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RESUMO 

Avaliação da atividade imunomoduladora da fração pr oteolítica do látex de 

Carica candamarcensis Hook F. 1875 em animais portadores do carcinoma 

de Ehrlich. 

 

Introdução: Nosso grupo vem demonstrando que a fração proteolítica do 

látex de Carica candamarcensis (P1G10), apresenta atividade antitumoral sobre o 

tumor ascítico de Ehrlich. Sabe-se que a imunossupressão provocada pelo tumor 

de Ehrlich tem papel chave em seu desenvolvimento. Neste trabalho visou-se 

avaliar o efeito da fração P1G10 sobre eventos relacionados à resposta imune de 

animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich. Métodos:  camundongas Swiss 

foram tratadas por 10 dias após a inoculação i.p. com 107 células de tumor de 

Ehrlich, e então foi realizada a punção do líquido ascítico para contagem do 

número de células.  O sobrenadante do líquido ascítico foi utilizado para dosagem 

de TGF-β, TNF-α e VEGF, e sangue periférico foi utilizado para a contagem global 

e diferencial de leucócitos, e os fêmures foram extraídos para a contagem de 

células de medula óssea. Em um outro ensaio, após a inoculação das células 

tumorais (107/100µl/animal) em camundongas Balb/c , os animais foram tratados 

por 10 dias com P1G10 nas dose de 1 e 5 mg/kg ou PBS e imunizados com uma 

suspensão de hemácias de carneiro (2x106 células/100µl/animal s.c.) como 

antígeno, nos dias 1, 3, 7 e 10 do experimento. Após o tratamento, foram 

coletadas amostras de sangue para a determinação dos títulos de anticorpos 

contra hemácias de carneiro (IgG e IgM).  Os baços foram coletados e a 

suspensão de linfócitos esplênicos incubada com P1G10 (10µg/mL) ou 

concanavalina (40µg/mL) e, após 72h, foi quantificada a proliferação celular pelo 

método do MTT. Resultados e Discussão : Quando os animais foram tratados 

P1G10 (5mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente a celularidade presente no 

líquido ascítico (6,31 ± 0,70 x 107 células/ mm3, p< 0,05, ANOVA, pós teste 

Dunnet) em comparação com o grupo controle (10,56 ± 1,13 x 107 células/mm3 

One Way ANOVA, pós teste de Dunnet) o grupo tratado com a dose 1mg/Kg não 

apresentou redução significativa (10±3,7 x 107 cel/ml).Quando os animais foram 
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pré-tratados a fração P1G10 nas doses de 1 e 5 mg apresentaram uma redução 

da celularidade do líquido ascítico (11,14±0,5*** e 10,64±0,33*** x 107 cel/ml 

respectivamente, controle 14,3±0,67 x 107 cel/ml, p< 0,05, ANOVA, pós teste 

Bonferroni). O tratamento com P1G10 promoveu aumento significativo dos níveis 

de VEGF (3mg/kg - 914,54 ± 13,15* ρg/mL, 5 mg/kg - 931,98 ± 16,03*** ρg/mL,  

controle - 838,68 ± 25,64 ρg/mL – ANOVA, pós teste Student Newman-Keuls). e 

uma redução dos níveis de TNF-α (3mg/kg - 22,30 ± 2,78*, 5 mg/kg - 16,28 ± 

3,60***, controle 34,24 ± 3,19 pg/mL) e da fração ativa do TGF-β (5 mg/kg - 

108,13± 4,39*; controle - 96,34 ± 4,18 pg/mL). A administração de P1G10 

promoveu uma leucocitose (Leucócitos totais -1mg/kg - 7,66 ± 1,10* x 107 

cel/mm3,  3 mg/kg - 7,92 ± 1,12* x 107 cel/mm3, controle - 5,1 ± 0,61 x 107 

células/mm3 - One Way ANOVA, pós teste de Dunnett), por neutrofilia (1 mg/kg - 

70,92 ± 7,60*** x 106 células/mm3, 3 mg/kg - 58,71 ± 11,33* x 106 células/mm3, 

controle - 27,87 ± 8,13 x 106 células/mm3, ANOVA, pós teste Dunnett), e 

diminuição do número  de células da medula óssea ( 1mg/kg - 2,8 ± 0,4* x 106 

células/ mm3, controle - 4,3 ± 0,7 x 106 células/mm3 p>0.05, teste t de Student). 

Não foram observadas diferenças significativas nos títulos de anticorpos entre os 

grupos avaliados.Houve aumento significativo na metabolização do MTT com os 

linfócitos esplênicos dos animais tratados com a dose de 5mg/kg (DO - 0,42 ± 

0,01*; controle: 0,36 ± 0,01) (*p<0,05; **p < 0,01 – ANOVA, pós teste Student 

Newman Keuls). Conclusão:  Dessa maneira, P1G10 se mostra capaz de inibir o 

crescimento tumoral do carcinoma ascítico de Ehrlich, quando os animais são 

tratados ou pré-tratados.Os dados sugerem que o tratamento com P1G10 apesar 

de não aumentar os níveis de anticorpos, tem uma ação sobre os níveis de 

citocinas e promove a proliferação de linfócitos e aumenta a quantidade de 

leucócitos, portanto sugerimos que a ação antitumoral ocorra, em parte, pela ação 

de P1G10 sobre a imunidade celular. Apoio Financeiro: CNPq, FAPEMIG e 

CAPES. 
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ABSTRACT 

Evaluation of immunomodulatory activity of proteoly tic fraction of latex from 

Carica candamarcensis Hook F. 1875 in animals with Ehrlich carcinoma.   

Introduction:  Our group have been demonstrated that proteolytic fraction of latex 

from Carica candamarcensis (P1G10) shows antitumor activity on Ehrlich ascites 

carcinoma. It is known that immunosuppression induced by Ehrlich carcinoma has 

a key role in its development. This work aimed to evaluate the effect of P1G10 

fraction of events related to immune response in animals with Ehrlich ascites 

carcinoma. Methods:  Swiss mice were treated for 10 days after inoculation i.p. 

with 107 Ehrlich cells, and then the puncture of ascitic fluid was performed to count 

the number of cells. The supernatant of the ascitic fluid was used for measurement 

of TGF-β, TNF-α and VEGF, and peripheral blood was used for counting total and 

differential leukocytes, and the femurs were taken for counting of bone marrow 

cells. In another test, after inoculation of tumor cells (107/100µl/animal) Balb/c 

animals were treated for 10 days with P1G10 at doses of 1 and 5 mg / kg or PBS 

and immunized with a suspension of sheep erythrocytes (2x106 cells/100µl/animal, 

s.c.) like antigen on days 1, 3, 7 and 10 of the experiment. After treatment, blood 

samples were collected for determination of antibody amounts against sheep 

erythrocytes (IgG and IgM). The spleens were collected and the suspension of 

splenic lymphocytes were incubated with P1G10 (10µg/mL) or concanavalin 

(40µg/mL) and after 72h, cell proliferation was measured by MTT method. Results 

and Discussion : When the animals were treated with P1G10 (5mg/kg), it was able 

to reduce the cellularity present in ascitic fluid significantly (6,31 ± 0,70 x 107 cells / 

mm3, p <0,05, ANOVA, post test Dunnet) compared with the control group (10,56 ± 

1,13 x 107 cells/mm3) but group treated with 1mg/kg dose showed no significant 

reduction (10 ± 3.7 x 107 cells / ml). When animals were pretreated with P1G10 

doses of 1 and 5 mg showed a reduction in the cellularity of ascites fluid (11,14 ± 

0,5*** and 10,64 ± 0,33*** x 107 cells / ml respectively, control 14.3±0,67 x 107 

cells / ml, p <0,05, ANOVA, Bonferroni posttest). Treatment with P1G10 promoted 
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the increase of VEGF levels significantly (3 mg / kg – 914,54 ± 1315 * ρg / mL, 5 

mg / kg – 931,98 ± 16,03*** ρg / mL, control - 838, 68 ± 25,64 ρg / mL - ANOVA, 

post-test Student-Newman Keuls) and decrease levels of TNF-α (3mg/kg – 22,30 ± 

2,78*, 5 mg / kg – 16,28 ± 3,60***, control 34,24 ± 3,19 pg / mL ) and the fraction of 

active TGF-β (5 mg / kg – 108,13 ± 4,39 *; control – 96,34 ± 4,18 pg / mL). The 

administration of P1G10 promoted a leukocytosis (Leukocyte total -1mg/kg – 7,66 

± 1,10 * x 107 cells/mm3, 3 mg / kg - 7.92 ± 1.12 * x 107 cells/mm3, control – 5,1 ± 

0,61 x 107 cells/mm3 - One Way ANOVA, Dunnett post test), with neutrophilia (1 

mg / kg – 70,92 ± 7,60 *** x 106 cells/mm3, 3 mg / kg – 58,71 ± 11,33* x 106 

cells/mm3, control – 27,87 ± 8,13 x 106 cells/mm3, ANOVA, Dunnett post test), and 

decreased number of bone marrow cells (1mg / kg – 2,8 ± 0,4* 106 cells / mm3, 

control – 4,3 ± 0,7 x 106 cells/mm3 p> 0,05, Student t test). There were not 

significant differences in antibody levels between evaluated groups. There were 

significant increase in the metabolism of MTT with splenic lymphocytes from 

animals treated with a dose of 5mg/kg (OD - 0.42 ± 0.01 *; control: 0 36 ± 0.01) (* p 

<0.05, *** p <0.01 - ANOVA, Student Newman Keuls post test). Conclusion : Thus, 

P1G10 shown capable of inhibiting tumor growth of Ehrlich ascites carcinoma, 

when the animals are treated or pre-treated. The data suggest that treatment with 

P1G10 while not increasing the levels of antibodies, has an action on the levels of 

cytokines and promotes lymphocyte proliferation and increases the amount of 

leukocytes, therefore we suggest that the antitumor action occurs, in part, by 

P1G10 action of the cellular immune system. Financial Support : CNPq, 

FAPEMIG and CAPES. 
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1. Introdução 
 

As neoplasias, ou cânceres, representam um conjunto de doenças 

responsáveis por sete milhões de mortes anuais, ou seja, 12,5% de todos os 

óbitos no mundo. No Brasil, as neoplasias estão em segundo lugar como causa 

de mortalidade geral (15,1%), superadas apenas pelas doenças 

cardiovasculares (31,6%) e à frente das causas externas (14,6%). A 

compreensão dos mecanismos básicos envolvidos no crescimento tumoral é 

fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, 

especialmente para as formas mais avançadas da doença para as quais as 

opções atuais têm impacto limitado sobre sua progressão (TORREZINI e 

ATHANAZIO, 2007). 

No momento, o tratamento farmacológico do câncer se faz 

principalmente com o uso de agentes citotóxicos que atuam promovendo 

alterações na estrutura ou quebra de DNA (alquilantes, antibióticos citotóxicos, 

antimetabólitos etc.), exceção feita aos agonistas e antagonistas de hormônios, 

que são classificados como moduladores da proliferação celular. Dessa 

maneira, aqueles quimiostáticos atuam, preferencialmente, sobre células em 

divisão, não afetando as capacidades de invasão e metástase que o tumor 

albergue. Em função do modo de ação desses fármacos, ocorrem com alta 

freqüência efeitos tóxicos sobre os tecidos normais em divisão. Por outra parte 

a busca de fármacos que apresentem atividade antimetastática, ou seja, que 

impeçam a colonização de novos tecidos, e/ou que apresentem a capacidade 

de estimular o sistema imunológico a combater a progressão tumoral talvez 

fosse vantajoso para um tratamento antitumoral mais seguro (CALABRESI et 

al., 2003; BEUTH, 2010). 

No início do século XX, em 1909, Paul Ehrlich propôs o papel do 

sistema imune no controle do crescimento de tumores, porém o estágio de 

desenvolvimento experimental da imunologia naquela época não permitiu a 

comprovação científica da hipótese. Na década de 1950, Macfarlane Burnet e 

Lewis Thomas formalizaram a hipótese da imunovigilância, sugerindo inclusive 

que a principal vantagem evolutiva da imunidade celular seria o controle do 

crescimento neoplásico nos organismos multicelulares. Um requisito para a 

aceitação da hipótese seria a observação experimental de que animais 
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imunodeficientes apresentam incidência maior de neoplasias. Inicialmente, 

estudos em camundongos atímicos não mostraram um aumento na incidência 

de tumores espontâneos ou induzidos, o que relegou o conceito de 

imunovigilância ao abandono pela comunidade científica por pelo menos duas 

décadas (TORREZINI e ATHANAZIO, 2007). 

A imunomodulação é um mecanismo fisiológico de regulação da 

resposta imunológica via mecanismos supressores e estimuladores. A 

exacerbação das respostas imunes é definida como imunoestimulação e 

implica diretamente na estimulação do sistema imune e potencialização da 

resposta de defesa. Ao contrário, a imunossupressão implica, principalmente, 

no decréscimo da atividade do sistema imune, ocorrendo devido a uma gama 

de fatores genéticos, ambientais e terapêuticos, favorecendo o estabelecimento 

de infecções (ZANDONAI, 2007). 

Considerando a necessidade de equilíbrio entre as duas atividades 

para o funcionamento imunológico normal, desde a década de 80 a 

identificação e caracterização de compostos naturais com atividade 

imunomodulatória tem se apresentado como área de interesse científico. Vários 

compostos têm sido utilizados como agentes imunomodulatórios, incluindo 

adjuvantes naturais, agentes sintéticos e anticorpos reagentes. Contudo grande 

parte desses compostos apresenta limitações quanto ao uso devido ao risco de 

infecções e desenvolvimento de auto-imunidade (ZANDOINAI, 2007). 

A identificação e caracterização de compostos naturais com atividade 

imunomodulatória abrem uma possibilidade de uso para a medicina moderna. 

Estudos realizados com Phellodendri cortex, demonstraram que esta planta 

possui uma atividade imunoestimulante sobre linfócitos B, e ainda a partir de 

atividade popularmente conhecida na medicina tradicional indiana, o extrato 

alcoólico de Mangifera indica Linn, popularmente conhecida no Brasil como 

mangueira, mostrou atividade imunomodulatória com estimulação dose 

dependente (ZANDONAI, 2007). 

No desenvolvimento de neoplasias, o papel da imunidade celular 

durante os primeiros estágios da tumorigênese permanece controverso. No 

entanto, existem fortes evidências sobre a sua importância na progressão e 

disseminação do câncer. Em pacientes com câncer imunossuprimidos, 

freqüentemente há relatos de recorrência ou de tumores secundários, sendo 
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isto um sinal clínico que suporta esta hipótese. Muitos estudos têm 

demonstrado a deficiência da resposta imune em pacientes diagnosticados 

com câncer avançado. Diversos mecanismos de escape da vigilância imune 

têm sido descritos, incluindo a imunoseleção de variantes tumorais antígeno-

negativos, a baixa regulação da expressão do MHC (complexo de 

histocompatibilidade) de classe I, células T supressivas, e a produção de 

citocinas e outros fatores imunossupressivos (BOTTI et al., 1998). 

Um grande número de citocinas, hormônios e outras substâncias 

secretadas pelos tumores têm demonstrado propriedades imunomoduladoras. 

A maior parte dos estudos sobre as moléculas imunossupressoras secretadas 

pelos tumores aponta como responsáveis o fator de crescimento beta (TGF-β), 

a interleucina 10 (IL-10), e a prostaglandina E2 (PGE2) (WOJTOWICZ-PRAGA, 

1997). 

A carência da resposta imune antitumoral em pacientes com câncer e 

em modelos tumorais murinos, freqüentemente, não se deve a ausência de 

antígenos tumor-específicos, mas a defeitos na regulação imune. A grande 

questão é como os tumores podem crescer na presença de uma imunidade 

antitumoral. O principal mecanismo é a produção de citocinas 

imunossupressivas pelas células tumorais ou a indução de tais fatores em 

células infiltradas nos tumores. Têm sido documentadas muitas linhagens de 

células tumorais que constitutivamente produzem o fator de crescimento beta 

(TGF-β), interleucina 10 (IL-10) ou prostaglandina E2 (PGE-E2) (KUPPNER et 

al., 1990; TORRE-AMIONE et al., 1990; MAXWELL et al., 1992; BOMSTEIN et 

al.,1993). Ensaios in vitro têm demonstrado que estas moléculas inibem as 

células natural killer (NK) ou a célula mediadora de citotoxicidade linfocina-

ativada killer, ou inibem a produção de IL-2 pelos linfócitos T (ROOK et al., 

1986; KUPPNER et al., 1990). O TGF-β, em particular, talvez tenha um papel 

chave na imunossupressão induzida pelo tumor. Essa citocina é a mais potente 

imunossupressora descrita até o momento, e tem sido constantemente isolada 

de uma variedade de linhagens celulares tumorais, e no plasma de portadores 

de tumor (WOJTOWICZ-PRAGA, 1997). 

