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O Ser humano é parte de um todo chamado por nés de 'universo', uma parte
limitada no tempo e no espaco. Ele experiencia a si mesmo, seus
pensamentos e sentimentos, como alguma coisa separada do resto - uma
espécie de iluséo de o6tica de sua consciéncia. Essa ilusdo é uma espécie de
prisdo para noés, restringindo-nos aos nossos desejos pessoais e a afeicdo
por umas poucas pessoas proximas. Nossa tarefa deve ser a de nos
libertarmos dessa prisdo alargando nossos ciclos de compaixao para
envolver todas as criaturas vivas e o todo da natureza em sua beleza.
(SAMTEN, 2008, p. 50).



RESUMO

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) apresenta substancias com propriedades
bioativas importantes no combate ao cancer de mama e a inflamagdes. O cancer de
mama é o mais comum em mulheres no mundo e o0s processos inflamatorios sao
bastante recorrentes nos individuos, por se tratar de uma resposta natural do
organismo as infec¢des ou lesbes. O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial
anti-inflamatorio, antitumoral e antimetastatico do extrato de sorghum bicolor L.
Moench. O extrato de sorgo foi obtido através dos gréos processados e a andlise
fitoquimica foi realizada através de GCMS e UPLC-MS. A toxicidade do extrato foi
avaliada através do ensaio de Artemia salina e de viabilidade celular por meio do
método de suforrodomina B (SRB) em linhagens de células saudaveis CHO e tumorais
4T1. Para a avaliacdo antitumoral, foi realizada previamente a determinacéo da dose
letal (DLso) e posteriormente a analise antitumoral em linhagens de tumor de mama
triplo negativo 4T1 em camundongos Balb/c (Mus musculus). A avaliagdo anti-
inflamatoria foi realizada por meio do método do edema de pata induzido por
carragenina em camundongos Swiis (Mus musculus) e a andlise antimetastatica do
tumor de mama 4T1 foi obtida através de imagens em microSPECT/CT. Nos
resultados da analise através de GCMS o extrato de sorgo apresentou compostos
fendlicos como os acidos pentadecanoico, hexadecanoico, octadecanoico, 9,12-acido
octadecadienoico (Z,2)- e is-11-4cido eicosenoico. Na analise por UPLC-MS o extrato
apresentou flavonoides como luteolina e kaempferol. O extrato apresentou toxicidade
moderada no ensaio de Artemia salina de 476.9 ug/mL e foi possivel determinar o ICso
em linhagens de células saudaveis CHO e tumorais 4T1. No tempo de tratamento de
48 h 0 ICs0 em linhagens CHO foi de179.2 e em linhagens 4T1 foi de 234.3 mg/mL, ja
no tempo de tratamento de 72 h o ICso em linhagens CHO foi de 116.9 e em linhagens
4T1 foi de 264 mg/mL. O extrato de sorgo ndo apresentou atividade antitumoral no
ensaio in vivo, no tumor de mama 4T1, contudo apresentou um efeito pro-tumoral.
N&o foi observada metastase 6ssea proveniente do tumor de mama 4T1. Com relacéo
ao potencial anti-inflamatoério, o extrato do sorgo apresentou um efeito bastante
satisfatorio na redugdo do processo inflamatorio. O sorgo possui um potencial
terapeutico anti-inflamatério, no entanto seus efeitos antitumoral e antimetastatico em

cancer de mama merecem ser avaliados utilizando outras cultivares de sorgo.



Palavras-chave: Sorghum bicolor; atividade antitumoral; atividade anti-

inflamatoria; potencial antimetastatico; modelo 4T1.



ABSTRACT

The sorghum presents substances with important bioactive properties to combat
breast cancer and inflammation. Breast cancer is the most common in women
throughout the world and inflammatory processes are recurrent in individuals, for it is
a natural response of the organism to infections or lesions. The goal of this paper was
to analyse the anti-inflammatory, anti-tumurous, and anti-metastatic of the sorghum
bicolor L. Moench exctract. The sorghum extract was obtained from the processed
grains and the phytochemical was done by GCMS and UPLC-MS. The toxicity of the
extract was evaluated through the Artemia salina test and cellular viability by the
sulforhodamine B (SRB) method in healthy CHO and 4T1 tumorous cell lines. The letal
doses (LDso) was determined. The antitumoral analysis it was made in 4T1 triple
negative breast cancer lines in Balb\c mice. The anti-inflamatory evaluation was made
by the paw edema method induced by carrageenan in albino Swies (Mus musculus)
mice and the anti-metastatic analysys of the 4T1 breast tumor was obtained by
microSPECT/CT images. In the results of the analysis using GCMS, the extract
showed phenolic compounds such as pentadecanoic acid, hexadecanoic acid,
octadecanoic acid, 9,12-octadecadienoic acid (Z,2)- and is-11-eicosenoic acid. In the
UPLC-MS analysis, the extract showed flavonoids such as luteolin and kaempferol.
The sorghum extract showed moderate toxicity in the Artemia salina test of 476.9
pg/mL and it was possible to determine IC50 of healthy CHO cell line and 4T1 tumor
cell line. At 48 h the ICso for CHO was 179.2 and for 4T1 it was 234.3 mg/mL, at 72 h
the ICso for CHO was 116.9 and for 4T1 it was 264 mg/mL. The sorghum extract did
not present anti-tumoral effect in the in vivo experiment. The 4T1 breast tumor
presented a pro-tumorous effect. There was no bone metastasis from the 4T1 breast
tumor. In regard to the anti-inflammatory potential, the sorghum extract presented a
satisfactory reduction effect in the inflammatory process. The sorghum possesses an
anti-inflammatory therapeutic potential. However, its antitumor and antimetastatic

effects in breast cancer deserve to be evaluated using other cultivars of sorghum.

