetato de
etila e auxilio de funil de separagao. Foram realizadas
cinco extracoes sucessivas. O extrato acetato de etila foi
evaporado a temperatura ambiente e posteriormente
submetido a Flash Cromatografia de amido de milho
com auxilio de pressao, utilizando como eluente diclo-
rometano/acetona, em polaridade crescente. Obteve-se
um soélido esbranquicado (HD) com alto rendimento (1
L de leite - 10 g). Esse solido foi submetido a purifi-
cacdo em coluna de silica, utilizando-se como eluente
hexano/diclorometano em polaridade crescente.

Devido a impossibilidade de reprodugao dessa téc-
nica em nossa instituicdo (Faculdade de Medicina de

Acéo da Himatanthus drasticus 351

Sao José do Rio Preto - FAMERP) foi utilizado somen-
te o leite fornecido pelo Departamento de Farmacia/
Laboratorio de Farmacognosia da UFC.

Procedimentos

Foram utilizados inicialmente 51 camundongos Balb-c
com 7 a 13 semanas de vida. No primeiro dia do
experimento, os animais foram pesados e em cada um
foram injetados 3 mg/kg de uretana, a partir de uma
solugdo mestra de 10 mL de cloreto de sédio (NaCl) a
0,9% por via intraperitoneal, fracionada em duas doses de
1,5 mg/kg com intervalo de 48 horas entre as mesmas.
Os animais foram divididos em trés grupos:

- Grupo 1: com 16 camundongos (controle), recebeu
apenas uretana ;

- Grupo 2: com 17 camundongos, recebeu uretana e
leite da janaguba na dose de 0,04 mL por camun-
dongo diluida na 4gua trocada diariamente. Essa
dose foi baseada proporcionalmente na dose usada
em humanos;

- Grupo 3: com 17 camundongos, recebeu uretana e
leite da janaguba na dose de 0,06 mL por camun-
dongo diluida na dgua trocada diariamente.

Esses grupos foram mantidos durante 20 semanas,
sendo alimentados com rac¢do e dgua (que continha lei-
te de janaguba nos Grupos 2 e 3). Os animais foram
pesados semanalmente e a média de peso por grupo
foi registrada. Os animais foram mantidos em gaiolas
a temperatura de 23 = 2° C, umidade relativa do ar de
60% e dieta baseada em agua e racdo ad libitum.

Ap06s 20 semanas do inicio do experimento, eles fo-
ram sacrificados apds inalagao por gas carbonico. Pos-
teriormente, o trato respiratério foi retirado e fixado
por instilagao intratraqueal de solugao 10% de formali-
na tamponada. Foi realizada necrdpsia em todos os ani-
mais com retirada de pulmoes e coragao. Rins, figado e
bago foram retirados dos primeiros cinco camundongos
sacrificados de cada grupo para anélise do efeito do fi-
toterdpico nesses 6rgaos. Todo o material foi fixado em
formalina para posterior fabricacao de laminas histo-
logicas. Estas foram coradas com hematoxilina-eosina
ap6s processamento de rotina. O nimero de lesoes foi
avaliado estatisticamente pelos métodos nao paramé-
tricos de Kruskal- Wallis e Mann-Whitney.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica por
meio do Protocolo Faculdade de Medicina de Sao José
do Rio Preto (FAMERP) n.2 6006/2008 no dia 29 de
Julho de 2009.

RESULTADOS

Em relagdo ao peso dos camundongos no final do
experimento (Figura 1), houve diferenca estatisticamente
significativa entre a média de peso do Grupo 2, que usava
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a dose de janaguba equivalente a usada por humanos
(0,04 mL/dia), e a do Grupo 3, que usava uma dose maior
de janaguba (0,06 mL/dia), tendo o Grupo 3 a maior
média (G1 = 35,533 g, G2 = 33,359 g, G3 = 37,125 g).

Ja em relacdo ao nimero de nddulos neoplasicos
(Figuras 2 e 3) analisado nas laminas, ndo houve dife-
renga significativa entre o grupo controle e os grupos
que fizeram uso de janaguba durante o experimento
(média de G1 = G2 = G3 = 1; p = 0,88). A avaliacao
histologica dos outros 6rgaos estudados ndo demons-
trou nenhuma alteragao significativa.

O Grupo 1 (s/ janaguka)
B Grupo £ (dose=0,04miidia)
O Grupo 3 (dose=0.06ml/dia)

n

Peso(g)

11 12 12 14 16 16 17

Figura 1. Peso dos camundongos no final do experimento em relagao ao
tratamento recebido. One-way ANOVA: peso versus tratamento — ha evidéncia
de diferenga entre as médias (vp = 0,004): janaguba_(Grupo 1) < janaguba_
(Grupo 2) (vp de Bonferroni = 0,012)

—s— Grupo 1 (s/ janaguba)
—=— Grupo 2 (dose=0,04ml/dia}
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Figura 2. Nimero de nédulos pulmonares em relagéo ao tratamento recebido.
Kruskal-Wallis Test: nimero de nédulos versus tratamento — nao hé evidéncia de
diferenca (p = 0,88)

Figura 3. Fotomicrografia do nddulo de pulmao corado em hematoxilina-eosina, 100x
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a janaguba, nas duas doses
utilizadas, nao apresentou efeito antitumoral no modelo
estudado. Nao houve também, alteracdes histoldgicas
significativas em outros Orgdos. Curiosamente,
entretanto, observou-se uma diferencga significativa de
peso entre o grupo que recebeu dose menor € 0 que
recebeu dose maior desse fitoterapico.