Um grande avanço no estudo dos tumores tem sido utilizar métodos 

experimentais, onde são usados tumores transplantáveis ou transmissíveis. O 
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estudo de neoplasias em modelos animais facilita a avaliação e melhor 

compreensão da imunologia dos tumores, ao mesmo tempo em que constituem 

instrumento apropriado para a investigação de efeitos imunomoduladores de 

substâncias com potencial antineoplásico (SEGURA, 2000). Dentre esses 

tumores de animais, mantidos em laboratório, pelo transplante de células 

tumorais a hospedeiros susceptíveis, temos como exemplo, o tumor de Ehrlich 

(DAGLI, 1992).  

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantável de origem epitelial 

maligna, é correspondente a um adenocarcinoma mamário de camundongo 

fêmea, transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906. 

Originalmente, de crescimento sólido foi convertido na forma ascítica por 

Loewenthal e Jahn em 1932 e, desde então, é estudado na forma sólida, 

quando as células são inoculadas no tecido subcutâneo, ou na forma ascítica, 

quando inoculado na cavidade peritoneal (EHRLICH, 1906; LOEWENTHAL e 

JAHN 1932;  KLEIN e KLEIN, 1956). 

Segundo DAGLI (1992) a avaliação histológica do tumor de Ehrlich na 

forma sólida pode ser descrita como: células com alto grau de atipias 

(anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina 

condensada, mitoses atípicas ou aberrantes e relação núcleo-citoplasma maior 

que a das células normais. O estroma é constituído por fibras colágenas e 

delicados capilares. Este tumor é considerado pouco imunogênico por não 

expressar MHC de classe I durante o seu crescimento. Caracterizado por levar 

à baixa resposta de linfócito T a mitógenos e a uma progressiva perda na 

atividade de célula NK (natural killer) do baço. Além disso, o tumor na forma 

sólida provoca no hospedeiro uma acentuada esplenomegalia, hematopoiese 

esplênica e desenvolvimento de células supressoras (SEGURA et al., 1997; 

MORALES et al., 1999; BERGAMI-SANTOS et al., 2004). 

SEGURA e colaboradores (1997) mostraram que o tumor de Ehrlich na 

forma ascítica induziu uma redução no número de linfócitos TCD4+ no baço e o 

total destas células expressando IFN-γ. Outra observação foi o aumento de 

macrófagos e células CD18, sugerindo uma modulação da resposta de 

linfócitos Th1. Estes dados sugerem que os linfócitos são previamente 

ativados, porém estes não migraram para o local do tumor, favorecendo o 

crescimento do mesmo. Os autores acreditam que a retenção dos linfócitos 
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ativados no baço pode ser explicada pelo aumento de macrófagos supressivos, 

que liberam substâncias inibitórias ao sistema imune como PGE2 ou pela 

produção de TGF-β pelo próprio tumor, que leva à inibição da ativação de 

células T. Nesse estudo também foi verificado um aumento no número de 

linfócitos B. 

A influência do crescimento tumoral na proliferação e diferenciação 

das células pluripotentes e nas células progenitoras da medula óssea tem sido 

sugerida por inúmeras observações. Como muitos outros tumores 

experimentais, o tumor de Ehrlich produz alterações severas no sistema 

hematopoético do hospedeiro, sendo frequentemente associadas com 

imunodepressão, anemia, trombocitopenia e leucocitose granulócito-

dependente (PARHAR e LALA, 1985, 1988; NELSON et al., 1990; PARKER e 

PRAGNELL, 1995). Estes eventos resultariam da produção de fatores solúveis 

pelas células tumorais ou da interação entre a célula imunocompetente-célula 

tumoral (BROXMEYER, 1987; KOBARI et al.,1990; BONTA e BEM-EFRAIM, 

1993). Utilizando a técnica de cultura de células precursoras mielóides em meio 

semi-sólido, KEEB e LALA (1978) demonstraram uma diminuição das células 

da medula óssea comprometidas com o desenvolvimento de colônias de 

granulócitos-macrófagos em animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

Além disso, PESSINA et al. (1982) estudaram os efeitos de fatores produzidos 

por macrófagos e células tumorais de Ehrlich sobre as células precursoras 

granulocíticas-macrofágicas. Neste sentido, prostaglandinas da série E (PGE), 

particularmente PGE2, e TGF-β, produzidos por diferentes populações de 

células com atividade supressora, incluindo a própria célula tumoral, estariam 

associados aos mecanismos de imunossupressão da medula óssea (WALKER 

et al., 1994; YOUNG et al., 1996; ELEXPURU et al., 1997). Estes fatos são 

particularmente importantes ao se considerar que o crescimento do tumor 

ascítico de Ehrlich provoca uma reação inflamatória local, altera padrões de 

migração celular, além de estimular/ativar macrófagos. Na verdade, a 

intensidade da reação inflamatória provocada pelas células tumorais é de 

fundamental importância na evolução do crescimento tumoral (BONTA e BEM-

EFRAIM, 1993; BARTH e MORAHAN, 1994). 

 Há algum tempo, dados de literatura vêm mostrando o uso terapêutico 

de proteases na oncologia, seja como fármaco principal ou como adjuvante. 
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Misturas enzimáticas contendo papaína, tripsina e quimiotripsina demonstraram 

ter eficácia clínica atuando como supressores tumorigênicos, reduzindo 

disseminação metastática e aumentando o tempo de sobrevida ou mesmo 

aliviando os efeitos adversos gerados pelo tratamento convencional e 

melhorando a qualidade de vida dos pacientes (LEIPNER e SALLER, 2000). 

Isto aparece como um paradoxo, já que a literatura descreve inúmeros 

exemplos de proteinases com atividade pro-carcinogênica. Entretanto, a 

maioria desses exemplos se referem a metaloproteinases e algumas cisteino-

proteinases de ocorrência em vertebrados (MOHANAM et al., 2001, 

ROUSSELET, et al., 2004;  EGEBLAD et al., 2005). 

Existem evidências de que pequenas diferenças entre as cisteino-

proteinases de ocorrência em vertebrados e as cisteino-proteinases de plantas 

sejam responsáveis por estes efeitos contrapostos. Um possível mecanismo de 

ação das cisteino-proteinases vegetais sobre tumores seria o de atuar sobre o 

balanço entre protease e inibidores de proteases (DESSER et al., 1993). Na 

mesma linha, outros autores afirmam que as proteases exógenas possam 

induzir a síntese de inibidores que inativam proteases endógenas, que 

participam do processo de metástase (SLOANE et al, 1986; KEPRELA, 2001). 

 Outro possível mecanismo de ação das proteases no câncer é através 

da modulação da expressão de moléculas de adesão CD44 presentes na 

superfície de células tumorais, envolvidas no processo de metástase. Estudos 

in vitro demonstram uma queda na expressão dessas moléculas em células 

B16F10 (melanoma murino) na presença de papaína e bromelaína (WALD et 

al, 2001). Animais tratados com a fastuosaína, outra cisteíno proteinase 

apresentaram uma redução da expressão de CD44 e redução da invasão 

medida através de matrigel (GUIMARÃES-FERREIRA et al., 2007). Sabe-se, 

também, que as proteases levam à diminuição dos níveis séricos de TNF-β 

cuja função é estimular a síntese de DNA de forma dose-dependente assim 

como, promover imunossupressão; com isso o tumor deixa de ser alvo do 

sistema imune (SILVA, 1999). Apesar de haver estudos sobre as formas de 

atuação das proteases no câncer, o mecanismo de ação não está 

completamente elucidado.  

 A bromelina, uma mistura de cisteíno-proteases, modula as 

respostas imunológicas e já tem sido proposta sua utilização para o uso clínico. 
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A bromelina aumenta a ativação de células T e a produção de TNF-α, IL1, IL-6 

e IFN-γ-dependente, em células mononucleares de sangue periférico humano 

(DESSER et al., 1993), ativa macrófagos e monócitos e também foi 

demonstrado que a bromelina inibe a resposta das células T (MYNOTT, 1999). 

Estudos demonstraram que a bromelina remove receptores específicos 

da superfície celular incluindo CD44, CD45RA, CD6, CD7 e CD8 com aumento 

da expressão do MHC de classe I (HALE et al., 1992), porém a forma como ela 

exerce este efeito estimulatório e inibitório sobre o sistema imune permanece 

desconhecida. Estudos preliminares (ROWAN et al., 1990) já indicavam que os 

efeitos imunoestimulatórios e inibitórios podem ser atribuídos as cisteíno-

proteases que constituem a bromelina. 

 

1.1 Justificativa 
 

Nos últimos 10 anos, nosso grupo vem estudando as propriedades 

bioquímicas e farmacológicas de cisteíno-proteases derivadas do látex de Carica 

candamarcensis. Duas dessas possuem propriedade mitogênica em células de 

mamíferos (GOMES et al, 2010). Uma fração menos purificada (P1G10), 

contendo essas proteases, apresenta interessante atividade cicatrizante sobre 

dermoabrasões (MELLO et al., 2006) e queimaduras em camundongos, além 

de atividade citoprotetora/cicatrizante gástrica em ratos (MELLO et al., 2008) 

(Patente – USPTO, 11/378.196 “Proteases from Carica having mitogenic 

activity and their methods of use” publicado 17/03/2006, USA). Além disso, 

pudemos demonstrar o envolvimento de P1G10 no processo inflamatório, uma 

vez que a administração local induziu efeito edematogênico dose dependente, 

tendo como mediadores envolvidos histamina, serotonina e prostaglandinas e a 

administração sistêmica apresentou efeito antiedematogênico. O pré-

tratamento sistêmico com P1G10 inibiu o recrutamento celular para a cavidade 

peritoneal induzido pela carragenina, e ainda, a administração da fração em 

implante subcutâneo de esponja promoveu aumento da vascularização e da 

quantidade de macrófagos na mesma (Christiano, 2008).   

Constatamos que a fração P1G10 possui baixa toxicidade aguda, não 

altera a atividade das P450, não apresenta efeito mutagênico, medido pelo 

teste Ames e teste de micronúcleo, em concentrações que garantem sua 
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aplicação terapêutica com margem de segurança por diferentes vias de 

administração (VILLALBA et al., 2007). O estudo farmacocinético, em 

andamento, mostra que por diferentes vias de administração se obtém níveis 

de eficácia farmacológica. Já foram obtidas formulações de liberação 

controlada em β-ciclodextrina (DENADAI et al., 2006) e inclusão em 

lipossomas, além dos resultados dos estudos clínicos de fase I como 

cicatrizante cutâneo. A intenção do grupo é de viabilizar os estudos clínicos 

(fases II-III) e registro na ANVISA inicialmente, como cicatrizante cutâneo e a 

posteriori, como cicatrizante gástrico.  

Paralelamente às atividades descritas acima, a atividade antitumoral e 

antimetastática da fração P1G10 também estão sendo avaliadas. Resultados 

obtidos com a utilização de um modelo tumoral de melanoma murino B16F1 

inoculados no flanco de camundongos C57BL6 evidenciam uma redução 

estatisticamente significativa no peso do tumor para o grupo tratado com 

P1G10 na dose de 5 mg/kg (0,25 ± 0,21 g) em relação aos grupos controle 

(solução salina) (2,74 ± 0,70 g) e P1G10 1 mg/kg (1,99 ± 0,87 g). 

Contraditoriamente ao observado em tecido não transformado, P1G10 mostrou 

ação antiangiogênica sobre o tumor de melanoma murino.  

Já, em modelo metastático, utilizando melanoma B16F10 inoculados nas 

orelhas de camundongos C57BL6, foi observada uma redução de 45% no 

número de animais com metástases pulmonares no grupo que recebeu 1 

mg/kg de P1G10 quando comparado ao grupo controle, bem como, uma 

redução no número de pontos de metástase (FIGUEREDO et al., 2007).  Em 

um trabalho que participou nosso grupo temos demonstrado que a atividade 

antitumoral-antimetastática pode ser ampliada para outras cisteino proteinases 

de plantas como, por exemplo, a bromelina (BAEZ et al., 2007). 

Considerando que outras cisteíno proteases, vêm demonstrando 

atividades antiinflamatória, antitumoral e imunológica (BEUTH et al., 2008) e 

com base em resultados prévios mostrando que P1G10 possui atividade 

antitumoral sobre melanomas, acreditamos que essa fração possa exercer sua 

ação antineoplásica sobre outros tumores de diferentes origens embrionárias. 

Além disso, por termos sugerido o envolvimento da fração no processo 

inflamatório no que se refere à migração de leucócitos, é nossa hipótese que 

pelo menos uma das formas de ação antitumoral de P1G10 seja através da 
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modulação da atividade do sistema imune, o qual pode desencadear 

mecanismos de morte das células tumorais. Assim, é nossa finalidade, neste 

trabalho, avaliarmos as atividades antitumoral e imunomodulatória de P1G10 

através de um modelo que cause alterações no sistema imune do hospedeiro, 

o carcinoma de Ehrlich.  
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar a atividade antitumoral da fração proteolítica do látex de 

Carica candamarcensis (P1G10) e sua ação sobre a imunidade celular e 

humoral de camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a atividade antitumoral da fração em animais portadores do tumor de 

Ehrlich em sua forma sólida e ascítica. 

2. Avaliar a sobrevida de camundongos inoculados com tumor ascítico de 

Ehrlich e tratados com diferentes doses (1, 3 e 5 mg/kg) de P1G10. 

3. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre a resposta imunológica inespecífica 

celular através da contagem global e diferencial de leucócitos. 

4. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre os níveis das citocinas TNF-α, VEGF e 

TGF-β. 

5. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre a resposta imunológica humoral de 

animais portadores de tumor de Ehrlich, em sua forma ascítica. 

6. Determinar se a fração P1G10 altera o número total de células da medula 

óssea em animais portadores do tumor de Ehrlich em sua forma ascítica. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Materiais 

3.1.1 Equipamentos  

 
• Consul - Multibrás Eletrodomésticos S/A, São Bernar do do Campo, SP, 

Brasil - Refrigerador ajustado à temperatura de 4°C; freezer  à temperatura 

de –20°C. 

• Fanem, São Paulo, SP, Brasil – Banho-maria calibrado a 37°C, centrífuga 

Excelsa 2 modelo 205 N. 

• Fisher Scientific, California, EUA - Ultra-sonicador modelo FS-28H. 

• Fizatron Equipamentos Elétricos para Laboratório, S ão Paulo, SP, 

Brasil - Agitador magnético modelo 252. 

• Janke & Kunkel IKA, Labortenik, Alemanha - Homogeneizador Ultra- 

turrax. 

• Metter Micronal Instrumentos S/A, São Paulo, SP, Br asil - Balança 

eletrônica analítica modelo MT-200. 

• Milipore Corporation, Bedford, EUA - Deionizador de água por meio de 

osmose reversa. 

• Nevoni Equipamentos Médicos e Odontológicos, São Pa ulo, SP, Brasil 

- Bomba aspirante modelo “H”. 

• Novatécnica Equipamentos para Laboratórios, Piracic aba, SP, Brasil -

Medidor de pH modelo NT-PH2 - equipado com eletrodo modelo V-620 C -

Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirão Preto, SP, Brasil. 

• Nuaire Equipaments, Pymouth, Minneapolis, EUA. Estufa incubadora 

36,5 ºC, atmosfera controlada e contendo 2,5% CO2 (v/v). 

• Olympus Corporation, New York, EUA. Microscópio ótico linha CB, 

microscópio ótico invertido modelo CK2. 

• Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão. Espectrofotômetro de duplo feixe 

para faixas UV (ultravioleta) e visível modelo UV-150-02. 
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• Spectramax Plus, Molecular Devices, CA, EUA - Leitor de microplacas de 

ELISA. 