Keywords: Sorghum bicolor; anti-tumorous activity; anti-inflammatory activity;

antimetastatic potential; 4T1 model.
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1 NTRODUCAO

A OMS define planta medicinal como sendo "todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. Fitoterapico &
"todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de
diagnéstico, com beneficio para o usuario” (VEIGA et al., 2001).

Ao longo de séculos é comum o uso de plantas medicinais em diversas culturas
no Brasil e no mundo estando presente na sabedoria do senso comum (ALVIM et al,
2006). De acordo com OMS, 80% da populacdo mundial faz uso de algum tipo de
planta em busca de alivio para sua sintomatologia de doencas. O Brasil possui uma
grande variedade biolégica de plantas e é um pais em desenvolvimento, esses fatos
reforcam ainda mais o uso de plantas medicinais em seu contexto histérico e atual
(BASTOS; LOPES, 2010).

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma graminea que se destaca por
apresentar propriedades antioxidantes que atuam como inibidores de radicais livres
(HENRIQUES et al., 2018). A producgédo de radicais livres esté relacionada a varias
doencas crbnicas nao transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares,
diabetes, doencas respiratorias e a resposta inflamatéria (PREVEDELLO;
COMACHIO, 2021; DE ARAUJO et al., 2020). Hong et al. (2020) descobriram uma
ligagéao entre a concentragéo de tanino, a atividade de eliminacdo de radicais DPPH e
o potencial anti-inflamatério.

A inflamacdo € uma resposta defensiva do sistema imunoldgico contra
estimulos externos e internos que podem causar infeccdo e lesédo (MEDZHITOV,
2008). Francis et al., (2019) demostraram que o extrato sorgo pode reduzir o0 estresse
oxidativo e a inflamagé&o por ser rico em substancias antioxidantes como os fendlicos,
através da producdo de mediadores pro-inflamatorios. Além da inflamagédo ha
evidéncias de que 0os compostos bioativos encontrados em grdos de variedades de
sorgo possuem atividade anticancerigena (AKANDE et al., 2010). Estudos sugerem
gue o0 sorgo possui alto teor de polifendis que sdo componentes com forte atividade
anticancer (AWIKA E ROONEY, 2004; SMOLENSKY et al., 2018; YANG et al., 2009).
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O cancer mais incidente em mulheres € o cancer de mama, sendo a causa mais
frequente de morte por cancer em mulheres no mundo (OMS, 2021), mas se
diagnosticado e tratado precocemente, h4 diminuicdo dos casos da mortalidade
(INCA, 2021).

No que diz respeito ao tratamento do cancer de mama a radioterapia, a
quimioterapia e a cirurgia sao as estratégias mais comuns (INCA, 2021).

O cancer de mama, quando metastético, pode se espalhar para outros érgaos
do corpo como pulmdes, ossos, figado, cérebro, tecidos moles e glandulas supra
renais (FEYS et al., 2015; WEIGELT B, PETERSE JL, LJVT V, 2005; AMBROGGI et
al., 2012; BERTOZZI et al., 2015). Estudos demostram o valor do SPEC/CT na
avaliacdo de metastase 0ssea, sendo uma técnica de diagndstico ndo invasiva capaz
de apresentar a localizacdo e a caracterizacdo melhoradas de lesdes esqueléticas
(ISRAEL et al., 2019).

O extrato de sorgo pode atuar como uma alternativa terapéutica, com menos
efeitos colaterais, para o tratamento de cancer de mama, quanto para tratamento de
inflamacé&o. Este trabalho objetiva analisar o perfil fitoquimico, a toxicidade, o potencial
anti-inflamatério, antitumoral e antimetastatico do extrato de Sorgo (Sorghum bicolor
L. Moench).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica apresenta conteidos que abordam as plantas
medicinais, caracteristicas, histérico e importancia do Sorghum bicolor L. moench,

sorgo e a inflamacéo, sorgo e o cancer, cancer de mama e inflamacao.

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Planta medicinal é a planta usada contendo um ou mais principios ativos com
atividade terapéutica. Os principios ativos sao substancias quimicamente
caracterizadas, com acdo farmacoldgica conhecida, responsavel, total ou
parcialmente, pelos efeitos terapéuticos do fitoterapico (ABRANCHES, 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude - OMS (2005) reconhece que 0s paises em
desenvolvimento utilizam em grande quantidade as plantas medicinais nos cuidados
basicos com a saude de muitos pacientes.

No Brasil os primeiros registros da utilizagdo de plantas medicinais sao
atribuidos ao padre José de Anchieta durante o periodo colonial, embora as mesmas
ja fossem utilizadas por indigenas da regido. No periodo pés-segunda guerra mundial,
com a descoberta dos antibidticos e com o incremento de drogas sintéticas, houve um
abandono do uso dessas plantas e apés a década de 1980, este uso foi retomado
como uma alternativa eficaz e de baixo custo (LAMEIRA; PINTO, 2008).

No Brasil, em 2006 foi estabelecida a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do decreto N° 5.813 de 22 de julho de 2006, onde
ficou estipulada a insercao de terapias alternativas e praticas populares (entre elas a
fitoterapia) no Sistema Unico de Saude (SUS), visando garantir o acesso seguro da

populagao.

2.1.1 Plantas medicinais aplicadas a oncologia

As plantas medicinais comecaram a ser usadas popularmente para o
tratamento de cancer, mas posteriormente foram se incorporando na medicina
tradicional e alopatica (CRAGG et al., 1993). Os vegetais sédo fontes de substancias
ativas que podem ser usadas em terapias contra o cancer por produzirem grande

diversidade de metabdlitos secundarios e, a medida que o conhecimento sobre a
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doenca avanca, pesquisas se desenvolvem na busca por moléculas com mecanismos
especificos para cada tipo desta doenca (BRANDAO et al., 2010).