Essa diferenca de peso nao foi vista em outros expe-
rimentos que usaram a uretana para induzir cancer de
pulmao. Roomi et al. utilizando camundongos A/J que
foram submetidos a carcinogénese por uretana e foram
alimentados com mistura de alimentos composta por lisi-
na, prolina, arginina, acido ascdrbico, extrato de cha ver-
de, N-acetilcisteina, selénio, cobre e magnésio, ndo ob-
servaram diferenca significativa entre o peso dos camun-
dongos que usaram a mistura e os do grupo controle®.
Resultado semelhante foi encontrado em camundongos
Balb-C que foram expostos ao tabaco apds indugao de
cancer de pulmao por uretana, em nosso grupo'?.

As medicagoes atualmente utilizadas no tratamento
do cancer geralmente levam a consumpgao. Em estudo
realizado com camundongos A/J em uso de erlotinibe
apods 16 semanas da inducao de carcinogénese por ure-
tana, verificou-se que doses altas, como 100 mg/kg, leva-
ram a uma perda de peso de 9 a 12% em 24 horas ap0ds
o uso da medicacao. Ao reduzir a dose para 30 mg/kg, a
perda de peso ainda foi significativa apds 5 dias do trata-
mento e, somente quando os pesquisadores reduziram a
dose para 10mg/kg, a perda de peso foi considerada in-
significante — ainda assim com reducéo de carga tumoral
significativa em camundongos do sexo masculinob.

Em nosso estudo, verificou-se peso significativa-
mente maior no grupo que fazia uso da dose maior de
janaguba em relagao ao grupo que ingeria dose menor.
Esse achado ndo pode ser relacionado com a eficicia
do fitoterapico, ja que ndo houve reducio estatistica do
numero de nddulos em relagao ao grupo controle. Uma
das possibilidades seria um efeito colateral da droga,
constituido por edema intersticial generalizado, visto
que nao foram observadas outras alteracoes histologi-
cas significativas em 6rgaos internos.

Uma critica ao presente estudo seria a nao realiza-
¢ao do experimento em gaiolas metabdlicas. Isso nao
foi planejado a principio, pois o foco do trabalho era
a avaliacdo do efeito antitumoral, no qual a anélise
do nimero de lesdes pulmonares seria suficiente para
a avaliacao desse efeito, como realizado pelo nosso
grupo, utilizando outras drogas como FTY7200213). A
possibilidade do aumento de peso estar relacionada ao
aumento de ingesta oral de dgua nao € provavel, tendo
em vista que os trés grupos apresentavam ingesta se-
melhante. Uma nova abordagem para avaliacao do au-
mento do peso dos animais, assim como dosagem sérica
de proteinas, por exemplo, devera ser feita.



O nuimero de animais utilizados foi considerado ade-
quado, pois foi semelhante e até maior do que em outros
estudos do nosso grupo com resultados positivost>!13),

Modelos experimentais que usam a uretana como
carcindgeno tém conseguido bons resultados em quimio-
prevencao do cancer de pulmao. No entanto, experimen-
tos que utilizam a uretana em camundongos Balb-C nao
sao muito descritos na literatura atual, tendo como maior
exemplo os desenvolvidos em nossa instituigao!®1>19,
Pesquisa realizada em camundongos A/J com silibinina,
um inibidor do crescimento tumoral, levou a reducgao de
multiplicidade tumoral estatisticamente significativa®®.
J4 o uso de inibidores da FAS (fatty acid sinthase), levou
a reducdo tanto do nimero de tumores como da carga
tumoral total em relacdo ao grupo controle'. A mistura
de alimentos ja citada, utilizada também em camundon-
gos A/J, ingerida por 20 semanas — mesma duracao do
nosso experimento, ocasionou uma reducao de 49% na
média de tumores e uma diminui¢ao de 18% na média
de peso dos pulmoes em relagiao ao grupo controle®.

Em animais transgénicos, também com carcinogé-
nese induzida por uretana, drogas anti-inflamatdrias
gene ativadas 1 (NAG-1), que sabidamente inibem pro-
gressao de cancer gastrintestinal em ratos, provocaram
reducdo do nimero e do tamanho dos nédulos pulmo-
nares em comparacao com o controle®.

Uma justificativa para nosso achado negativo em re-
lacao ao possivel efeito antitumoral da janaguba seria o
fato de termos usado apenas machos em nossa amostra.
A literatura aponta para efeitos diferentes de drogas entre
machos e fémeas em modelos experimentais de camun-
dongos. Em estudo realizado com camundongos A/J em
uso de erlotinibe para cancer de pulméao induzido por
uretana, os machos se mostraram mais sensiveis a droga,
tendo uma reducao da carga tumoral significativa. Por ou-
tro lado, as fémeas apresentaram um aumento significa-
tivo de lesoes'V. Sendo assim, além da possibilidade de
nao termos realmente um efeito antitumoral da janaguba
em camundongos Balb-c, poderiamos pensar na hipotese
dos camundongos machos serem menos sensiveis a acao
da janaguba, possibilidade que poderia ser analisada em
experimentos futuros com o fitoterdpico em fémeas.

CONCLUSAO

A janaguba apresentou um efeito no crescimento ponderal
dos camundongos Balb-C, evidenciado pela diferenca de
peso observada nos animais quando utilizadas em diferentes
doses, mas nao apresentou influéncia na progressao do
cancer de pulmao induzido por uretana neste modelo.
Novas doses ou 0 uso de outras cepas de animais poderiam
ser interessantes para avaliar o efeito dessa substancia.
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