• Thermolyne, Dubuque, Ioha, EUA - Shaker Roto Mix modelo 48200. 

• Veco do Brasil Indústria & Companhia de Equipamento s, Campinas, 

SP, Brasil - Capela com fluxo laminar de ar ultrafiltrado. 

 

3.1.2 Kits e anticorpos  

 

• R & B Systems, Mineapolis, EUA - Kits de imunoensaio DuoSet ® VEGF, 

TNF-α, TGF-β anti-mouse. 

 

 

3.1.3 Reagentes químicos  

 

• Amershan Life Science, Buckingghamshire, Inglaterra  – Soro Fetal 

Bovino (FBS). 

• Bristol-Meyes-Squibb Indústria Farmacêutica S/A, Sã o Paulo, SP, 

Brasil – Anfotericina B. 

• Calbiochem, St. Diego, EUA – Albumina de soro bovino tipo V. 

• Gibco-BRL Corporate Headquarters, Gaithersburg, EUA  – Meio de 

cultura RPMI – 1640 desidratado. 

• Instituto Adolpho Lutz, São Paulo, SP, Brasil – Solução aquosa de 

tripsina (ATV). 

• Labsynth Produtos para Laboratório Ltda, Diadema, S P, Brasil – 

Peróxido de hidrogênio, cloreto de potássio, dihidrogenofosfato de potássio, 

cloreto de sódio, hidróxido de sódio, polioxietilnsorbitano monolaurato 

(Tween 80). 

• Laboratórios Wyeth-Whitehall, São Paulo, SP, Brasil  - Ampicilina sódica. 

• Merck, Darmstadt, Alemanha - Bicarbonato de sódio, dimetilsulfóxido 

(DMSO), etileno-diamino-tetracetato dissódico dihidratado (EDTA), etanol 
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absoluto, fosfato monobásico de potássio, fosfato monobásico e dibásico de 

sódio, triton X-100. 

• Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA - Ácido cítrico monohidratado, 

brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazólio ou sal de tetrazólio 

(MTT), Earle’s balanced salt solution (EBSS), estreptomicina, ácido 

clorídrico, hepes, ácido sulfúrico, Brometo de hexa – 1,6 - 

bisdeciltrimetilamônio (HTAB), iodoacetamida (IAA), o-fenilenodiamina 

(OPD), 3,3’,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB), dodecilsulfato de sódio (SDS). 

• White Martins do Brasil S/A, Contagem, MG, Brasil -  Nitrogênio líquido. 

 

3.1.3 Soluções  

 

3.1.3.1 Soluções utilizadas na obtenção e análise b ioquímica do látex de 

Carica candamarcensis 

 
Tampão acetato de sódio 1,0 M pH 5,0:  

Acetato de sódio...........................................................................................136,08 g  

Água destilada q.s.p. ..............................................................................1000,00 mL  

O pH foi ajustado para 5. A partir da diluição desta solução foi obtido o tampão 

acetato de sódio 0,1 M pH 5.  

 

Solução de EDTA 500 mM:  

EDTA..............................................................................................................37,22 g  

Água destilada q.s.p. ................................................................................200,00 mL  

O EDTA foi completamente dissolvido em 180 mL. Em seguida, o pH foi ajustado 

para 8,0 com NaOH 1,0 M e o volume completado para 200 mL.  

 

Solução de cisteína 200 mM:  

Cisteína...........................................................................................................12,10 g  

Água destilada q.s.p. ................................................................................500,00 mL  
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Tampão de ativação (Tampão acetato de sódio 1 M, ci steína 25 mM, EDTA 10 

mM e DTT 5 mM)  

Cisteína 200 mM ..........................................................................................40,00 µL  

EDTA 500 mM ..............................................................................................4,00 mL  

DTT............................................................................................................160,00 mg  

Tampão acetato de sódio 1 M (pH 5,0) q.s.p.............................................200,00 mL  

 

Solução de BAPNA 100 mM  

BAPNA.........................................................................................................90,00 mg  

DMSO............................................................................................................2,00 mL  

Esta solução foi mantida a -20° C até o momento de uso.  

 

Solução de Ácido Acético 60% (v/v)  

Ácido Acético PA.........................................................................................60,00 mL  

Água destilada q.s.p..................................................................................100,00 mL  

 

Solução para o gel separador desnaturante 12% acril amida  

Solução aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v) ..............1,20 mL  

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 8,8; 0,4 % SDS (p/v) ...................................750,00 µL  

Água deionizada ...........................................................................................1,02 mL 

Solução aquosa de APS 10% (p/v) ..............................................................25,00 µL  

TEMED ..........................................................................................................5,00 µL  

 

Solução para o gel concentrador desnaturante 5% acr ilamida  

Solução aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v)............166,80 µL 

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (p/v) ...................................250,00 µL  

Água deionizada ........................................................................................571,20 µL  

Solução aquosa de APS 10% (p/v)...............................................................10,00 µL  

TEMED ..........................................................................................................2,00 µL  

 

Solução para gel separador ácido não desnaturante 7 ,5% pH 4,3  
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Solução aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v)...............1,25 mL  

Ácido acético glacial P.A.............................................................................170,00 µL  

Solução de hidróxido de potássio 1 M........................................................430,00 µL  

Água deionizada............................................................................................3,05 mL  

Solução aquosa de APS 10% (p/v)...............................................................70,00 µL  

TEMED.........................................................................................................30,00 µL  

 

Solução fixadora para géis  

Metanol P.A.................................................................................................50,00 mL  

Ácido acético glacial P.A..............................................................................10,00 mL  

Água destilada q.s.p..................................................................................100,00 mL  

 

Solução de azul-brilhante de coomassie para coloraç ão de géis  

Corante azul-brilhante de Coomassie G-250.............................................125,00 mg  

Ácido acético glacial P.A..............................................................................10,00 mL  

Água destilada q.s.p..................................................................................100,00 mL  

 

Solução descorante de géis  

Metanol P.A...................................................................................................5,00 mL  

Ácido acético glacial P.A................................................................................7,00 mL  

Água destilada q.s.p..................................................................................100,00 mL  

 

Solução tampão de amostra eletroforese desnaturante   

Tampão Tris-HCl 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (p/v)....................................700,00 µL  

Glicerol........................................................................................................300,00 µL  

SDS............................................................................................................100,00 mg  

Azul de bromofenol........................................................................................0,12 mg  

 

Tampão de corrida eletroforese desnaturante  

Tris base....................................................................................................755,00 mg  

Glicina...............................................................................................................3,60 g  
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SDS............................................................................................................250,00 mg  

Água destilada q.s.p..................................................................................250,00 mL  

 

Solução salina 0,9%  

NaCl..................................................................................................................9,00 g  

Água destilada q.s.p................................................................................1000,00 mL  

 

Tampão PBS pH 7,4  

Fosfato dibásico de sódio.................................................................................1,15 g  

Fosfato monobásico de potássio...............................................................250,00 mg  

Cloreto de sódio................................................................................................8,20 g  

Cloreto de potássio....................................................................................200,00 mg  

Água destilada q.s.p................................................................................1000,00 mL 

O pH foi ajustado para 7,4 com solução de ácido fosfórico 0,1 M e, em seguida, a 

solução foi esterilizada por autoclavação a 120°C ,  2 atm durante 20 min. 

 

3.1.2 Soluções utilizadas no preparo do antígeno de  membrana de hemácias 

de carneiro 

 

Tampão de Alserver’s 

Cloreto de sódio...................................................................................................21 g  

Citrato de Sódio.....................................................................................................4 g  

Glicose............................................................................................................10,25 g 

Água destilada q.s.p..................................................................................500,00 mL  

Todas as substâncias foram pesadas e transferidas para um balão volumétrico de 

500,00 mL. Homogeneizou até completa dissolução e completou-se o volume com 

a água. A solução foi transferida para garrafas de cultura, colocando-se as tampas 

um pouco frouxas e autoclavou-se em vapor fluente por 30 min. Apertou-se as 

tampas, esperou-se esfriar e armazenou-se em geladeira (4ºC). 

 

Tampão Tris-HCl 0,05 mM, EDTA 0,1 mM - pH 7,6 



34 
 

A) Solução A – Tris 0,2M  

Tris (Sigma)..................................................................................................48,46 g  

Água destilada q.s.p. ..............................................................................2000,00 mL 

B) Solução B – HCl 1M 

Ácido Clorídrico P.A. ...................................................................................42,50 mL  

Água destilada q.s.p. ................................................................................500,00 mL  

 

C) Solução C – Tris-HCl, EDTA, pH 7,6 

Solução A ................................................................................................1000,00 mL  

Solução B ..................................................................................................153,60 mL  

EDTA...........................................................................................................75,00 mg 

Homogeneizou-se todos os componentes e ajustou-se o pH com HCl concentrado 

para 7,6. 

 

D) Solução D – Tris-HCl 

Solução A ................................................................................................1000,00 mL  

Solução B ..................................................................................................153,60 mL  

Ajustou-se o pH para 7,6. 

 

E) Solução de uso – Tris-HCl 0,05 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,6 

Solução C................................................................................................volume total  

Solução D q.s.p. ......................................................................................2000,00 mL  

A solução foi homogeneizada e armazenada em geladeira (4ºC). 

 

Solução salina 0,85% 

Cloreto de sódio................................................................................................8,50 g  

Água destilada q.s.p................................................................................1000,00 mL  

O cloreto de sódio foi pesado e transferido para um balão volumétrico de 1000,00 

mL. Ao sal foi adicionada quantidade suficiente de água para completa dissolução 

e o volume foi completado. A solução foi armazenada em geladeira (4ºC). 
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3.1.3.3 Soluções utilizadas na resposta linfoprolif erativa 

 

Meio RPMI-1640 pH 7,40  

Meio RPMI-1640 desidratado (comercial) .....................................................10,43 g 

Bicarbonato de sódio .......................................................................................1,20 g 

Hepes …….……………….............…...................……………………….............2,38 g 

Ampicilina sódica..............................................................................................0,10 g 

Estreptomicina .................................................................................................0,10 g 

Água deionizada q.s.p. ...........................................................................1000,00 mL 

Todas as substâncias foram pesadas e transferidas para um béquer contendo 

900,00 mL de água deionizada. Sob agitação, o pH foi baixado para cerca de 4,00 

com uma solução de HCl 10 M, para completa dissolução dos constituintes do 

meio. Após a homogeneização, a solução teve acertado o pH para 7,2 e foi 

esterilizada em membrana Millipore® (0,22µm). Em seguida, o meio foi aliquotado 

e armazenado a 4ºC. 

 

Meio RPMI-1640 suplementado (FBS 1 ou 10%) 

FBS.................... ............................................................................1,00 ou 10,00 mL 

Meio RPMI-1640 completo q.s.p................................................................100,00 mL 

Este meio foi preparado no momento do uso, adicionando-se o soro fetal bovino 

ao RPMI completo, assepticamente. 

 

Solução Salina de Fazekas St-Groth 

Cloreto de sódio................................................................................................8,00 g  

Cloreto de potássio...........................................................................................0,40 g  

Fosfato dibásico de Sódio (12H2O)..................................................................1,77 g 

Fosfato monobásico de sódio (1H2O)...............................................................0,69 g 

Glicose .............................................................................................................2,00 g 

Água destilada q.s.p................................................................................1000,00 mL  
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Os componentes foram pesados, transferidos para um balão volumétrico de 

1000,00 mL, e solubilizados em água. A solução foi autoclavada a 120ºC, vapor 

fluente por 30 min e armazenada a 4ºC. 

 

Solução de cloreto de amônio e bicarbonato de sódio  

Cloreto de amônio.............................................................................................8,30 g  

Bicarbonato de sódio........................................................................................1,00 g 

Água destilada q.s.p. ..............................................................................1000,00 mL  

Os sais foram pesados e transferidos para um balão volumétrico de 1000,00 mL. 

Em seguida foram solubilizados em água. A solução formada foi armazenada em 

frasco âmbar na geladeira e esterilizada em membrana Millipore® (0,22 µm), no 

momento do uso.  

 

Solução de MTT 

MTT............................................................................................................... 5,00 mg  

PBS ...............................................................................................................1,00 mL 

 

 

3.1.3.4 Soluções utilizadas na reação de ELISA para a detec ção de IgG e  IgM 

 

Tampão de ligação (tampão carbonato pH 9,6) 

Carbonato de sódio...........................................................................................1,59 g  

Bicarbonato de sódio........................................................................................2,93 g 

Água destilada q.s.p. ..............................................................................1000,00 mL 

Os sais foram dissolvidos em água e o pH da solução foi acertado para 9,6. A 

solução foi armazenada em geladeira (4ºC). 

 

Tampão de lavagem 

Cloreto de sódio................................................................................................8,50 g  

Tween 20.......................................................................................................0,50 mL 

Água destilada q.s.p. ............................................................................. 1000,00 mL 
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O cloreto de sódio foi pesado, transferido para um balão volumétrico de 1000,00 

mL e solubilizado em uma parte de água. Em seguida, foi adicionado o Tween 20 

e o volume foi comletado. A solução foi armazenada em geladeira (4ºC). 

 

Tampão de bloqueio 

A) PBS 0,1 M pH 7,6 

Fosfato dibásico de sódio (2H2O).....................................................................0,54 g  

Fosfato monobásico de potássio (H2O)............................................................1,47 g 

Cloreto de sódio................................................................................................8,42 g 

Água destilada q.s.p. ..............................................................................1000,00 mL 

Após o preparo, acertou-se o pH para 7,6 e estocou-se a solução a 4ºC em 

geladeira. 

 

B) Tampão de bloqueio (Caseína 2%) 

Caseína...........................................................................................................20,00 g  

PBS 0,1 M pH 7,6 q.s.p. .........................................................................1000,00 mL 

Dissolveu-se a caseína, sob agitação constante, em 800,00 mL de PBS 0,1M pH 

7,6, aquecido a cerca de 90ºC. A seguir acertou-se o volume final para 1000,00 

mL com PBS 0,1 M pH 7,6 e filtrou-se em papel filtro (Whatman nº1). A solução foi 

aliquotada em tubos Falcon de 50 mL e estocada a -20ºC, até o momento do uso. 

 

Tampão de incubação (com caseína a 0,25%) 

Tween 20.......................................................................................................0,50 mL 

Caseína ...........................................................................................................2,50 g  

PBS 0,1 M pH 7,6 q.s.p...........................................................................1000,00 mL 

Dissolveu-se a caseína, sob agitação constante, em 800,00 mL de PBS 0,1M pH 

7,6, aquecido a cerca de 90ºC. A seguir adicionou-se o Tween 20 e acertou-se o 

volume final para 1000,00 mL com PBS 0,1 M pH 7,6. A solução foi filtrada em 

papel filtro (Whatman nº1) e, em seguida, aliquotada em tubos Falcon de 50 mL e 

estocada a -20ºC, até o momento do uso. 
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Tampão de substrato 

Fosfato dibásico de sódio anidro......................................................................7,19 g 

Ácido cítrico .....................................................................................................5,19 g 

Água destilada q.s.p. ..............................................................................1000,00 mL 

A solução com pH acertado para 5,0 foi então, guardada em geladeira a 4ºC. 

 

Acrescentar em 10 mL do tampão substrato: 

Peróxido de Hidrogênio 30% .........................................................................4,00 µL 

OPD ..............................................................................................................6,00 mg 

Sob agitação constante, diluiu-se cuidadosamente o OPD em 10 mL de tampão do 

substrato. A seguir, ainda sob agitação, foi adicionado o peróxido de hidrogênio. 

Esta solução foi preparada no momento do uso. 

 

Solução para interromper a reação 

Ácido sulfúrico 4N......................................................................................240,00 mL 

Água destilada ..........................................................................................260,00 mL 

Adicionou-se o ácido sobre a água num balão lentamente, homogeneizou-se e 

armazenou-se em frasco âmbar à temperatura ambiente. 