As plantas produzem uma diversa ordem de componentes organicos divididos
em metabdlitos primérios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem funcao
estrutural, plastica e de armazenamento de energia. Estes sdo responsaveis pela
sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos, aclUcares e outras substancias
importantes para as fungdes vitais dos vegetais (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundéarios sdo produtos das plantas que ndo possuem
relacdo com crescimento e desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2006). Estes
possuem baixo peso molecular e atividades biolégicas marcantes (PEREIRA;
CARDOSO, 2012) E séao conhecidos por apresentarem atividade antioxidante
sequestrando radicais livres e estabilizando a acdo dos mesmos. Os danos causados
pelos radicais livres no DNA contribuem para os processos de mutagénese e
carcinogénese (ATOUI et al., 2005; ABRAHAO et al., 2010). A estabilidade dos
antioxidantes pelos radicais livres faz com que estes venham a atuar como agentes

anticancerigenos.

2.1.2 Metabélitos Secundéarios

As plantas alocam uma quantidade de carbono e energia assimilados para a
sintese de uma ampla variedade de moléculas organicas que ndo parecem ter um
papel direto em processos metabdlicos primarios como fotossintese, respiracao,
assimilacao de nutrientes, transporte de solutos ou sintese de proteinas, carboidratos
ou lipidios. Essas moléculas sdo chamadas de metabdlitos secundéarios. Os
metabolitos secundarios possuem diversas funcdes relacionadas as interacdes
ecoldgicas entre a planta e o meio ambiente, principalmente na defesa da planta
contra predadores e patdgenos tais como insetos, nematoides, fungos, bactérias,
melhorando o crescimento e a consisténcia das plantas. Eles também protegem as
plantas do estresse abidtico (SEPULVEDA-VAZQUEZ, 2018). Esses compostos s&o
divididos em trés grupos principais: terpenos, compostos nitrogenados e compostos
fendlicos (AMORIM;BORGES, BEZERRA et al., 2020).
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2.1.2.1 Terpenos

Os terpenos sao classificados em monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos,
triterpenos e os tetraterpenos. Apresentam uma grande variedade quanto a estrutura
funcional e constituem a maior parte dos 6leos essenciais (ARAUJO, 1999; CHENG
et al., 2003; FARIAS, 1998; SIANI et al., 2000; SIMOES et al., 2003). Os terpenos sio
conhecidos por apresentarem atividade antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria,
antifingica e antibacteriana (SHRADER E BOHLMAN, 2015).

2.1.2.2 Compostos nitrogenados

O grupo dos compostos nitrogenados incluem os alcaloides, glicosideos
cianogénicos e aminoacidos nao proteicos. Os alcaloides séo os principais compostos
nitrogenados e sao encontrados em aproximadamente 20% das espécies de plantas
vasculares, mais frequentes em dicotiledéneas herbaceas e em poucas
monocotileddneas e gimnospermas (PAGARE et al., 2015). S&do compostos organicos
ciclicos que possuem pelo menos um atomo de nitrogénio no seu anel, que em maior
parte, tém caréater alcalino. As principais classes de alcaloides sintetizados pelas
plantas sdo os piperidinicos (coniina, cassina, espectalina), indélicos (quinina,
vimblastina, Vincristina, Isoquinolinicos (morfina, codeina, mescalina), tropanicos
(atropina, hioscina, escopolamina) e pirrolidinicos (nicotina, higrina) (SILVA, et al.,
2013).

Os alcaloides séo conhecidos por possuirem atuacao no tratamento de cancer.
Dois conhecidos alcaloides isolados de plantas como vimblastina e vincristina séo de
grandes utilidades no tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer

de ovario e testiculos e leucemia linfoblastica aguda infantil (BRANDAO et al., 2010).

2.1.2.3 Compostos fenolicos

Sao substancias que possuem pelo menos um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e ou metoxila na molécula o que
confere propriedades antioxidantes para os vegetais (ANGELO et al., 2007). Existem
dois grupos de compostos fenolicos, os flavonoides e os néao flavonoides. Os

flavonoides constituem o grupo de pigmentos vegetais que podem ser originados
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basicamente por duas rotas bioquimicas diferentes, a do acido chiquimico e a do
acetato. Estes compostos apresentam uma estrutura quimica difenilpropano (C6-C3-
C6), que consiste em dois anéis aroméaticos unidos por um anel heterociclico
oxigenado. As principais classes de flavonoides séo: flavona, flavonona, flavonol,
antocianidina, isoflvona, catequina, leucocianidina, aurona e chalcona (SILVA, et al.,
2013).

A classe de néo flavonoide € muito heterogénia quanto a sua estrutura, sao
derivados do acido hidroxibenzoico e do acido hidroxicindmico. Os derivados do &cido
hidroxicinamico apresentam uma cadeia lateral com trés carbonos (C6—C3), sdo os
acidos caféico, ferdlico, p-cumarico e sindpico. Ja os derivados dos acidos
hidroxibenzéicos, apresentam a estrutura comum (C6—C1) e incluem os &cidos galico,
p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico (SILVA, et al., 2013).

Alguns fendis, como a-tocoferol, quercetina, acido gélico e o acido ascorbico,
sao capazes de atuar como antioxidantes sequestrando radicais livres e prevenindo a
oxidacdo de lipidios além de quelarem metais de transicdo que catalisam a
peroxidacgéo lipidica ou outras moléculas agindo na prevengéao e tratamento de varias
doencas, incluindo o cancer (RABELO, 2014).

Os taninos sdo substancias secundarias, fendlicas, responsaveis pela
adstringéncia dos vegetais, apresentando massa molecular entre cerca de 500 e 3000
Dalton e soluveis em &gua. S&o classificados tradicionalmente em taninos
hidrolisaveis, encontrados em dicotiledéneas herbaceas e lenhosas; e taninos
condensados que ocorrem mais amplamente em gimnospermas e angiospermas
(MELLO & SANTOS, 2001). Eles atuam como captadores de radicais livres e tem
atividades antimicrobiana, antiviral, antifingica, anti-diarréica e antisséptica
(MONTEIRO et al., 2005).

No meio cientifico a planta Sorghum bicolor L. Moench destaca-se no meio
cientifico por apresentar concentracdo significativa de compostos fenodlicos. Os
compostos fitoquimicos do sorgo exerce atividade antioxidante no organismo, o que
contribui para a prevencdo de doengas cronicas ndo transmissiveis como as
cardiovasculares, diabetes, obesidade e cancer (AWIKA; ROONEY, 2004; BRALLEY
et al 2008; GREENSPAN, HARGROVE, 2008; FARRAR; HARTLE; HARGROVE,
2008; DYKES; SEITZ, ROONEY, 2009).

2.2 CARACTERISTICA, HISTORICO E IMPORTANCIA DO SORGO
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O sorgo é classificado como Magnoliophyta, classe: liliopsida, ordem:
Cyperales, familia: poaceae, género: Sorghum e espécie: Sorghum bicolor (L.)
Moench (Figura 1). Morfologicamente, o sorgo € ereto com caule dividido em né e
entre nd. A sua altura varia entre 1 e 5 m, e a largura na base, entre 1,5 e 5 cm de
diametro (EMBRAPA, 2022). Sua estrutura radicular € composta por elevado nimero
de raizes com grande quantidade de pelos absorventes e alto indice de lignificacao
periciclo. A profundidade de suas raizes pode chegar a 1,30m (DURAES, 2014). O
caule possui de uma coroa externa com numerosos feixes vasculares, onde encontra-
se uma medula suave, dominada de parénquima, dela aparecem alguns feixes
dispersos. As folhas do sorgo sao alternadas, lanceoladas, com bordas serrilhadas,
com uma camada de serosidade (DURAES, 2014).

O sorgo, Sorghum bicolor L. Moench, faz parte do grupo de lavouras dos
cereais, grupo de grande importancia alimentar constituido por plantas anuais
(temporérias), da familia Poacea (gramineas). A familia das gramineas (Poaceae ou
Gramineae) é uma das principais familias na divisdo Angiospermae e da classe
Monocotiledoneae por incluir espécies importantes na alimentacdo, forragem,
dominacédo ecoldgica (cerca de 20% da superficie terrestre € coberta por membros
desta familia) e por possuir diversidade genética que resulta em adaptacbes
morfofisiolégicas a ambientes diversificados. Tem a capacidade de se desenvolver em
ambientes abertos e secos (KELLOGG, 2001).
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Figura 1 - Plantula de (Sorghum bicolor L. Moench)
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Fonte: Costa et al. (2009).

De acordo com Santos et al. (1996), o sorgo adapta-se a varios ambientes,
principalmente sob condi¢des de deficiéncia hidrica. O sorgo originou-se no quadrante
Nordeste da Africa, provavelmente nas regides da Etiopia e Suddo, onde se encontra
atualmente a maior variabilidade de espécies silvestres e cultivadas. Foi domesticado
ha cerca de 6.000 anos através da selecdo de espécies silvestres Sorghum
arudinaceum ou Sorghum verticilliflorum. As primeiras introducées nas Américas
ocorreram no Caribe, trazidas por escravos africanos e dessa regido o0 sorgo atingiu o
Sudoeste dos Estados Unidos, por volta da metade do século XIX (BOREM et al.,
2014).

Entre os maiores produtores de gréos de sorgo do mundo, a india detém a
maior area plantada, com cerca de 11 milhdes de ha. Mas os Estados Unidos lideram
a producao mundial, com quase 14 milhdes de toneladas numa area de pouco mais
de 3 milhdes de ha. india, Nigéria, Suddo, Niger, EUA, Burkina Faso, México, Etiopia,
Mali, Australia, Tanzania, Chade, Brasil, Argentina, Camarfes, China e Iémen
correspondem a 85% da area cultivada do planeta. Na América do Sul, Argentina € o

maior produtor, seguido pelo Brasil (FAO, 2017).
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No Brasil, o Estado de Goias lidera a producdo nacional com 977,8 mil
toneladas, seguido por Minas Gerais (456,2 mil toneladas) e Mato Grosso (421,2 mil
toneladas) (FAO, 2017).

2.2.1 Tipos de sorgo

Agronomicamente, 0s sorgos sdo classificados em quatro grupos: granifero;
forrageiro para silagem e/ou sacarino; forrageiro para pastejo, corte verde, fenacéo,
cobertura morta e do tipo vassoura. Segundo Tabosa et al. (2008), na regido do
semiarido de Pernambuco os tipos de sorgo rangiferos e forrageiros sdo os de maior
importancia.

O sorgo forrageiro para silagem e/ou sacarino € um tipo de sorgo de porte alto,
altura da planta superior a dois metros, caracterizado principalmente, por apresentar
colmo doce e suculento como o da cana-de-acucar. A panicula é aberta e produz
poucos graos. Toda cultivar de sorgo sacarino pode ser usado como sorgo forrageiro
(TABOSA et al., 2008).

O sorgo forrageiro para pastejo, corte verde, fenacdo e cobertura morta,
também denominado, sorgo Sudédo, capim Sudao e sorgo Sudan, é caracterizado por
apresentar ciclo precoce, tem porte médio, elevado valor nutritivo de forragem e
tolerancia a salinidade e aptidao para feno e pastejo.

O sorgo vassoura apresenta como caracteristica principal a panicula na forma
de vassoura. Ndo € plantado na regido do semiarido de Pernambuco, mas tem
importancia na regido Sul do Brasil e no interior de S&o Paulo. E usado na fabricacéo

de vassoura e como produto artesanal.