 

3.1.3.5 Soluções utilizadas na reação de ELISA para a detec ção de VEGF, 

TNF-α e TGF-β 

 

Reagente diluente (BSA 0,1%) 

PBS estéril...................................................................................................40,00 mL 

BSA...................................................................................................................0,04 g 

 

Solução de ácido sulfúrico a 4M  

Ácido Sulfúrico (18M).................................................................................115,00 mL 

Água destilada q.s.p..................................................................................500,00 mL 

 

Solução para paralisação da reação 
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Ácido sulfúrico 4M........................................................................................30,00 mL 

Água destilada q.s.p..................................................................................100,00 mL 

 

Tampão de bloqueio (BSA 1%) 

PBS estéril.................................................................................................. 40,00 mL 

BSA...................................................................................................................0,40 g 

 

Tampão de lavagem 

Tween 20...................................................................................................650,00 mL 

PBS..........................................................................................................1300,00 mL 

 

3.1.4 Biológicos  

Látex exsudado de frutos imaturos de Carica candamarcensis Hook. F. 

1875 originário do Chile, fornecidos pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo do 

Laboratório de Biologia Molecular de Produtos Naturais (ICB, UFMG, Belo 

Horizonte, M.G, Brasil).  

Foram utilizados camundongas (Mus musculus albinus Min Palumbo, 1868) 

das linhagens Suíça (Swiss) e BALB/c com 8 semanas de idade, pesando entre 20 

e 30 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas 

(CEBIO/ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram 

mantidos em caixas plásticas (10 animais em cada uma) e foram alimentados com 

ração industrializada e água ad libitum. 

Foi utilizado o sangue total de um carneiro (Ovis aries aries Linnaeus, 

1758), adulto, pertencente a Escola de Veterinária da UFMG, mantido no galpão 

de clínica de ruminantes. 

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as 

normas e regulamentos do com o comitê de ética em experimentação animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), protocolo de autorização 

nº 90/09. 

 

3.1.5 Materiais diversos  
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• Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EUA - Tubos tipo “eppendorf” 

com capacidade para 0,50 e 1,50 mL.  

• Fenin-Optik, Blakenburg, Alemanha - Câmaras de Neubauer. 

• Fizatron, Equipamentos Eletrônicos para Laboratório s, São Paulo, SP, 

Brasil - Barras magnéticas. 

• Gilson Sas, França - Pipetadores automáticos com capacidade máxima de 

2,00; 20,00; 200,00 e 1000,00 µL, acompanhados de ponteiras de 

polipropileno. 

• Millipore Corporation, Bedford, EUA - Membranas filtrantes de nitrato de 

celulose, com 0,45 µm e 0,22 µm de diâmetro de poro. 

• Nunc Inter Med A/S, Roskilde, Dinamarca - Garrafas de poliestireno de 

50,00 mL para cultura, placas de poliestireno de 96 cavidades. 

• Quimex Corning Incorporated, New York, New York, EU A – Pipetas 

graduadas de vidro, tubos de polipropileno com fundo cônico de 15,00 e 

50,00 mL de capacidade e dotados de tampa rosqueável. 

• Sigma Chemical Co, St. Louis, MD, EUA - Saco de diálise com poro 10 

kDa de diâmetro. 

• S.S White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil - Material cirúrgico. 

• Sytat Software Inc., Richmond, California, EUA - Software Sigma Plot 

versão 10.0 e Prisma versão 5.0 para análise de resultados em forma 

gráfica e testes estatísticos. 

• Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vas concelos, SP, 

Brasil - Vidraria. 
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3.2 Métodos 

 

3.2.1 Obtenção e purificação das frações do látex d e Carica candamarcensis 

A partir de incisões no epicarpo de frutos imaturos, o látex foi coletado e 

armazenado a 4º C. Posteriormente, o mesmo foi liofilizado e novamente 

armazenado a -20º C. As separações cromatográficas foram feitas em diferentes 

amostras e com látex colhidos em diferentes períodos. Para a separação 

cromatográfica, foi dissolvido 3,0 g do látex liofilizado em 15,0 mL de tampão de 

ativação. A mistura foi agitada durante 30 min e centrifugada (9.000 g) durante 10 

min a 4º C. O sobrenadante foi filtrado, sendo repetido o procedimento descrito 

acima com o resíduo, utilizando 5,00 mL do tampão de ativação. Os filtrados 

obtidos foram recolhidos, desprezando-se os resíduos.  

A amostra obtida anteriormente foi aplicada em uma coluna contendo resina 

Sephadex G-10, após esta ter sido equilibrada com tampão acetato de sódio 1,00 

M. As frações coletadas foram triadas mediante a determinação da absorbância a 

280 nm. As primeiras frações obtidas da coluna G-10 foram reunidas, formando o 

primeiro pico cromatográfico (P1G10). 

Com um sistema de ultrafiltração que utiliza uma membrana de 10 kDa, as 

amostras de P1G10 foram filtradas, lavando-as 3 vezes com água deionizada e 

recolhendo a solução residual, que posteriormente foi liofilizada. A determinação 

da concentração protéica total, a atividade proteolítica específica e a análise em 

gel de poliacrilamida SDS-Page da amostra recolhida foram realizadas como 

parâmetro para a caracterização da fração (SILVA et al., 2003; MELLO et al., 

2006). Dessa forma, separamos um lote de P1G10 com quantidade suficiente para 

desenvolver o presente estudo (4,23 g). 

 

3.2.2 Determinação da concentração protéica 

 A concentração protéica de P1G10 foi determinada através da técnica de 

Lowry – Folin, como descrita por DAWSON et al. (1995). Para tanto, as seguintes 

soluções foram preparadas: 

• Solução 1: 2% de Na2CO3 em 0,10 mol/L de NaOH 
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• Solução 2: 0,5% de CuSO2.5H2O em 1% de citrato de sódio 

• Solução 3: mistura de 50,0 mL da solução 1 e 1,0 mL da solução 2  

• Solução 4: reagente de Folin 1:2 em água deionizada 

 Inicialmente, foi construída uma curva-padrão relacionando a concentração 

protéica e a atividade ótica. Para isso, foi aliquotado, em triplicata, 1,0; 2,0 e 3,0 

µL de uma solução padrão de lisozima (10 mg/mL), completando com a solução 3 

para obtenção de um volume total de 1,0 mL. Após homogeneização, a mistura foi 

deixada por 10 min em temperatura ambiente. Terminado este período, 100 µL da 

solução 4 foi adicionada, agitada e mantida por 30 min, também em temperatura 

ambiente, para a determinação da absorvância em comprimento de onda de 750 

nm. O espectrofotômetro foi zerado com uma solução contendo 1,0 mL da solução 

3 e 100 µL da solução 4 (solução branco).  

 Diferentes amostras de P1G10 foram diluídas em água deionizada, sendo 

repetidos, os procedimentos acima descritos. A concentração protéica foi 

determinada, mediante a interpolação das absorvâncias obtidas das amostras com 

a reta da curva de calibração ou pelo emprego da equação, obtida da mesma. 

 

3.2.3 Determinação da atividade proteolítica especí fica 

 A atividade proteolítica específica das amostras de P1G10 foi determinada, 

segundo SILVA et al. (2003), através da medida da atividade amidásica em 

substrato BAPNA. Para isso, a seguinte solução foi preparada: 

• 30 mL de tampão fosfato 25 mM pH 8 

• 750 µL de cisteína 200 mM 

• 120 µL de EDTA 0,5 M 

• 90 µL de substrato BAPNA 100 mM 

 Em triplicata, amostras de P1G10 foram aliquotadas, para obtenção de uma 

mistura na concentração de 10 µg/mL da solução acima especificada. A mistura foi 

incubada em banho de água a 37ºC por um período variável de 1 min a 12 h até 

obtenção de uma coloração amarelo-clara. A reação foi interrompida com a adição 

de 60 µL de solução de ácido acético 60% (v/v). A leitura foi feita em 
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espectrofotômetro em comprimento de onda de 405 nm com o aparelho zerado 

com 1,0 mL da solução acima descrita na ausência de amostra. 

 A atividade específica das amostras foi determinada de acordo com a 

seguinte equação:      

A =  a  x  b  x  c  

 

A= absorvância 

            a= coeficiente de extinção molar (8800 M-1cm-1)  

            b= comprimento da cubeta (1 cm) 

            c= concentração do complexo formado (M) 

Atividade específica = nM/min/µg de enzima  

 

3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnatu rante 

 A solução para gel separador foi aplicada em uma placa de vidro com 8,0 x 

10,0 x 0,3 cm de dimensões, munidas de espaçadores e vedantes de borracha. 

Após o gel separador ter polimerizado, o gel concentrador foi adicionado sobre o 

primeiro. Antes da polimerização foi adicionado um pente com 10 dentes. Após a 

polimerização do último gel, os pentes e os vedantes foram cuidadosamente 

retirados, sendo a montagem colocada na cuba de eletroforese contendo o 

tampão de corrida. Uma corrente elétrica de 80 V de tensão, 20 mA de corrente e 

2W de potência foi aplicada durante 30 min a 7 ºC (pré-corrida). Um volume do 

tampão de amostra foi adicionado correspondente a 1/6 do volume total da 

amostra. Nas amostras contendo proteases também foi adicionado 1 µL de 

solução MMS 50 mM. Para desnaturação das amostras, essas foram fervidas por 

5 min, antes da aplicação no gel. A aplicação foi feita nas canaletas localizadas no 

pólo negativo do gel. A eletroforese foi desenvolvida em corrente elétrica de 80 V 

de tensão, 20 mA de corrente e 2 W de potência, durante aproximadamente 2 h a 

7 ºC. 

 Terminada a corrida eletroforética o gel foi exposto à solução fixadora por 

30 min. Após esse período, o gel foi lavado 2 vezes com água destilada para 

hidratá-lo. Em seguida, foi adicionada a solução de azul-brilhante de coomassie 
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para coloração de géis a qual permanecerá por 30 min ou até o aparecimento das 

bandas. O fundo do gel (background) foi descorado com a solução descorante. Foi 

retirada foto digital (câmara Kodak DC-40) do gel sobre um transiluminador para a 

análise dos resultados. A intensidade das bandas foi calculada por densitometria 

usando o software Kodak versão 1D-3.5. 

 A massa molecular foi estimada através da análise do gel desnaturante 

corrida com padrões de peso molecular de massas conhecidas: lisozima, 14.300 

Da; quimiotripsinogênio, 25.000 Da e ovalbumina, 45.000 Da. A relação entre o 

logaritmo natural dos pesos moleculares dos padrões com sua distância de 

migração foi relacionada com a distância de migração das amostras testadas para 

determinação do peso molecular destas. Essa determinação foi realizada com 

auxílio do software Kodak versão 1D-3.5. (LAEMMLI, 1970). 

 

3.2.5 Manutenção do Tumor 

Na avaliação da atividade antitumoral de P1G10, foi utilizado como 

modelo experimental, o carcinoma ascítico de Ehrlich. A manutenção das células 

tumorais é feita in vivo, através da injeção intraperitoneal de 107 células a cada 7 

dias em camundongas receptoras, obtidas por punção mecânica do líquido 

ascítico dos animais doadores (SAAD-HOSSNE et al., 2003). No preparo do fluido 

para a inoculação, o mesmo foi lavado com PBS e a densidade celular ajustada 

para 107 células/100µL. 

 

3.2.6 Preparo das células tumorais para inoculação 

No dia da inoculação tumoral, foram coletados 3,0 mL de fluído ascítico 

de camundongas pré-inoculados há aproximadamente 7 dias com carcinoma de 

Ehrlich. Esse fluído foi centrifugado (1500 rpm) durante 5 min e o sobrenadante 

descartado. A seguir, as células foram suspensas em PBS e centrifugadas 

novamente. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes ou até a obtenção de um 

sobrenadante límpido, claro e denso, que corresponde a uma suspensão celular 

com o mínimo de fibrina e hemácias. Para ajuste da densidade celular, foi 

realizada a contagem e o teste de viabilidade das células tumorais. Para isto, 20 µl 
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de suspensão celular foram adicionados a 1980 µl de PBS. Após a 

homogeneização, foram retirados 100 µl da suspensão diluída e adicionados 100 

µl de corante azul de Tripan a 0,1%. A contagem foi feita em câmara de Neubauer, 

sendo contadas as células contidas nos quatro quadrantes externos. As células 

coradas em azul foram consideradas inviáveis, e as células translúcidas 

consideradas viáveis. Para inoculação, a viabilidade considerada foi em torno de 

90%. Para o experimento, 107 células do tumor de Ehrlich foram inoculadas na 

cavidade peritoneal, para que o tumor se desenvolvesse em sua forma ascítica, ou 

5 x 106 células foram inoculadas, via s.c., no flanco direito para que o tumor se 

desenvolvesse em sua forma sólida (ASSIS et al., 2007). A fórmula final para 

determinação do número de células viáveis foi deduzida, segundo DAGLI et al. 

(1992): 

 

�ú
�� �� �é�����/
� =  (�ú
�� �� �é����� �������  � ���� �� ����çã) ÷  4 

 

Sendo que: 

 

���� �� ����çã =  ���� �� !�"���#���� (10&) � ���� �� �#��#çã (200) 

 

3.2.7 Avaliação da atividade antitumoral de P1G10 c ontra carcinoma de 

Ehrlich em sua forma sólida 

Nessa avaliação foram formados 4 grupos, sendo um o controle que 

recebeu somente veículo (PBS) e outros 3 grupos testes que receberam P1G10 

nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg. O tratamento foi iniciado 4 dias após a inoculação de 

células e feito diariamente, por 21 dias, via subcutânea. Ao final, os animais foram 

sacrificados em câmara de CO2, seus tumores primários removidos, pesados e 

medidos. Para a determinação do volume, o tumor foi mensurado através de duas 

medidas: uma no sentido da maior extensão e outra no sentido da menor 

extensão, com o auxílio de um paquímetro (GHONEUM et al., 2008). Assim, o 

volume tumoral (VT) foi obtido através da seguinte fórmula:  
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() (

*) =  0,52 -./ 

 

Sendo A, a medida do menor eixo e B a do maior eixo.  

 

3.2.8 Avaliação da atividade antitumoral da fração P1G10 contra carcinoma 

de Ehrlich ascítico 

Após 3 dias da inoculação, o tratamento dos animais foi iniciado. Foram 

formados 4 grupos, sendo um controle, que recebeu veículo (PBS) e outros 3 

grupos teste, que receberam P1G10 nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg. As 

administrações ocorreram diariamente, durante 10 dias consecutivos, por via s.c.. 

Ao final do tratamento, foi realizada a punção do líquido ascitico e a determinação 

da sua celularidade. Para isso, 10 µL do líquido ascítico foram adicionados a 990 

µL de meio RPMI 1640. Desta suspensão, foram retirados 50 µL e adicionados a 

50 µL do corante azul de Tripan a 0,1%. A contagem foi feita em câmara de 

Neubauer, como descrito acima no item 3.2.7(SAAD-HOSSNE et al., 2003; ASSIS 

et al., 2007).  

 

3.2.9 Avaliação do efeito de P1G10 sobre a sobreviv ência de animais 

portadores de carcinoma ascítico de Ehrlich 

Com o intuito de observar uma possível progressão do tempo de 

sobrevivência de animais com o carcinoma ascítico de Ehrlich, quando tratados 

com a fração P1G10, foi realizada uma análise de sobrevivência. Para isso, foram 

considerados 4 grupos experimentais: um grupo controle que recebeu 100 µL de 

PBS e outros 3 grupos de animais tratados com a fração P1G10 nas doses de 1, 3 

e 5 mg/kg. O tratamento foi iniciado 3 dias após a inoculação das células (107 

células / 100 µL / animal)  e continuado por 10 dias consecutivos. Após o término 

do tratamento, foi feito o acompanhamento diário dos animais e foram 

contabilizados os óbitos/dia. Os dados obtidos foram expressos graficamente pela 

curva de sobrevivência de Kaplan-Méier e os resultados comparados entre si 

pelos testes de Wilconxon, Harrington-Fleming e Longrank.  
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3.2.10 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio do s al de brometo de 

tetrazolium (MTT) 

 A citotoxicidade da fração proteolítica P1G10 foi avaliada utilizando a 

linhagem celular do carcinoma ascítico de Ehrlich derivado de camundongo. As 

células foram cultivadas suspensas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo calor, 100 U penicilina/mL e 100 µg de 

estreptomicina/mL, em uma incubadora umidificada com uma atmosfera de 5% de 

CO2 a 37ºC (KVIECINSKI et al., 2008). As células foram semeadas, em placa de 

96 poços em uma densidade de 106 células/poço. Após 24 h do plaqueamento, as 

amostras de P1G10 foram adicionadas dissolvidas em meio RPMI com 10% de 

FBS, nas concentrações de 10-6, 10-5, 5x10-5 e 10-4 g/mL. As células ficaram 

expostas por 48 h ao meio de cultura com ou sem P1G10 (controle). Ao final do 

período de incubação, a citotoxicidade foi avaliada pelo método da redução do 

MTT. O ensaio do MTT é um teste de competência metabólica baseado na 

avaliação da performance mitocondrial, que depende da conversão de amarelo do 

corante 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolium (MTT) para o 

formazan roxo pela succinato desidrogenase das células viáveis (MOSMANN, 

1983). Para isso, foram adicionadas 10 µL de uma solução contendo 5 mg/mL de 

MTT. Decorridas 4 h, o formazan produzido pela redução do MTT, foi dissolvido 

em DMSO, e a absorvância foi mensurada através da leitura em 

espectrofotômetro a 550 nm, sendo determinada a porcentagem de redução do 

corante em relação ao controle. testada em 6 replicatas e 3 experimentos foram 

realizados. A partir do resultado a IC 50 foi determinada através de regressão 

linear.  