2.2.2 Cultivar IPA-467-4-2

A IPA-467-4-2 (Figura 2) é uma cultivar registrada no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA, sob o n° 01325, em 30/09/1998 (Mantenedor:
IPA). Possui altura de 250 cm a 350 cm, florescimento com 95 dias e ciclo total de
colheita entre 120 e 130 dias. Possui natureza do colmo suculento e sacarino e aptidao
para corte e silagem (IPA, 2020). O IPA vem trabalhando para o melhoramento do
sorgo a fim de obter variedades que se adaptem ao semiarido com maior resisténcia

a pragas. A cultivar IPA-467 é resultado do cruzamento entre a cultivar IPA-7301218
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e cultivares sacarinos tradicionais. Ela possui elevado potencial de producéo e € a
mais comercializada no Nordeste (TABOSA et al., 1999). Resultados mostraram que
as variedades de sorgo de pericarpo preto e vermelho apresentaram maiores teores
de fendlicos totais (TPC) e proantocianidinas totais (TPAC) e consequentemente
resultaram em maior atividade antioxidante em relacdo a variedade de pericarpo
branco. Dado que juntamente com o fato de o IPA néo dispor do sorgo preto, levou a
escolha neste trabalho de uma variedade apenas de sorgo vermelho (IPA-467) (RAO
et al., 2018).

Figura 2 - Sorgo (cultivar IPA-467-4-2)

Fonte: Documento IPA (2000)

2.2.3 Antioxidantes do sorgo

Radical livre é todo atomo ou molécula que possui em sua camada externa
elétrons desemparelhados que sédo interceptados de duas maneiras: pela acdo dos
agentes antioxidantes enddégenos ou exdgenos; ou pelo mecanismo de oxido reducéo,
guando dois radicais se ligam (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os radicais livres que se encontram centrados nos atomos de oxigénio e
nitrogénio, sdo denominados, respectivamente de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, ambos, no organismo, encontram-se envolvidos com a producdo de ATP,
fagocitose, regulacéo do crescimento celular, entre outros. Este processo de producéo
de radicais livres é natural, porém, quando ocorre em excesso, leva ao estresse

oxidativo, bem como a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio tais
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como o radical superoxido (O2), radical hidroxil (OH) e peroxido de hidrogénio (H202)
podendo produzir danos ao organismo (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os quatro mecanismos relevantes para o0 mecanismo de lesédo celular sao:
peroxidacgédo lipidica das membranas, modifica¢cdes oxidativas das proteinas, lesdes
no acido desoxirribonucléico (DNA) e lesdo de reperfusdo. Eles estdo envolvidos em
uma ampla gama de doencas, tais como, doencas autoimunes (infecciosas e/ou
inflamatérias) doencas degenerativas (cancer, doencas cardiovasculares,
hepatopatias, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais) sendo
também responsavel pelo envelhecimento (PEREIRA & CARDOSO, 2012). As
reacoes de radicais livres com a timina do DNA produzem quebras unifilamentares do
DNA, estes danos estdo envolvidos tanto na morte celular quanto na transformacgéo
maligna das células (carcinogénese) (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A inflamacdo e o estresse oxidativo estdo interligados. Durante eventos
inflamatorios ocorre producdo excessiva de EROs (Espécies Reativas de Oxigénio),
no tecido inflamatdério lesado, que pode estimular a via de sinaliza¢ao para a producéo
de mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas proé-inflamatorias,
resultando na migracao celular inflamatoria (HUSSAIN et al., 2016).

Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
0s aminoacidos das proteinas, a dupla ligacao dos acidos graxos poliinsaturados e as
bases do DNA, evitando a formacdo de lesbes e perda da integridade celular
(ABRAHAO et al., 2010).

No que diz respeito a substancias antioxidantes encontradas no sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench), os principais fenélicos, normalmente, encontrados em
cultivares de sorgo compreendem os derivados do acido hidrobenzoico e do acido
hidroxicinamico, ja os flavonoides encontrados no sorgo englobam as antocianinas e
os taninos (AWIKA e ROONEY, 2004). O acido fenélico hidrobenzdico é derivado do
acido benzaoico que inclui o acido galico, p-hidroxibenzdico, vanilico, siringico e o acido
protocatequinico entre outros. O acido hidroxicinamico possui uma estrutura C6-C3 e
incluem o acido cumarico, caféico, ferulico co e sinapico. Hahn, (1984) e Waniska et
al. (1989) identificaram no sorgo os acidos siringico, protocatecuico, cafeico, p-
cumarico e sinapico como os mais abundantes.

Dentre os flavonoides, a antocianina mais comumente encontrada em

cultivares de sorgo é denominada de 3-deoxiantocianina, que compreende as
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luteolinidinas e apigeninidinas. Estas antocianinas apresentam-se distintas das
demais, devido a inexisténcia de uma molécula de oxigénio na posicao C3 (MAZZA &
BROUILLARD, 1987). Este fato torna as antocianinas encontradas no sorgo mais
estaveis quando comparada as antocianinas encontradas em outros vegetais (AWIKA,
ROONEY e WANISKA, 2004; AWIKA, 2008; DYKES, SEITZ, ROONEY, et al., 2009).

O outro importante flavonoide do sorgo é o tanino do tipo condensado,
conhecido como proantocianinas ou procianidinas (QUEIROZ et al., 2012). Gendtipos
de sorgo que possuem a testa pigmentada apresentam taninos e maiores
concentracdes de fendlicos totais e, consequentemente, maior atividade antioxidante
(DLAMINI, TAYLOR e ROONEY, 2007).

Dykes, et al. (2005) demonstraram que cultivares que apresentavam coloracao
secundéria de planta purpura ou vermelha, pericarpo espesso de colora¢do negra ou
vermelha e que possuiam a testa pigmentada apresentaram elevadas concentracoes
de fendlicos e maior atividade antioxidante quando comparados com outras cultivares
de sorgo.

Awika e Rooney (2004) observaram que existe boa correlagao entre os teores

de antocianinas e a atividade antioxidante das amostras de sorgo.

2.3 O SORGO E A INFLAMACAO

O sorgo é rico em antioxidantes como flavonoides e &cidos fendlicos (SALAZAR-
LOPEZ et al., 2018; WU et al., 2016). Os flavonoides possuem ac&o anti-inflamatoria
agindo através de diferentes vias, por meio da inibicdo de enzimas relacionadas ao
metabolismo do &cido araquiddnico (PLA2, COX e LOX), modulando a expresséo de
genes pro-inflamatodrios e consequentemente inibindo a expresséo de citocinas (IL1 e
TNF-alfa) (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Sao capazes de inibir a secrecéo
de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-alfa), tendo a genisteina, quercetina,
luteolina, apigenina, e amoradicina como exemplos de inibidores (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Os flavonoides (apigenina, kaempferol, oroxilina A,
epigalocatequina 3-galato, amentoflavona e quercetina) suprimem a ativacao de
importantes fatores de transcricdo, AP-1 e NF-KB, podendo levar a inibicao das
citocinas proé-inflamatérias de modo indireto, por possuirem capacidade de modularem

a expresséao de genes relacionados a inflamacao (KIM et al., 2004).
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O uso de anti-inflamatérios, principalmente em doencas crénicas pode acometer
0os rins, além de oocasionar alteracdo gastrointestinal (perfuracdo e ulceracdo
gastrica), hepatica (cirrose), cardiovascular e plaquetério (eventos trombdéticos)
(KUMMER&COELHO, 2002; WEHLING, 2014). Portanto, é fundamental identificar
novos farmacos seguros para o tratamento da inflamacao. As plantas medicinais tém
apresentado através dos séculos diversas atividades biolégicas no tratamento de
muitas doencas (MEGRAJ et al., 2011).

Ham et al. (2018) examinaram os efeitos do extrato etandlico fermentado de
Sorghum bicolor L. Moench na inflamacé&o e concluiram que a expressao in vitro das
moléculas de adesdo endotelial VCAM-1 e ICAM-1 e do fator pro-inflamatorio
ciclooxigenase-2 foram significativamente diminuidos e o fator anti-aterogénico heme
oxigenase-1 foi significativamente aumentado, mostrando que o sorgo tem potencial
terapéutico para aterosclerose.

Arbex et al. (2018) determinaram o efeito da farinha extrusada de sorgo sobre a
adiposidade e inflamacdo e concluiram que 0s niveis sanguineos de glicose e
hipertrofia dos adipdcitos foram menores nos grupos tratados com a farinha extrusada
de sorgo quando comparados ao grupo controle. Isso mostrou que o sorgo tem um
potencial como alimento funcional na reducédo do risco de obesidade assossiado a

inflamacao.

2.4 O SORGO E O CANCER

Os graos do sorgo possuem beneficios importantes para a saude, como a
atividade antioxidante que esta associada a propriedades antimicrobianas, reducao
do estresse oxidativo, atividade anti-inflamatoria e anticancerigena (Rao et al. 2018).

Chen et al. (1993) reportaram resultados de dados epidemiolégicos, como a
partir da provincia Sachxi na China. Estes autores estudaram 21 comunidades dentro
da provincia durante o periodo da manha por seis anos e descobriram que os
individuos que consumiram maiores quantidades de sorgo e menor quantidade de
milho obtiveram menor mortalidade por céncer de esdfago que as areas que
consumiram, principalmente, farinha de trigo ou de milho. O consumo de outros
alimentos como o alcool, cha, carnes e vegetais ndo contribuiram significativamente

para a mortalidade por cancer de esdfago. Estas evidéncias sugerem a presenca de
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compostos anticancerigenos no sorgo que ndo se encontram presentes em
guantidades significativas no trigo ou no milho.

Um estudo in vitro demonstrou que gréos de sorgo de pericarpo negro
induziram enzimas detoxificantes e aqueles com a presenca de taninos inibiram a
proliferacdo de células de cancer de esdfago e colon. Os extratos de sorgo
apresentaram forte potencial quimiopreventivo, independente da sua atividade
antioxidante (AWIKA et al., 2009).

Yang e colaboradores (2009) em estudo in vitro de cultura de células (HT-29)
com extrato (extraido em 70% de acetona aquosa acidificada com 0,1% de HCI) de
cultivares de sorgo negro, vermelho e branco contendo 3-deoxiantocianina e
verificaram que os extratos do sorgo negro foi mais eficiente ao induzir a atividade da
enzima de fase Il por meio do ensaio NAD(P) H: quinase oxido redutase, na inibicdo
do crescimento de células humanas de cancer de colon.

Li Wu et al. (2011) avaliaram as atividades antioxidante e antitumoral de um
extrato estandlico de sorgo rico em procianidina (PARE) em camundongos com
estresse oxidativo induzido pela d-galactose e portadores de carcinoma de pulméo de
Lewis. A administracdo de PARE reverteu significativamente o estresse oxidativo,
aumentando as atividades de enzimas antioxidantes. Além disso, a administracédo de
PARE inibiu o crescimento tumoral e a formacdo de metastases suprimindo a
producgéo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

Suganyadevi, Saravanakumar e Mohandas (2013) investigaram a atividade
antiproliferativa da 3-desoxiantocianina extraida de farelo de sorgo vermelho na
linhagem de células de cancer de mama humano (MCF 7) em estudos citotdxicos. Os
dados indicaram que as antocianinas de sorgo apresentaram 84,09% de inibicdo na
proliferacéo de células MCF 7.

Ryu et al. (2018) confirmaram o efeito antineoplasico do extrato acetéatico de
sorgo em hiperplasia prostatica benigna (HPB) induzida em ratos Spragye-Dawley
usando testosterona exdgena. O extrato acetatico do sorgo inibiu 0 ganho de peso da

prostata mostrando ter potencial antitumoral.

2.5 CANCER DE MAMA
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O cancer de mama € a neoplasia mais incidente, com excec¢ao do cancer de
pele ndo melanoma, e de maior mortalidade em mulheres. No Brasil as regides Sul e
Sudeste apresentam as maiores taxas. E uma doenca multifatorial sendo possivel
diagnosticar de muitas maneiras. O tratamento mais comum envolve cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (INCA, 2022).