 

3.2.11 Contagem global de leucócitos 

Uma alíquota de 10 µL de sangue total foi adicionada a 190 µL de solução 

de Turk. Agitou-se bem e cerca de 10 µL da suspensão formada foi colocada em 

uma câmara de Neubauer para realização da contagem, utilizando os quatro 

campos externos da câmara. Após a contagem, foi calculado o número total de 

leucócitos, pela fórmula: 
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Sendo 104 = Fator de correção do volume 

 

3.2.12 Confecção de esfregaço sanguíneo e coloração  das lâminas 

Uma gota do sangue total foi obtida através do corte da extremidade da 

cauda de camundongas Swiss com uma tesoura e colocada sobre uma lâmina 

limpa. Com a ajuda de outra lâmina, em uma inclinação de 45 º, foi confeccionado 

o esfregaço através do deslizamento de uma sobre a outra, em sentido oposto. 

Após a secagem, as lâminas foram coradas por May-Grünwald e Giemsa 

(CARVALHO e SILVA et al., 1988). 

 

3.2.13 Contagem diferencial de leucócitos 

Os leucócitos foram contados em esfregaço sanguíneo, preparado e 

corado, como descrito no item 3.2.12. A contagem foi feita até se obter uma soma 

igual a 100, o que está relacionado ao percentual de leucócitos no esfregaço. 

Após a contagem, o percentual encontrado foi multiplicado pelo valor global de 

leucócitos para encontrar o valor por mL. As avaliações leucocitárias, foram 

realizadas em todos os animais de todos os grupos, antes do início do tratamento 

e da inoculação tumoral, sendo esses dados reunidos formando o grupo 

denominado de “naive”. 

 

3.2.14 Determinação do número de células da medula óssea 

Camundongas Swiss foram inoculadas com 107 células de carcinoma 

ascítico de Ehrlich por via intraperitoneal. A partir do 3º dia, os animais foram 

tratados por via subcutânea s.c. com PBS (controle) ou P1G10 a 1 mg/kg, sendo o 

tratamento repetido 1 vez ao dia, durante 10 dias. No dia seguinte, os animais 

foram sacrificados e seus fêmures foram extraídos e cortados nas suas 

extremidades distais. Para a retirada das células, o canal interno do fêmur foi 

lavado com 3 ml de PBS. O líquido celular obtido foi corado com cristal violeta 
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(0,5% em 30% de ácido acético) e inserido na câmara de Neubauer para a 

contagem das células em microscópio óptico (objetiva de 40x) (SODERBERG et 

al., 1996).  

 

3.2.15 Dosagens dos níveis das citocinas VEGF, TGF- β e TNF-α 

Após o tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg durante 10 dias 

consecutivos, por via subcutânea,foi realizada a punção do líquido ascitico e o 

sobrenadande foi utilizado para dosagens dos níveis das citocinas VEGF, TGF-β e 

TNF-α. 

A detecção e quantificação de cada citocina foram feitas pela técnica do 

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). O protocolo usado para cada 

citocina foi composto dos mesmos procedimentos com diferenças apenas nas 

concentrações dos anticorpos de captura e biotinilados, que variam em suas 

diluições para cada citocina, de acordo com as padronizações. Tais concentrações 

estavam nas faixas recomendadas pelo fabricante (R&D Systems). Primeiramente, 

sensibilizou-se a placa com 100µL / poço do anticorpo de captura anti-citocina 

purificado. Este anticorpo foi diluído em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6, 

pois tal solução aumenta a adsorção do anticorpo na placa. A incubação da placa 

foi feita em câmara úmida, overnight, a 4° C. O bloqueio das ligações inespecíficas 

ocorreu adicionando-se 200 µL/poço de tampão de bloqueio (BSA 1%), diluído em 

tampão carbonato-bicarbonato e incubando-se a placa em câmara úmida, por 2 h, 

a 37º C. Após sensibilização e bloqueio da placa foram adicionados, num volume 

de 100 µL/poço, os padrões (citocinas recombinantes) e as amostras, que foram 

incubadas em câmara úmida, por 2 h, a 37º C. Nesta etapa, não foi colocado 

material em dois poços na primeira coluna, para que estes servissem de branco e 

no restante foram feitas diluições seriadas do padrão que possui concentração 

padronizada de citocinas, para posterior realização da curva padrão. Em seguida, 

foi adicionado, num volume de 100 µL/poço, o anticorpo anti-citocina biotinilado 

diluído em tampão PBS/Tween e o material foi incubado em câmara úmida, por 2 

h, a 37º C. A seguir, foram adicionados 100 µL/poço de solução contendo um 

conjugado de HRP (horseradish peroxidase) e estreptoavidina, diluído em 



50 
 

PBS/Tween, as placas foram incubadas por 2 h, em câmara úmida, a 37º C. 

Finalmente, para se revelar a reação anticorpo-citocina, o substrato para a enzima 

(HRP) foi adicionado (100 µL/poço). Tal solução se constituiu de 25 mL de tampão 

citrato-fosfato, 10 mg de OPD (o-Phenylene-diamine) e 10 µl de peróxido de 

hidrogênio a 30 volumes. Após 15 min, a reação foi interrompida pela adição de 50 

µL/poço de solução de ácido sulfúrico a 2 N. A placa foi lavada com solução de 

PBS/Tween (250 µL/poço) após cada etapa do protocolo. A leitura 

espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 492 nm (GENTILE, 

2001).  

 

3.2.16 Avaliação do efeito de P1G10 sobre a respost a humoral de animais 

portadores de carcinoma de Ehrlich ascítico 

 

Para a obtenção de antígenos de membrana de hemácias de carneiro, 

foram coletados cerca de 300 mL de sangue periférico de carneiro (Ovis aries 

aries Linnaeus, 1758) sem anticoagulante, ao qual foram adicionados 300 mL de 

Tampão de Alserver´s (50% v/v). A mistura foi centrifugada a 3000 rpm/ 4° C/ 30 

min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado 

com salina 0,9% por 3 vezes. Em seguida, o sedimento foi suspenso com 40 mL 

de TRIS-HCl 0,05 M contendo 0,1 mM de EDTA e agitado em vortex. Após a 

agitação, a suspensão foi centrifugada a 25.000 G a 4ºC/ 30 min e desprezou-se o 

sobrenadante. Esse procedimento foi repetido 3 vezes. Em seguida, foi adicionado 

20 mL de SDS a 0,1% contendo 0,02% de azida sódica. A preparação foi 

distribuída em alíquotas de 0,05 mL e conservada a -20°C (VAN LOVEREN et al., 

1991; TEMPLE et al., 1993). 

As concentrações de proteínas dos antígenos de membrana de hemácias 

de carneiro foram determinadas utilizando-se o método de Lowry- Folin (DAWSON 

et al., 1995), como descrito no item 3.2.2. 

Para avaliação da resposta imunológica (estudo agudo) foram utilizados 

camundongas da linhagem BALB/c, portadoras do tumor de Ehrlich (tratamento 

por 15 dias). O estudo de fase crônica (30 dias) não foi realizado porque os 
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animais não sobreviveriam 30 dias com o tumor. Os animais foram divididos, 

aleatoriamente, em 6 grupos de 4 ou 5 animais e tratados da seguinte forma:  

• Grupo 1:  solução controle (PBS) por via s.c. 

• Grupo 2:  solução controle (PBS) por via s.c. e imunizados com hemácias de 

carneiro via s.c.  

• Grupo 3:  dose 1 (1 mg/kg) de P1G10, via s.c. 

• Grupo 4:  dose 2 (5 mg/kg) de P1G10, via s.c. 

• Grupo 5:  dose 1 (1 mg/kg) de P1G10, via s.c., sendo esses animais 

imunizados com hemácias de carneiro (Ovis aries aries),  via s.c. 

• Grupo 6:  dose 2 (5 mg/kg) de P1G10, via s.c., sendo esses animais 

imunizados com hemácias de carneiro (Ovis aries aries),  via s.c. 

 

As administrações de P1G10 ocorreram a partir do 3º dia após a inoculação 

das células de carcinoma ascítico de Ehrlich e foram repetidas, uma vez ao dia, 

durante 11 dias. Os grupos 1, 3 e 4 foram avaliados quanto a resposta imune 

celular, e os grupos 2, 5 e 6 foram avaliados quanto a resposta imune humoral. 

A imunização dos animais dos grupos 2, 5 e 6, foi realizada nos dias 1, 3, 7 

e 10, pela inoculação de 2 x 106 hemácias de carneiro, por via sub cutânea. No 

12º dia, os animais dos grupos 2, 5 e 6 receberam uma dose de reforço contendo 

2x106 hemácias de carneiro por via sub cutânea. No 15º dia, foi realizada a 

exsanguinação e obtenção do soro, seguido do sacrifício dos animais. O soro foi 

utilizado para a detecção de IgG e IgM anti-hemácias de carneiro. Para isso, foi 

utilizada a técnica de ELISA indireto, que foi realizada em microplacas de 96 

poços, sensibilizadas com 2 µg/100 µL/poço da preparação antigênica de 

membrana de hemácias de carneiro diluída em tampão de ligação (tampão 

carbonato) e incubado por 24 hs em câmara úmida a 4°C. Após esse tempo, foi 

feita a lavagem (tampão de lavagem) das placas por cinco vezes e então  

adicionou-se a cada poço, 150 µL de tampão de bloqueio (PBS e caseina 2%) e 

incubou-se por 30 minutos a 37ºC. Após 10 lavagens, foram adicionados 100 

µL/poço das amostras de soro diluídas em tampão de incubação a 1:25 
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(duplicatas), e incubadas ou-se a 37°C por 1 hora. Após 10 lavagens sucessivas 

adicionou-se 100 µL dos conjugados específicos (anti-IgM e anti-IgG conjugados 

com a peroxidase) de camundongos, diluídos a 1:5000 em tampão de incubação e 

mantidos a 37ºC por 1 hora. Após outras 10 lavagens, adicionou-se 100 µL de 

uma solução tampão substrato contendo OPD (o-fenilenodiamina) e peróxido de 

hidrogênio. As placas foram incubadas à temperatura ambiente e na ausência de 

luz, por 15 min. Em seguida foram adicionados 50 µL de solução de H2SO4 4N, 

para paralisar a reação. As absorbâncias foram determinadas com auxílio de um 

leitor automático para microplacas, no comprimento de onda de 492 nm, e os 

resultados expressos como densidade óptica (D.O.). 

 

3.2.17 Avaliação da atividade proliferativa de P1G1 0 sobre linfócitos obtidos 

de animais portadores de carcinoma ascítico de Ehrl ich 

Inicialmente, os animais foram inoculados com 107 células tumorais, como 

descrito nos itens 3.2.6 e 3.2.8 . Após 3 dias, o tratamento foi iniciado com 1 ou 5 

mg/kg, sendo realizado uma vez ao dia, durante 11 dias. Após este período, os 

animais foram sacrificados e seus baços retirados assepticamente, para a 

obtenção dos linfócitos conforme descrito por BENENCIA et al., 2000; TULINSKA 

et al., 2000; PEIJIE et al., 2003; e ALVAREZ et al., 2004.  

O baço foi colocado em meio de RPMI 1640 e dilacerado com pinças e 

tesouras estéreis. A suspensão obtida foi filtrada em gaze também estéril, sendo o 

filtrado centrifugado a 1000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao 

sedimento de células esplênicas foi adicionado 5 mL de cloreto de amônio a 

0,83%, contendo bicarbonato de sódio a 1%, sendo agitado rapidamente em 

vórtex, e em seguida, mantido em repouso em banho de gelo, por 5 min (para 

ocorrer a lise das hemácias). Após este período, foram adicionados 5 mL de RPMI 

1640 suplementado com 1% de FBS, seguido da centrifugação a 1200 rpm/10 

min. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de células foi adicionado 10 

mL da solução salina de Fazeka’s St. Groth. Em seguida, as células esplênicas 

foram quantificadas em câmara de neubauer e sua concentração ajustada para 5 

x 105 células/100 µL. A suspensão celular (100 µL) foi semeada em placas de 96 
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poços, sendo reservados 6 pocinhos para cada animal. Logo em seguida foram 

feitos tratamentos, em triplicata, de acordo com: 10 µL de Concanavalina A (40 

µg/mL) + 10 µL de PBS ou 10 µL de P1G10 (10 µg/mL) + 10 µL de Concanavalina 

A (40 µg/mL) 

As placas foram incubadas em estufa a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO2 

e com 95% de umidade relativa por 72 horas (YASNI et al., 1993; ROSEGHINI et 

al., 2006). Após este período a proliferação celular foi avaliada através do método 

do MTT, como descrito acima no item 3.2.10. Os resultados do ensaio de 

proliferação celular foram expressos em densidade óptica (D.O.). 

 

3.2.18 Avaliação da atividade antitumoral em animai s portadores do tumor de 

Ehrlich em sua forma ascítica quando estes são pré tratados com a fração 

P1G10 

Camundongas Swiss foram pré-tratadas por 10 dias, e então, inoculadas 

por via intraperitoneal com 107 células de tumor de Ehrlich, aguardou-se então um 

período de 10 dias (sem tratamento algum) para o desenvolvimento tumoral, e no 

11º dia após a inoculação foi realizada punção do líquido ascítico para contagem 

do número de células, conforme o item 3.2.6 e 3.2.8  

 Foram formados 4 grupos, sendo um controle, que recebeu veículo (PBS) 

e outros 2 grupos teste, que receberam P1G10 nas doses de 1 e 5 mg/kg. As 

administrações ocorreram diariamente, durante 10 dias consecutivos, por via sub 

cutânea.  

 

3.3 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram efetuadas através do programa GraphPad 

Prism 5.0, utilizando análise de variância (ANOVA), seguida pelos pós-testes de 

Bonferroni, Student-Newman-Keuls e Dunnet, de acordo com cada procedimento 

e descrito em cada legenda em resultados. Para avaliar se houve diferença 

significativa entre os grupos, foi considerado o nível de significância de 5% (p < 

0,05).  
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Na análise da sobrevivência, os dados obtidos foram expressos 

graficamente pela curva de sobrevivência de Kaplan-Méier e os resultados 

comparados entre si pelo testes de Wilcoxon, Harrington-Fleming e Longrank. 
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4. Resultados 

 

 

4.1 Obtenção e caracterização da fração P1G10  

O látex liofilizado foi dissolvido em tampão de ativação e aplicado a 

uma coluna cromatográfica Sephadex G-10. A separação em dois picos bem 

definidos, P1G10 e P2G10 se fez a partir do perfil protéico (absorbância a 280 

nm), como representado na Figura 1. O pico P1G10 corresponde às frações 25 

a 42 e o P2G10 às frações 48 a 66. As frações que compõem o pico P1G10 

foram reunidas e submetidas à concentração e liofilização como descrito no 

item 3.2.1. De 15 g de látex aplicados na coluna, foram obtidos 4,23 g de 

P1G10, representando um rendimento de 28%. A atividade amidásica 

específica foi de 29,09 nM.min-1.mg-1 (item 3.2.3) e a quantidade de proteína 

total de 84,6 ± 1,60 % (medido conforme item 3.2.2).  