Os carcinomas de mama podem ser classificados como in situ, quando as
células malignas estéo restritas ao local em que surgiram, podendo apresentar-se nos
ductos (carcinoma ductal) como mostra a Figura 3, ou nos lébulos (carcinoma lobular)
(Figura 4). Quando se manifestam de forma invasiva, ultrapassam os limites dos
ductos e dos lobulos e se espalham por tecidos e érgdos vizinhos (FiguraS 3 E 4)
(INCA, 2022). O carcinoma ductal invasivo é o tipo de cancer de mama mais comum
e compreende entre 80 e 90% do total de casos (INCA, 2022).

O cancer de mama metastatico € uma doenca heterogénea, variamuito em
relacdo as manifestacdes clinicas, 6rgaos acometidos, tratamento e sobrevida sendo
a principal causa de 6bito nas mulheres com neoplasia mamaria. A metastase 6ssea
€ a mais frequente no cancer de mama a qual apresenta consideravel morbidade e
reducado da qualidade de vida. Estudos mostraram que o uso de bifosfonados e, mais
recentemente, de anticorpos monoclonais, reduz as complicacdes esqueléticas
associadas a metastase Ossea, apresentando melhores resultados se iniciados
precocemente e mantidos por tempo prolongado (BRUM et al., 2017).

O percentual dos locais mais acometidos por metastase a distancia no cancer
primario da mama séo 51% dos casos 0 0sso0, seguido de 17% para o pulméo, 16%
para o cérebro e 6% para o figado (FERREIRA et al., 2002).



Figura 3 - Carcinomas Ductal
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Figura 4 - Carcioma lobular
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O sinal mais comum do cancer de mama é o surgimento do nédulo que

geralmente € indolor, rigido e irregular. Outros sinais da doenca séo o edema cutaneo

semelhante a casca de laranja, retragdo cutanea, dor, inversdo do mamilo, hiperemia,

descamacdao ou ulceracdo do mamilo e secrecao papilar (INCA, 2022).

O cancer de mama feminino é a quinta principal causa de morte no mundo, com

627.000 mortes, € também a principal causa de morte por cancer em mulheres, com
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15,0% mortes, seguido pelo cancer de pulmédo com 13,8% e o cancer colo retal com
9,5%. No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama
também é o mais incidente em mulheres em todas as regides, exceto na regido Norte,
onde o cancer do colo do Utero ocupa a primeira posi¢cdo. Para o ano de 2021 foram
estimados 620,000 novos casos de cancer de mama. As regides Sul e Sudeste séo
as que apresentam as maiores taxas, com um risco estimado de 81,06 e 71,16
respectivamente por 100 mil; de 45,24 por 100 mil na Regidao Centro-Oeste; de 44,29
por 100 mil na Regido Nordeste; e de 21,34 por 100 mil na Regido Norte (INCA, 2022).
A incidéncia do cancer de mama tende a crescer progressivamente a partir dos 40
anos, assim como a mortalidade por este.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama
relacionam-se curtos periodos de amamentacao, idade precoce de menarca, idade
avancada de menopausa, obesidade e sobrepeso, inatividade fisica, sedentarismo,
tabagismo, alcoolismo, ingestdo de hormbénios como estrogénios e historico familiar
(JERONIMO; FREITAS; WELLER, 2017).

2.5.1 O tumor de mama triplo negativo

Os carcinomas de mama triplo negativos (CNT) sdo neoplasias malignas
clinicamente heterogéneas que ndo apresentam receptores para estrogeno,
progesterona e superexpressdo do HER2 (ERBB2 ou NEU) sdo responsaveis por
aproximadamente 20% de todos os casos de cancer de mama e apresentam maior
frequéncia em pacientes com idade inferior a 50 anos. Apresenta um perfil tumoral
agressivo com diminuicdo da sobrevida de pacientes, possui evolugcdo rapida, com
prevaléncia de metastases viscerais (pulméo e cérebro), com altas taxas de morte
prematura (de 3 a 5 anos da doenca) evoluindo rapidamente do inicio das metastases
até a morte (BONFIM; MEYER, 2012; CHACON & COSTANZO, 2012; BROUCKAERT
et al 2012). Como o tumor de mama triplo negativo ndo responde efetivamente a
terapia endocrina e terapia direcionada a anti-HER2 (SCHMID, ADAMS, RUGO, 2018)
um diagnostico preciso da doenga € importante para garantir a terapia ideal para os

pacientes.
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2.5.2 Diagnéstico do cancer de mama

Em alguns paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, Canada, Reino
Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega, observa-se um aumento da incidéncia do
cancer de mama acompanhado de uma reducao da mortalidade por este, fato que
estd associado a deteccdo precoce da doenca e oferta de tratamento adequado
(INCA, 2022). Diferentemente do que ocorre no Brasil, onde o aumento da incidéncia
tem sido acompanhado do aumento da mortalidade, fato atribuido principalmente, a
um retardamento do diagnaostico e do tratamento (INCA, 2022). Se o cancer de mama

for diagnosticado e tratado precocemente, ha aumento das chances de cura.

2.5.2.1 Exame clinico das mamas

No exame clinico das mamas os tumores podem ser identificados a partir de 1
cm, se forem superficiais. Deve ser realizado em qualquer exame fisico geral ou
ginecologico ou sempre que a paciente relatar alguma alteracdo nas mamas
(TAVARES, CONCEICAO&SILVA, 2011). O Instituto Nacional do Céancer (INCA)
preconiza que o exame clinico das mamas deve ser realizado anualmente, a partir dos
40 anos de idade, com intervalo maximo de dois anos, apds os 50 anos de idade,
combinado com a mamografia e anualmente a partir dos 35 anos de idade, para os
grupos com risco elevado, também combinado com a mamografia (INCA, 2022).