Para avaliação da composição protéica, foi realizada uma eletroforese 

em condições desnaturantes (Figura 2) onde a análise do gel mostrou a 

presença de um perfil eletroforético semelhante para as várias amostras de 

P1G10, com as principais bandas protéicas correspondendo a massas 

moleculares de 23 a 27kDa. Também observando a Figura 2, é possível 

verificar a manutenção do perfil protéico em amostras do látex de C. 

candamarcensis coletadas em diferentes momentos. 
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Figura 1: Perfil cromatográfico representativo do l átex ativado na coluna 
“Sephadex G-10”. A solução de látex ativado de C. candamarcensis foi aplicada em 
coluna “Sephadex G-10” e eluída com solução de acetato de sódio 1,0 M (pH 5,0), 
com fluxo de 0,25 mL/min. Frações de 5 mL foram coletadas para determinação do 
perfil protéico (absorbância a 280 nm) e atividade amidásica total, conforme descrito 
na metodologia (itens 3.2.1 e 3.2.3, respectivamente). 
 

 
Figura 2: Perfil eletroforético de diferentes amost ras de látex de C. 
candamarcensis e fração P1G10 em gel SDS/PAGE 12% em condições 
desnaturantes. Trinta microgramas de cada amostra foram aplicadas, sendo a corrida 
eletroforética e o gel corado por Coomassie blue G-250 conforme item 3.2.4. 
Canaletas 1 a 5, amostras de diferentes lotes de P1G10; canaletas 6 a 8, amostras de 
diferentes lotes de látex de C. candamarcensis; canaleta 9, padrão de peso molecular 
(10 µg de ovalbumina, 45 kDa; 10 µg de quimiotripsinogênio, 25 kDa e 10 µg de 
lisozima, 14,3 kDa) e canaleta 10, amostra de P2G10. 
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4.2 Avaliação da atividade antitumoral de P1G10 sob re carcinoma de 

Erhlich sólido  

Nessa avaliação, camundongas portadoras do tumor sólido de Ehrlich 

foram tratadas diariamente com a fração proteolítica, começando no 8º dia e 

estendendo-se até o 29º dia, após a inoculação das células. A atividade 

antitumoral foi mensurada pelas alterações no volume tumoral no decorrer do 

ensaio e pela massa ao final do experimento. A Figura 3 mostra que a 

administração de P1G10 na dose de 3 mg/kg causou uma diminuição do 

volume tumoral, a partir do 5º dia de tratamento (13º do experimento), sendo 

significativa apenas no 21º dia de tratamento (27 º do experimento). A redução 

observada foi de 42,2% (3 mg/kg, 942,45 ± 255,00 mm3 p < 0,05, Two Way 

ANOVA, pós teste Bonferroni) quando comparado ao grupo controle (1839 ± 

481,70 mm3). Os animais foram pesados a cada 48 horas para ajuste da 

concentração da solução não havendo diferenças significativas entre os grupos 

avaliados (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3. Avaliação do volume tumoral de animais po rtadores do tumor de 
Ehrlich sólido tratados com a fração P1G10. Camundongas Swiss, receberam 
inóculos de 5 X 106 células no flanco direito. Após 8 dias da inoculação, foi iniciado o 
tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 ou 5 mg/kg, sendo mantido por 29 dias. 
Durante todo o período de tratamento, o volume tumoral foi aferido a cada 48 h, 
utilizando paquímetro. Os resultados são apresentados como média ± e.p.m do 
volume tumoral de 10 animais, em função do tempo. * indica resultado 
significativamente diferente em relação ao controle, para p<0,05, Two Way ANOVA, 
seguido do pós teste de Bonferroni. 



  

58 
 

 

 

 

Ao final do tratamento (29° dia do experimento), os  animais foram 

sacrificados e seus tumores pesados. Na Figura 4, é possível verificar que a 

administração de P1G10 na doses de 1 ou 3 mg/kg reduziu a massa tumoral, 

entretanto, apenas na dose de 3 mg/kg, a redução foi significativa (68 %, 0.29 ± 

0,10 g, p< 0,05) em relação ao grupo controle (0,91 ± 0,12 g, One Way ANOVA, 

pós teste de Dunnet).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Avaliação da massa tumoral de animais por tadores do tumor de Ehrlich 
sólido e tratados com a fração P1G10. Camundongas Swiss receberam inóculo de 5 
X 106/100 µL de células no flanco direito. Após 8 dias da inoculação, foi iniciado o 
tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 ou 5 mg/kg, sendo mantido durante 21 dias. 
Ao final desse período, os animais foram sacrificados, seus tumores coletados e 
pesados. Os resultados são apresentados como média ± e.p.m da massa tumoral de 
10 animais. * indica resultado significativamente diferente em relação ao controle, para 
p <0,05 (One Way ANOVA, pós teste de Dunnet). 
 
 

4.3 Avaliação da atividade antitumoral em animais p ortadores do tumor de 

Ehrlich ascítico 

Para a avaliação da atividade antitumoral, camundongas Swiss 

receberam inóculo celular na densidade de 1x107/100 µL, i.p. e foram tratadas 
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com PBS ou P1G10 (1, 3 ou 5 mg/kg) por 10 dias, a partir do 3º dia do 

experimento. Ao término do tratamento os animais foram sacrificados e tiveram 

o líquido ascítico puncionado onde a celularidade foi mensurada. A Figura 5 

mostra que a administração de P1G10 causou uma diminuição da celularidade 

presente no líquido ascítico, sendo que na dose de 5 mg/kg, esta diferença foi 

estatísticamente diferente do grupo controle. O número total de células 

alcançado ao final do tratamento dos animais tratados com a dose de 5 mg/Kg 

foi de 6,31 ± 0,70 x 107 células/ mm3 (p < 0,05), representando um decréscimo 

de 40,2 %, quando comparado ao grupo controle (10,56 ± 1,13 x 107 

células/mm3, One Way ANOVA, pós teste de Dunnet). Os animais foram pesados 

a cada 48 horas para ajuste da concentração da solução não havendo 

diferenças significativas entre os grupos avaliados (dados não mostrados). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 5: Avaliação da atividade antitumoral da fra ção P1G10 contra carcinoma 
de Ehrlich ascítico. Camundongas Swiss foram inoculadas com 107/100 µL de 
células de carcinoma de Ehrlich na cavidade peritoneal. Após 3 dias da inoculação, os 
animais receberam o tratamento com salina (controle) ou P1G10 (1, 3 e 5 mg/kg) via 
s.c., sendo este continuado por 10 dias. Ao final do tratamento, os animais foram 
sacrificados e a celularidade do líquido ascítico, mensurada. Os resultados são 
mostrados como média ± e.p.m. do número de células/mm3 de 10 animais. *Indica 
resultado diferente estatisticamente do Controle, p < 0,05 (One Way ANOVA seguida 
de pós-teste Dunnet). 
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4.4 Avaliação do efeito de P1G10 sobre a sobrevivên cia de animais 

portadores de carcinoma ascítico de Ehrlich 

Na avaliação da sobrevida dos animais portadores do carcinoma de 

Ehrlich ascítico e tratados com P1G10, foi feita a observação e contagem dos 

óbitos durante 30 dias após a inoculação tumoral. Os dados obtidos foram 

expressos graficamente pela curva de sobrevivência de Kaplan-Méier e os 

resultados comparados entre si pelos testes de Wilcoxon, Harrington-Fleming e 

Longrank (Figura 6), quando é possível verificar que não aparecem diferenças 

significativas entre os grupos analisados. As 9 primeiras mortes ocorreram no 

17º dia, sendo 4 no grupo controle, 3 e 2 nos grupos tratados com P1G10 nas 

doses de 3 e 1 mg/kg, respectivamente. As demais mortes em todos os grupos 

foram gradativas, atingindo a totalidade no 30º dia. No entanto, ainda pelo 

gráfico, observamos uma maior sobrevida dos animais tratados com P1G10 5 

mg/kg, porém, como já mencionado, sem diferença estatística significativa. 

Nessa dose, o primeiro óbito foi registrado no 19º dia, dois dias após esses 

registrados nos demais grupos. A totalidade das mortes ocorreram no 23º, 27º 

e 30º dias nos grupos controle, 1, 3 e 5 mg/kg. 
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Figura 6: Representação gráfica segundo Kaplan-Méie r das curvas de 
sobrevivência dos grupos de animais inoculados com o carcinoma ascítico de 
Ehrlich e tratados com PBS (controle) ou P1G10 (1, 3, 5 mg/Kg).   Camundongas 
Swiss foram inoculadas com 107 células de carcinoma de Ehrlich, via i.p. O tratamento 
se iniciou 3 dias após a inoculação de células e perdurou por 10 dias, a partir de 
quando os animais foram mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas, água e 
ração ad libitum e os óbitos foram contabilizados diariamente. Para as análises 
estatísticas foram utilizados os testes de Longrank, Wilcoxon e Harrington-Fleming, 
sem diferença estatística, p= 0,519 teste de Longrank e p= 0,502 teste de Harrington-
Fleming. 
 
 
4.5 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio do Sal de Tetrazolium (MTT) 

 A citotoxicidade da fração proteolítica P1G10 foi avaliada sobre células 

de Carcinoma de Ehrlich, usando o método da metabolização do MTT. Os 

resultados dessa análise, mostrados na Figura 7A, indicam que a fração 

P1G10 apresentou uma atividade citotóxica significativa, dose dependente, 

sobre células de Ehrlich, sendo as inibições de viabilidade de 33, 47, 75 e 80% 

para as concentrações de 10-6, 10-5, 5 X 10-5 e 10-4 g/mL, respectivamente. 

Através da análise por regressão linear (Figura 7B), verificou-se que a fração 

exibiu um valor de IC50 de 6,9 µg/mL.  
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Figura 7. Avaliação in vitro do efeito citotóxico de P1G10 contra células 
carcinoma de Ehrlich.  Células de tumor de Ehrlich foram semeadas em placas de 96 
cavidades, na densidade de 1 x 106 células/100 µL/cavidade. Após 48 horas, foram 
expostas a diferentes concentrações de P1G10 (10-6 a 10-4 g/mL). Após 72 horas de 
exposição, foi feita a avaliação da viabilidade celular, pelo teste do MTT. No gráfico 
são mostrados os valores das densidades óticas (D.O.) obtidas para cada 
concentração (A). Seguindo-se a conversão dos dados (D.O.) para porcentagem de 
viabilidade em relação ao grupo controle (considerado 100% de viabilidade), foi 
realizada análise de regressão linear, a partir da qual foi determinada a IC50 (B). * 
Indica resultados significativos em relação ao grupo controle com p < 0,05 e *** para p 
< 0,001, One Way ANOVA com pós teste Bonferroni).  
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4.6 Contagem global e diferencial de leucócitos.  

Os resultados obtidos na contagem global e diferencial de leucócitos do 

sangue periférico de animais portadores de tumor de Ehrlich ascítico estão 

mostrados na Figura 8. Como se pode observar na Figura 8A no grupo controle 

tratado apenas com PBS houve uma redução do número de leucócitos (5,1 ± 

0,61 x 107 células/mL) em sangue periférico, em comparação ao grupo Naive 

(6,8 ± 0,34 x 107 células/mL). A administração de P1G10 promoveu um 

aumento significativo no número de leucócitos totais, nas doses de 1 (7,66 ± 

1,10 x 107 células/mL) e 3 mg/kg (7,92 ± 1,12 x 107 células/mL), em relação ao 

grupo controle (5,1 ± 0,61 x 107 células/mL - One Way ANOVA, pós teste de 

Dunnett), alcançando os níveis dos animais Naive. 

Pela contagem diferencial, observa-se que o tratamento com P1G10 

promoveu um aumento significativo de neutrófilos (Figura 8B), em relação ao 

grupo controle (27,87 ± 8,13 x 106 células/mm3, ANOVA, pós teste Dunnett), 

nos grupos tratados com 1 mg/kg (70,92 ± 7,60 x 106 células/mm3) e 3 mg/kg, 

(58,71 ± 11,33 x 106 células/mm3). Não foram observadas diferenças 

estatísticas significativas no número de linfócitos (Figura 8C), eosinófilos 

(Figura D), monócitos (Figura 8E) e basófilos (Figura 8F) entre os grupos 

avaliados. A dose de 1mg/kg levou a um aumento significante estatisticamente 

do número de precursores de neutrófilos (Figura 8G). 
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Figura 8. Determinação dos níveis de citocinas no s obrenadante do líquido 
ascítico de animais portadores do tumor de Ehrlich ascítico, tratados com a 
fraçáo proteolítica P1G10.  Efeito in vivo da injeção s.c de fração proteolítica obtida a 
partir do primeiro pico cromatográfico (P1G10) de C. candamarcensis sobre os níveis 
de VEGF (A), TNF-α (B), TGF-β1 fração total (C) e ativa (D) após 10 dias de 
tratamento. A dosagem foi realizada pelo método ELISA com o kit R&D Systems. O 
líquido ascítico de animais tratados por 10 dias foi coletado e o sobrenadante utilizado 
para a dosagem. Os resultados foram comparados com grupo tratado com PBS. Cada 
valor representa a média ± desvio padrão de todos os animais do grupo. *p < 0,05, **p 
< 0,001 ANOVA,  pós teste de Student Newman-Keuls. 
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4.7 Determinação do número de células da medula óss ea 

Após 10 dias de tratamento com PBS ou P1G10 (1 mg/kg), os animais 

portadores do tumor de Ehrlich foram sacrificados e tiveram os fêmures 

retirados para a aferição da quantidade de células presentes na medula óssea. 

A Figura 9 mostra que a administração de P1G10 causa uma diminuição desse 

número (2,8 ± 0,4 x 106 células/ mm3), sendo esta diferença estatisticamente 

significativa (p>0,05, teste t de Student, controle - 4,3 ± 0,7 x 106 células/mm3), 

representando um decréscimo de 34,9%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Efeito do tratamento com a fração P1G10 de C. candamarcensis sobre 
o número de células em medula óssea de camundongos portadores do 
carcinoma de Ehrlich ascítico.  Camundongas Swiss foram inoculadas com 1x107 
células na cavidade peritoneal. A partir do 3º dia, após a inoculação, os animais foram 
tratados com PBS ou P1G10 (1mg/kg), por via subcutânea. O tratamento durou 10 
dias, após os quais, os animais sacrificados e seus fêmures removidos para contagem 
de células presentes na medula óssea. Os resultados são mostrados como média ± 
e.p.m. do número de células x 106/mm3. * Indica resultado estatisticamente diferente 
do grupo controle, para p <0.05, ANOVA – pós teste de Student Newman-Keuls 
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4.8 Dosagens dos níveis das citocinas VEGF, TGF- ββββ e TNF-αααα. 

As dosagens das citocinas VEGF, TNF-α e TGF-β total e ativa foram 

feitas utilizando-se o sobrenadante obtido após a centrifugação do líquido 

ascítico dos animais portadores de carcinoma de Ehrlich, tratados por 10 dias 

com a fração P1G10.  

Quanto aos níveis de VEGF, como mostrado na Figura 10 A, houve um 

aumento destes nas camundongas tratadas com as doses de 3mg/kg (914,54 ± 

13,15 ρg/mL) e 5 mg/kg (931,98 ± 16,03 ρg/mL) de P1G10, o que foi 

significativamente maior (p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente) quando 

comparado ao grupo controle (838,68 ± 25,64 ρg/mL – ANOVA, pós teste 

Student Newman-Keuls). 

Já quanto aos níveis de TNF-α houve uma redução significativamente 

relevante e inversamente proporcional ao aumento de VEGF (Figura 10 B). Nos 

animais tratados com as doses de 3 e 5 mg/kg, observaram-se reduções de 

34,8% (22,30 ± 2,78, p < 0,05) e 52,4% (16,28 ± 3,60, p < 0,01), 

respectivamente, em relação ao controle (34,24 ± 3,19 – ANOVA, pós teste 

Student Newman Keuls). Na figura 10 C, podemos observar que para os níveis 

de TGF-β1 total não houve diferença entre os grupos tratados e o controle, 

porém quando realizamos as dosagem da fração ativa do TGF-β1 (Figura 10D), 

houve um aumento significativo, de 12,2%, no grupo tratado com a dose de 5 

mg/kg (108,13± 4,39 pg/mL), quando comparado ao grupo controle (96,34 ± 

4,18 pg/mL, p< 0,05, ANOVA, pós teste Student Newman Keuls). 
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Figura 10: Determinação dos níveis de citocinas no sobrenadante do líquido 
ascítico de animais portadores do tumor de Ehrlich ascítico, tratados com a 
fraçáo proteolítica P1G10.  Efeito in vivo da injeção s.c de fração proteolítica obtida a 
partir do primeiro pico cromatográfico (P1G10) de C. candamarcensis sobre os níveis 
de VEGF (A), TNF-α (B), TGF-β1 fração total (C) e ativa (D) após 10 dias de 
tratamento. A dosagem foi realizada pelo método ELISA com o kit R&D Systems. O 
líquido ascítico de animais tratados por 10 dias foi coletado e o sobrenadante utilizado 
para a dosagem. Os resultados foram comparados com grupo tratado com PBS. Cada 
valor representa a média ± desvio padrão de todos os animais do grupo. *p < 0,05, **p 
< 0,001 ANOVA,  pós teste de Student Newman-Keuls.  
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4.9 Avaliação do efeito de P1G10 sobre a resposta h umoral de animais 

portadores de carcinoma de Ehrlich ascítico 

A resposta humoral foi avaliada pela dosagem de IgM e IgG através da 

reação de ELISA, em soro de animais tratados durante 11 dias com P1G10 e 

imunizados com a suspensão de hemácias de carneiro íntegras em densidade 

padronizada (SRBC). Os resultados deste ensaio estão apresentados na 

Figura 11, onde se pode verificar que neste estudo de fase aguda, os níveis de 

IgM e IgG dos animais tratados com P1G10 não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa em comparação com seus respectivos controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Determinação imunoenzimática de IgM (A) e IgG (B) em animais 
portadores do carcinoma de Ehrlich tratados com a f ração P1G10.  A dosagem de 
IgM e IgG foi realizada pelo método ELISA e a leitura obtida 492 nm. OS soroS dos 
animais tratados (P1G10 1mg/kg e 5mg/kg) e imunizados (SRBC) foram coletados e 
utilizados para a dosagem de IgM e IgG na diluição de 1:25. Os resultados foram 
comparados entre os grupos imunizados e tratados com PBS. Cada valor representa a 
absorvância média ± e.p.m. (n=35) de todos os animais do grupo (ANOVA, pós teste 
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de Newman-Keuls). SRBC- suspensão de hemácias de carneiro íntegras em 
densidade padronizada. 
 

 

4.10 Avaliação da atividade proliferativa de P1G10 sobre linfócitos obtidos 

de baços de animais portadores de carcinoma de Ehrl ich ascítico 

 

Os animais portadores de tumor ascítico foram tratados por 11 dias com 

P1G10 (1 e 5 mg/kg), sendo sacrificados e seus baços retirados para a 

obtenção de linfócitos. Essas células foram submetidas ao tratamento in vitro 

com Concanavalina A (40 µg/mL) ou P1G10 (10 µg/mL) + Concanavalina A (40 

µg/mL) e tiveram a viabilidade medida pelo ensaio do MTT. No grupo de 

animais que recebeu P1G10 na dose de 1 mg/Kg, não se observou diferença 

estatisticamente significativa. Entretanto, o grupo de animais que recebeu 

P1G10 na dose de 5mg/kg e foi estimulado com o mitógeno e a fração P1G10 

apresentou uma densidade óptica média de 0,42 ± 0,01, o que foi 

significativamente maior quando comparado ao grupo controle que apresentou 

densidade óptica média de 0,36 ± 0,01 (Concanavalina A) (Figura 12). 
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Figura 12: Avaliação da resposta proliferativa de P 1G10 sobre linfócitos 

esplênicos de animais portadores do carcinoma de Eh rlich tratados com fração 

proteolítica . Após 14 dias de tratamento (1 ou 5 mg/kg) os animais foram sacrificados 

e os baços foram retirados. Os linfócitos esplênicos foram incubados em triplicata por 

72 horas com  Concanavalina A (40 µg/mL) e com ou sem P1G10 (10 µg/mL) em meio 

RPMI-1640. A medida foi realizada pelo método do MTT. Os resultados dos grupos 

que receberam P1G10 e Concanavalina A, in vitro, foram comparados com os 

respectivos grupos que receberam apenas Concanavalina A. Cada valor representa a 

média ± e.p.m. (ANOVA, pós teste de Newman-Keuls). D.O= densidade óptica, PBS = 

phosphate buffered saline; P1 = P1G1010 µg/mL; CNV= Concanavalina A 40 µg/mL. 

 

 

4.11 Avaliação da atividade antitumoral em animais portadores do tumor 

de Ehrlich em sua forma ascítica quando estes são p ré tratados com a 

fração P1G10 

 

Nesta avaliação, os animais foram pré-tratados por 10 dias (1 ou 5 

mg/kg) e, então, receberam inóculo celular na densidade de 107/100 µL, via i.p. 

Após 10 dias da inoculação, os animais foram sacrificados e o líquido ascítico 

puncionado, para medida da celularidade. A Figura 13 mostra que a 

administração de P1G10 causa uma diminuição da celularidade presente no 

líquido ascítico, sendo esta diferença estatisticamente significativa para ambas 

as doses. O número de células dos camundongos pré tratados com 1 e 5 
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mg/kg foi de 11,14 ± 0,5 (p<0,001, redução de 21,93%) e 10,64 ± 0,33 x 107 

(p<0,001, redução de 25,44%) células/ mm3, respectivamente, sendo o do 

grupo controle tratado com PBS de 14,27 ± 0,67 x 107 células/mm3 (ANOVA, 

pós teste de Bonferroni).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Efeito do pré-tratamento com fração P1G1 0 sobre o número de células 
tumorais de animais portadores de carcinoma de Ehrl ich ascítico. Camundongas 
Swiss foram submetidas ao pré-tratamento com PBS ou P1G10 (1 e 5 mg/kg) por 10 
dias antes da inoculação de células de carcinoma de Ehrlich 107 células/100µL, i.p.. 
Após a inoculação foi aguardado um período de 10 dias sem tratamento para o 
desenvolvimento do tumor. A quantidade de células foi mensurada após os 20 dias do 
início do experimento. Cada coluna representa a média ± e.p.m. de n =30. *** Indica 
resultado estatisticamente diferente do grupo controle com p < 0,001 (ANOVA, pós 
teste de Bonferroni). 
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 5. Discussão 

Nós recentemente demonstramos, in vivo, a eficácia antitumoral da 

fração P1G10 evidenciada pela redução da massa tumoral em modelo de 

melanoma murino B16F1 e pela redução do percentual de ocorrência e do 

número de pontos de metástase em modelo metastático B16F10, com aumento 

do tempo de sobrevivência para ambos os modelos (FIGUEIREDO, 2009). 

Considerando que outras cisteíno proteases e em particular a bromelina, vem 

demonstrando atividades antiinflamatória, antitumoral e imunológica (BEUTH et 

al., 2008), nos interessamos em examinar os efeitos antitumorais e os sobre o 

sistema imune de P1G10, de forma a tentar elucidar seu mecanismo de ação, 

com essa finalidade foi escolhido o carcinoma de Ehrlich ascítico, que é 

descrito como um modelo tumoral que causa alterações no sistema imune do 

hospedeiro (YASUHIRA, 1966; SOEDA, 1967; OKUBO, 1971; JAKÓBISIAK et 

al., 1982; OLINESCU et al., 1983; ATTIA et al., 2008 MANDAL e PODDAR, 

2008). 

Neste estudo nós avaliamos as atividades antitumoral e 

imunomodulatória de P1G10 sobre camundongos portadores do carcinoma de 

Ehrlich. Inicialmente, foram obtidas e caracterizadas amostras de P1G10. Os 

resultados ilustrados nas Figuras 1 e 2 mostram que a fração recuperada após 

a separação cromatográfica foi essencialmente de P1G10. Como observado na 

Figura 1, houve a separação nítida em dois picos de acordo com o perfil 

protéico, P1G10 e P2G10. As separações cromatográficas foram feitas em 

diferentes amostras e com látex colhidos em diferentes períodos, sendo 

observada a manutenção dos perfis eletroforéticos em gel SDS/PAGE, com as 

principais bandas protéicas de variando de 23 a 27 kDa (Figura 2). Esses 

resultados indicam que o método de separação cromatográfica utilizado é 

reprodutível e que a manutenção da constituição protéica independe de fatores 

como a época de colheita do látex e tempo de armazenamento das amostras. 

Dessa forma, separamos um lote de P1G10 com quantidade suficiente para 

desenvolver o presente estudo (4,23 g). 

Nas avaliações de atividade antitumoral de P1G10 em variações do 

modelo de tumor de Ehrlich, nossos resultados revelaram uma significante 



 

73 
 

redução em volume e massa para a forma sólida (3 mg/kg, s.c.) e em 

celularidade para a forma ascítica (5 mg/kg, s.c.) (Figuras 3, 4 e 5 ).  

Está descrito que cisteíno proteases endógenas que são expressas e 

reguladas em microambientes definidos, com respostas complementares e 

frequentemente contraditórias, dependem do sistema biológico examinado e, 

geralmente, estimulam a angiogênese e crescimento tumoral. Quando advém 

de uma fonte exógena, e são administradas as cisteíno proteases tem diversas 

atividades farmacológicas e contraditoriamente exibem atividades antitumorais 

(GUIMARÃES-FERREIRA et al., 2007).  

A administração de extrato de plantas com alta concentração de 

enzimas proteolíticas com diferentes finalidades terapêuticas é originária da 

medicina tradicional das Américas Central e do Sul (LEIPNER e SALLER, 

2006). Outras enzimas proteolíticas de origem vegetal tal como, a papaína, a 

bromelina e a fastuosaina, já demonstraram atividade antitumoral. A bromelina 

mostrou eficácia antimetastática, e inibiu o crescimento e invasão de células 

tumorais em doses que variaram entre 12 e 50 mg/kg (METZIG et al., 1999; 

TYSNES et al., 2001; BAEZ et al., 2007) em diferentes modelos tumorais. A 

fastuosaina demonstrou atividade in vivo e in vitro contra melanoma murino 

(GUIMARÃES-FERREIRA et al., 2007) e o efeito protetor da papaína, sozinha 

ou associada com a tripsina e quimiotripsina, contra melanoma, também já foi 

descrito (BELLELLI et al., 1990; WALD et al., 1998). Porém, o mecanismo 

envolvido nessa proteção contra o câncer, ainda é pouco compreendido. 

Quanto à medida de sobrevivência de camundongas portadoras do 

tumor de Ehrlich ascítico, no grupo tratado com 5 mg/kg de P1G10 foi 

observada uma maior sobrevida não havendo mortes até o 19º dia enquanto 

que, nos demais grupos as mortes tiveram início no 17º dia. No entanto, esse 

aumento de sobrevida não foi estatisticamente significante. O tratamento com 

bromelina levou a um aumento significativo do tempo de sobrevida de 

camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich, sendo que os autores 

atribuem esse efeito a redução do crescimento tumoral (BAEZ et al., 2007). O 

fato de observarmos atividade antitumoral sobre tumor de Ehrlich, tanto em 

tumor sólido quanto ascítico, e não constatarmos um aumento significativo de 

sobrevida nos animais com tumor ascítico tratados com P1G10 pode não ter 

ocorrido em função das condições experimentais. Nos protocolos descritos na 
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literatura podemos encontrar a administração intraperitoneal de células 

tumorais variando entre 1x106 e 5x106/animal (SAAD-HOSSNE et al., 2003; 

ASSIS et al., 2007). No estudo de sobrevida foram administradas 1x107células/ 

animal, o que pode ter sido motivo para um desenvolvimento mais agressivo do 

tumor e, portanto, inviabilizar a observação de alguma alteração na sobrevida 

dos animais. Em especial, ao compararmos nosso resultado com o encontrado 

por BAEZ et al. (2007), que utilizaram o tratamento com bromelina, salientamos 

que a via utilizada foi a intraperitoneal, ou seja, a protease esteve em contato 

direto com as células tumorais, diferentemente de P1G10 que foi administrada 

por via subcutânea. Por outro lado, resultados do nosso grupo de pesquisa 

mostram que P1G10 (5 mg/kg) sobre modelos de melanoma metastático 

(B16F10) e não metastático (B16F1) produz significativo aumento de sobrevida 

de camundongos C57BL6, assim como descrito por WALD et al., (2001) que 

demonstraram o aumento do tempo de sobrevivência para camundongos 

C57Bl6 portadores de melanoma B16F10 tratados com a mistura enzimática 

(tripsina, quimiotripsina e papaína). 

Diversas espécies da família das Caricaceae, tem sido utilizadas contra 

uma variedade de enfermidades como úlcera gástrica (MELLO et al., 2008) 

queimaduras (GOMES et al., 2010) e malária (MUNOZ et al., 2000), dentre 

outras. Existem alguns estudos que trazem a utilização de produtos de Carica 

papaya na terapia do câncer, porém não tem sido descrito o efeito inibitório 

sobre tumores de qualquer outro membro da família Caricaceae. 

A partir da constatação da atividade antitumoral da fração P1G10 no 

modelo em estudo, seguimos na tentativa de demonstrar possíveis 

mecanismos de ação. P1G10 teve a atividade citotóxica mensurada pelo 

método de MTT, sendo determinada uma IC50 de 6,9 µg/mL sobre a cultura 

das células do carcinoma de Ehrlich (Figura 7). De acordo com RIESER et al., 

(1996), para extratos de plantas não purificados, os valores de IC50 inferiores a 

20 µg/mL são considerados ativos, enquanto que para compostos puros, estes 

valores devem ser inferiores a 4 µg/mL (aproximadamente 10-6 M). Levando em 

conta essas referências, podemos indicar uma importante atividade citotóxica 

de P1G10, considerando que esta amostra não é um composto puro. Dados de 

literatura mostram que a bromelina também apresentou valor de IC50 dentro da 

faixa estabelecida para agentes citotóxicos sobre células de adenocarcinoma 
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mamário (16 µg/mL) (BAEZ et al., 2007). Porém, o mesmo não ocorreu sobre 

as linhagens de melanoma B16F10 e Ehrlich, cujos valores de IC50 foram 

maiores que 31 µg/mL (BAEZ et al., 2007). Por outro lado, estudos anteriores 

sobre linhagens de melanomas murinos não metastático (B16F1) e metastático 

(B16F10) mostraram que o efeito antitumoral e antimetastático, 

respectivamente, de P1G10, provavelmente, não advém da sua atividade 

citotóxica, uma vez que a IC50 determinada foi de aproximadamente 30 µg/mL. 

Assim, nossos resultados sugerem a participação da citotoxicidade como um 

dos mecanismos de ação de P1G10 sobre o tumor de Ehrlich, não descartando 

a possibilidade de existirem outros mecanismos envolvidos. 

Uma variedade de substâncias, como polissacarídeos, lectinas, 

peptídeos, saponinas, óleos e outras, oriundas de plantas foram descritas 

como capazes de estimular o sistema imune, apresentando atividade 

imunomoduladora (DAVIS e KUTTAN, 2000). Para avaliar os efeitos sobre o 

complexo e dinâmico sistema imune, é necessário a utilização de métodos 

padronizados e seguros, estudos que antes eram realizados somente pela 

histopatologia dos órgãos linfóides (KAWABATA, 1995), atualmente são 

realizados através da resposta linfoproliferativa (resposta celular) e pela 

determinação de anticorpos específicos (resposta humoral) (HERZYK e GORE, 

2004). A avaliação da resposta celular e humoral é sugerida  pelo FDA (Food 

and Drugs Administration, USA), por possuir maior valor preditivo à toxicidade 

humana que as metodologias anteriormente utilizadas (OLSON et al., 2000).  

A resposta imune humoral foi aqui avaliada através da determinação 

imunoenzimática dos níveis das imunoglobulinas IgM e IgG, em estudo agudo, 

após a estimulação do sistema imune com hemácias de carneiro (SRBC) e 

administração de P1G10 em um protocolo que durou 15 dias  (Figura 11). 

Avaliações de imunização de animais com suspensão de hemácias de carneiro 

íntegras em concentração padronizada são amplamente descritas na literatura 

(VAN LOVEREN et al., 1991; KUTTAN et al., 1992; TEMPLE et al., 1993; 

ZIAUDIDIN et al., 1993; JAFARZADEH et al., 2009; HANIEH et al., 2010; 

WHITE et al., 2010). 

Neste estudo, a imunização foi constatada pelo aumento dos níveis de 

IgM, no entanto, não foi observada diferença estatisticamente significante entre 

os diferentes grupos de animais (SRBC,  P1G10 1mg/kg+SRBC, P1G10 
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5mg/kg+SRBC) , portadores de tumor imunizados e tratados com P1G10. Os 

níveis de IgG, por sua vez, não foram suficientes para se verificar qualquer 

alteração em relação ao estímulo utilizado o que pode ser justificado pela 

cinética da produção entre as classes de imunoglobulinas. A produção de IgM  

pode ser detectada nos primeiros dias após o estímulo, enquanto que a IgG 

somente apresentaria níveis detectáveis após este período. (KOGANEI et al., 

2007). O estudo de fase crônica (30 dias) não foi realizado, porque, as 

primeiras mortes ocorreram no 17º dia, nos grupo controle, e nos grupos 

tratados com P1G10 nas doses de 3 e 1 mg/kg (Figura 6), então ao final de 30 

dias correríamos o risco de não haver animais sobreviventes para esta 

avaliação.   

O modelo de imunização com hemácias de carneiro, como já 

comentado, é amplamente utilizado na avaliação da resposta humoral tendo se 

mostrado eficaz. Como exemplo, podemos citar o trabalho de 

PRATHEESHKUMAR e KUTTAN (2010) e de HAINEH et al. (2010), que 

detectaram atividade estimulatória utilizando o extrato metanólico da Vernonia 

cinera O. Hoffm. 1988 e o outro utilizando suplemento a dieta de aves com 

Ipomoea batatas Lamarck 1808, enquanto que, JAFARZADEH et al. (2009) 

comprovou que a saliva exposta a fumaça do cigarro tem profundo efeito 

imunossupressor. Todos utilizando as mesmas técnicas utilizadas neste 

estudo. 

Conforme resultado da resposta linfoproliferativa apresentado na 

Figura 12, se observa que naqueles grupos tratados com P1G10 e que 

receberam Concanavalina A, houve alteração significativa, somente no grupo 

de animais tratados com a dose de 5 mg/Kg. Portanto, embora a fração P1G10 

não exerça influência na resposta imunológica humoral na fase aguda, ela 

parece interferir na resposta imunológica celular. Resultados similares já foram 

descritos utilizando extrato de Viscum album Linnaeus 1753 (KUTTAN e 

KUTTAN, 1992), que estimulou a imunidade em animais normais e portadores 

de tumor. KUMAR et al. (1994) descreveu uma atividade imunoestimulatória de 

uma preparação herbal usada por populações orientais, em animais portadores 

de tumores.  

Na literatura são descritas proteases como capazes de estimular a 

proliferação celular em mamíferos. A trombina e a tripsina, serino proteases, 
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são exemplos de estimuladores de proliferação celular através da ativação dos 

receptores PARs (Proteinases Activated Receptors) que levam a ativação da 

via das MAP quinases (KAWABATA, 2003). O estímulo desta via por cisteíno 

proteases não pertencentes a mamíferos, já foi descrito. A gingipaína, uma 

cisteíno protease sintetizada pela bactéria Porphyromonas gingivalis, 

considerada como uma das principais causadoras de periodontite, é capaz de 

induzir as células epiteliais locais a liberarem a interleucina pró-inflamatória IL-

6, num processo dependente da clivagem de PAR-1 e PAR-2 com a ativação 

de MAP-quinases (LOURBAKOS et al., 2001). 

Estudos anteriores do grupo, com proteases purificadas a partir da 

fração P1G10, apresentaram atividade mitogênica sobre fibroblastos L929 

através da ativação de ERK-2, mostrando a participação da via das MAP-

quinases neste efeito (GOMES et al., 2005). Outra possibilidade seria a 

atuação direta das proteases em receptores de fatores de crescimento, tais 

como os de EGF e de PDGF. Estes receptores também podem ser ativados via 

MAP-quinases e exercer assim a modulação de genes ligados à proliferação 

celular. A presença de EGF em plantas não foi documentada, porém em um 

trabalho foi descrita a presença de receptor transmembrânico para EGF em 

Rabidopsis thaliana (KOHORN et al., 1992), abrindo precedentes para a 

presença de fatores de crescimento similares ao EGF em plantas.  

Explorando as atividades imunomodulatórias de P1G10, foi avaliado 

ainda, o quantitativo de células na medula óssea e no sangue periférico 

(leucócitos), assim como, a análise diferencial deste último em animais 

portadores do tumor de Ehrlich. Após 10 dias de desenvolvimento do 

carcinoma ascítico de Ehrlich, houve uma redução do número de leucócitos no 

sangue periférico, corroborando com os resultados de PARHAR e LALA (1985, 

1988), NELSON e colaboradores (1990), PARKER e PRAGNELL (1995). A 

administração de P1G10 (1 ou 3 mg/kg) em animais portadores de tumor fez 

com que o número de leucócitos circulantes voltasse aos níveis dos animais 

sem tumor e sem tratamento (Figura 8). Esses resultados sugerem uma 

atividade moduladora de P1G10 sobre a quantidade de leucócitos na 

circulação, seja pela manutenção desse número ou pelo aumento da liberação 

das células pela medula. Em paralelo, os animais portadores de tumor e 

tratados com P1G10 (1 mg/kg) tiveram uma redução estatisticamente 
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significativa no número de células da medula óssea, (Figura 9). Essa 

modulação na quantidade de células da medula óssea corrobora com o acima 

proposto sobre a quantidade de leucócitos na circulação. Diversos estudos têm 

demonstrado efeitos sobre a medula óssea de camundongos inoculados com 

tumor ascítico de Ehrlich e tratados com extratos de diferentes plantas e 

compostos (Chlorella vulgaris, Pluchea quitoc e titanocenos) (QUEIROZ et al., 

2001; ZIAUDIDIN et al., 1971; YMOORE et al., 1992). O extrato de W. 

somnifera, uma planta bastante usada na medicina tradicional da Índia foi 

capaz de aumentar a contagem de células sanguíneas e da medula óssea, 

aumentando a estimulação da atividade fagocitária de macrófagos, indicando 

atividade estimuladora desse extrato sobre o sistema hematopoético 

(AGARWAL et al., 1999; DAVIS e KUTTAN, 2000). Por outro lado, 

diferentemente do observado com P1G10, a literatura descreve que as 

substâncias que aumentam a quantidade de leucócitos também aumentam a 

quantidade de células em medula óssea (DAVIS e KUTTAN, 1998; DAVIS e 

KUTTAN, 2000; RASOOLA e VARALAKSHMI, 2006). 

Contudo, na dose de 5mg/kg observou-se a atividade antitumoral sem 

qualquer efeito sobre o número de leucócitos (Figuras 5 e 8). Isso nos dá 

subsídios para descrever dois efeitos independentes, sendo um a atividade 

moduladora da quantidade de leucócitos na circulação e outro, a atividade 

citotóxica propriamente dita. Vale salientar que o modelo animal de tumor 

ascítico oferece limitações quanto ao tempo de tratamento, que no caso da 

avaliação da atividade antitumoral, fica restrito a 10 dias, considerando a 

totalidade dos animais vivos. Nesse período, é possível que na dose de 5 

mg/kg de P1G10 a ação citotóxica prevaleça e que nas doses menores (1 e 3 

mg/kg) somente se observe a atividade de reversão da leucopenia provocada 

pelo carcinoma de Ehrlich. Podemos supor que se o período de tratamento 

fosse maior, teríamos uma atividade antitumoral também nessas últimas doses, 

por um efeito citotóxico cumulativo e ou através da estimulação do sistema 

imune celular. 

Na continuidade do estudo da capacidade imunomodulatória de P1G10, 

nossos resultados demonstram que o tratamento com a fração levou a 

alteração da produção de diversas citocinas. Houve uma significante redução 

dos níveis plasmáticos de TNF-α , um aumento expressivo de VEGF e TGF-β 
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fração ativa. O TNF-α é uma citocina expressa por células envolvidas com o 

processo inflamatório (neutrófilos, linfócitos ativados, células “natural killer” 

(NK), células endoteliais, mastócitos e macrófagos) que sabidamente possui 

uma potente atividade antitumoral (BARON, et al., 1991; CHA et al., 1999; 

BORISH et al., 2003) e age sinergicamente sobre as células cancerosas via 

efeitos necróticos e apoptóticos (SASAGAWA et al., 2000; SUK et al., 2001). 

Os níveis séricos de TNF-α se apresentam aumentados em casos de severa 

caquexia, infecções crônicas e estágios avançados de câncer (BORISH et al., 

2003). Ao contrário do que poderíamos imaginar, em função de sua atividade 

antitumoral, a nossa fração promoveu a diminuição dos níveis de TNF-α (Figura 

10B). Acreditamos que a eficácia antitumoral/citotóxica no grupo de animais 

tratados com a dose de 5 mg/Kg provocou a redução dos níveis de TNF-α ou 

que a fração P1G10 também teria uma ação antiinflamatória, sendo essa última 

hipótese reforçada pelo aumento do TGF-β fração ativa.  

O TGF-β é sabidamente uma citocina imunossupressiva já que exerce 

um efeito inibitório sobre linfócitos B, linfócitos T-auxiliares e linfócitos 

citotóxicos, além de inibir a secreção de imunoglobulinas por linfócitos B e a 

citotoxicidade de fagócitos mononucleares e células natural killer (NK) 

(BORISH e STEINKE, 2006).   

A dose de 5 mg/Kg foi capaz de atuar na ativação do TGF-β, (Figura 

10D) e contraditoriamente, a mesma dose provocou uma aumento na atividade 

de linfócitos (Figura 12). O TGF-β tem múltiplos efeitos sobre uma grande 

variedade de tipos celulares, sendo esses efeitos essenciais para a 

homeostasia e para seus efeitos promotores e inibidores do crescimento 

tumoral (BORISH et al., 2003; BOLLARD e ROONEY, 2008). O sucesso do 

desenvolvimento do tumor se deve a sua capacidade de se evadir da atividade 

antiproliferativa do TGF-β, e de se aproveitar de sua capacidade inibitória sobre 

as células mediadoras da imunidade e de seu efeito estimulatório sobre as 

células estromais do tumor e angiogênese (BOLLARD e ROONEY, 2008). A 

terapia oral com enzimas proteolíticas, uma mistura que contém papaína, 

bromelina, tripsina e quimiotripsina, reduz os níveis de TGF-β, sendo esse em 

parte seu mecanismo de ação antitumoral (DESSES  et al., 2001; PACZEK et 

al., 2001). Todavia, o tratamento com P1G10, também uma mistura enzimática, 

não causou redução dos níveis de TGF-β, (Figura 10C) e ainda estimulou a 
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ativação do mesmo (Figura 10D). Fisiologicamente a ativação do TGF-β 

acontece pela a ação de enzimas proteolíticas, as metaloproteinases 

(TAYLOR, 2009), talvez a ativação do TGF-β observada em nossos ensaios 

seja por uma influência de P1G10, já que a mesma se trata de uma mistura 

enzimática com ação proteolítica. 

O VEGF é um mitógeno e fator de crescimento específico de células 

endoteliais que atua na regulação da proliferação, diferenciação e crescimento 

vascular. É considerada uma molécula chave na formação de novos vasos 

sanguíneos e, crescimento e organização do leito vascular (FERRARA, 2000; 

TOI et al., 2001). O aumento da expressão de VEGF está intimamente 

relacionado com o aumento da densidade dos microvasos (SENGER et al., 

1982). No modelo ascítico de Ehrlich, o VEGF desempenha papel fundamental 

no acúmulo de fluido e crescimento da ascite tumoral (TEIXEIRA et al., 2006; 

FERREIRA et al., 2007). Pela secreção de VEGF o tumor ascítico aumenta a 

permeabilidade de microvasos preexistentes, que revestem a cavidade 

peritoneal, para estimular a progressão tumoral por meio da formação da ascite 

(NAGY et al., 1995). A inibição do acúmulo de fluido, crescimento tumoral e 

redução da densidade de microvasos pela neutralização do VEGF, já foram 

demonstrados (KIM et al., 1993; BORGSTROM et al., 1996; MESIANO et al., 

1998) sublinhando a importância do VEGF nesse processo. Contudo, nossos 

resultados mostraram um aumento dos níveis de VEGF inversamente 

proporcional à atividade antitumoral.  

Já foi descrito que os neutrófilos podem secretar o VEGF (GAUDRY et 

al., 1997; TAICHMAN et al., 1997; WEBB et al., 1998), assim o aumento deste 

fator de crescimento ocasionado pelo tratamento com P1G10 poderia ser 

devido ao aumento dos leucócitos circulantes, principalmente neutrófilos, 

observado nas doses de 1 e 3 mg/kg. No entanto, na dose de 5 mg/kg, em que 

também se observa um aumento dos níveis de VEGF, não foi observado um 

aumento do número de leucócitos circulantes. Considerando que o VEGF 

também provoca aumento da permeabilidade vascular (TAMMELA et al., 2005) 

podemos hipotetizar que, com a dose de 5mg/kg poderia ter ocorrido aumento 

do número de leucócitos circulantes que, por meio da liberação do VEGF e 

aumento da permeabilidade vascular ocasionada por este, extravasaram para o 

peritônio, o que poderia ter impedido a constatação de seu aumento em 
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sangue periférico. Portanto, a eficácia antitumoral nos animais portadores do 

carcinoma de Ehrlich e tratados com a dose de 5mg/Kg e o não aumento de 

leucócitos periféricos nessa dose, poderia estar relacionado ao fato da nossa 

fração estimular o acúmulo de leucócitos no sítio de desenvolvimento tumoral, 

via VEGF.  

Recentemente tem sido avaliado o papel que o sistema imune 

desempenha na progressão ou bloqueio do desenvolvimento tumoral (UENO et 

al., 2007). Tem sido proposto que a resposta sistêmica ao tumor deveria elevar 

os níveis de leucócitos (JILMA et al., 1999), resposta esta que pode ser inibida 

pelo tumor (KAPOOR et al., 2005; TAN et al., 2008), e que a presença de 

linfócitos pode ser importante na resposta antitumoral (IMAGAWA et al., 2004) 

Considerando que a nossa fração aumentou a quantidade de 

leucócitos circulantes, na presença do tumor que a mesma provocou um 

estímulo da proliferação de linfócitos e modulação dos níveis de citocinas, 

podemos sugerir uma modulação do sistema imune pela ação da fração do 

látex de C. candamarcensis de maneira que favoreceria a eliminação do tumor. 

Baseado nessa premissa, e considerando que o estabelecimento do tumor é 

decorrente de uma falha na imunidade inata/celular, pré-tratamos por 10 dias 

os animais com a fração com a intenção de melhorar ou aumentar a sua 

imunidade e, então, inoculamos o tumor ascítico, imaginado que a fração 

potencializaria a capacidade do sistema imune de reconhecer e inibir o 

processo neoplásico. Ambas as doses estudadas (1 e 5 mg/kg) apresentaram 

atividade antitumoral mais significativa que no pós tratamento, corroborando 

com a proposta de que a modulação do sistema imune possa ser, pelo menos, 

uma das formas de ação de P1G10 como agente antitumoral.  
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6. Conclusão 

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o tratamento 

com P1G10 em camundongas portadores do carcinoma de Ehrlich apesar de 

não estimular a imunidade humoral, apresenta uma provável ação sobre a 

imunidade celular já que tem uma ação sobre os níveis de citocinas e promove 

a proliferação de linfócitos e eleva os níveis de leucócitos circulantes, além 

disso apresentou citoxicidade, reduziu a massa, volume e a celularidade em 

modelos de carcinoma de Ehrlich, indicando que P1G10 poderia ser um agente 

antitumoral com propriedades imunomodulatórias. 
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