2.5.2.2 Diagnostico das lesdes palpaveis

O método de escolha para avaliacdo por imagem das lesGes palpaveis em
mulheres com menos de 35 anos é a ultrassonografia e, em mulheres com idade igual
ou superior a 35 anos, o0 método de avaliagdo é a mamografia. Ela pode ser
complementada pela ultrassonografia nas seguintes situagoes:

o Nédulo sem expressao, porque a mama € densa ou porgue esta em zona
cega na mamografia;

o Noédulo regular ou levemente lobulado, que possa ser um cisto;

o Densidade assimétrica difusa, que possa ser lesdo solida, cisto ou
parénquima mamario. Se houver lesfes suspeitas, deve-se buscar a confirmacao do

diagnostico, que pode ser por teste citologico, por meio de puncdo aspirativa por
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agulha fina, ou por teste histologico, por puncédo aspirativa por agulha grossa ou

bidpsia cirargica convencional (INCA, 2022).

2.5.2.3 Diagnéstico das lesGes nédo palpaveis

O Colégio Americano de Radiologia criou um sistema padronizado para relato
dos resultados de mamografia, também recomendado pelo Colégio Brasileiro de
Radiologia (CBR), o Breast Imaging Reporting and Data System (BI-RADS) que
inclui sete categorias: (0) a avaliacdo é incompleta e avaliacdo adicional por imagem
€ necessaria; (1) Negativo: ndo existe nenhuma anormalidade apreciavel a ser
relatada; (2) Achados benignos (calcificacdes benignas, ndédulos linfaticos intra-
mamarios e fibroadenomas calcificados); (3) Achados provavelmente benignos:
anormalidades que possuem elevada probabilidade de serem benignas; (4)
Anormalidade suspeita: bidpsia deve ser considerada; (5) Altamente sugestiva de
malignidade: bidpsia € fortemente recomendada; (6) Diagnostico confirmado de
malignidade (American College of Radiology, 2022).

A conduta nas lesdes ndo palpaveis segue a proposta do Breast Image
Reporting and Data System (BI-RADS ®), um sistema que propde padrdes de
classificacdo para exames de imagem das mamas. Nos casos Categoria BI-RADS ®
3 (exames com achados provavelmente benignos, mas sem total seguranga), devem
ser realizados controles radiol6gicos com intervalo semestral por 3 anos, seguidos de
dois controles com intervalo anual. O estudo histopatologico das lesdes BI-RADS® 3
estd indicado nas situacbes em que houver impossibilidade de manter o
acompanhamento, quando a lesdo for encontrada em concomitancia com lesao
suspeita ou altamente suspeita homo ou contralateral, ou em mulheres com indicagéo
precisa para terapia de reposi¢cdo hormonal (INCA, 2022).

Nas lesbes Categoria BI-RADS® 4 (exame que pode ser um cancer, mas que
nao necessariamente é um céncer) e BI-RADS® 5 (exames com alteragdo na
mamografia, com quase certeza de ser um cancer), é indicado o0 estudo
histopatolégico, que pode ser realizado por meio de puncdo por agulha grossa ou
mamotomia, ou bidpsia cirlrgica. Por tratar-se de lesdo ndo palpavel, a biopsia

cirdrgica pode ser guiada por raios X ou por ultrassonografia (INCA, 2022)


https://telemedicinamorsch.com.br/blog/mamografia-e-ecografia
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Nas lesbes Categoria BI-RADS® 4, nos casos de procedimento adequado
deve-se fazer dois controles radiolégicos com intervalo semestral, seguidos de dois
controles com intervalo anual. Nos casos ndo adequados, indicar bidpsia cirurgica.

Nas lesbes Categoria BI-RADS® 5, se o resultado histopatolégico for benigno,
deve-se proceder a investigacdo com biopsia cirdrgica, tanto nos casos de
procedimento adequado quanto nos casos de procedimento ndo adequado (INCA,
2022). Lesdes que necessitam avaliacdo adicional com, por exemplo,
ultrassonografia, sdo classificadas na categoria 0, e aquelas que tém diagnostico
histopatolégico maligno previamente confirmado, na categoria 6 (PRADO; GUERRA,
2010).

2.5.2.4 Pesquisa de linfonodo sentinela

Um dos fatores importantes no cancer de mama € a presenca ou auséncia de
metéstases nos linfonodos ja que na maioria dos casos o cancer se dissemina
inicialmente para esta regido. A mamografia € de extrema importancia para o
diagnéstico precoce o cancer de mama. No entanto, mesmo que os linfonodos néo
estejam aumentados, eles precisam ser investigados e isto pode ser feito através de
biopsia ou cirurgia, a biopsia é mais indicada por ser menos invasiva, porém isto ndo
descarta a possibilidade de uma disseccéo do linfonodo axilar (ONCOGUIA, 2022;
OLIVEIRA et al., 2004).

O Linfonodo sentinela € definido como o primeiro linfonodo que recebe a
drenagem linfatica do tumor, sua biopsia pode evitar linfadenectomia axilar e possiveis
consequéncias funcionais do membro superior homolateral. A biopsia do linfonodo
sentinela pode conservar a axila e a realizacao de tal procedimento envolve medicina
nuclear, patologistas e equipe cirargica. Para este procedimento é realizada a injecéo
do radiofarmaco que atua na identificacdo do linfonodo comprometido e entdo é
realizada a cirurgia na qual o linfonodo € retirado e levado para analise. Se este
ganglio estiver livre do cancer, a paciente estara livre da ressecc¢éo dos restantes dos
ganglios da axila. Tal procedimento pode ser realizado no momento da mastectomia
ou da cirurgia conservadora da mama, mas pode ser realizada separadamente
(ONCOGUIA, 2022; OLIVEIRA et al., 2004).
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2.5.2.5 Cintilografia mamaria

A cintilografia da mama é um método utilizado para diagnosticar o cancer de
mama, sendo capaz de diferenciar lesbes malignas de benignas, avaliar a malignidade
do tumor bem como predizer a resposta a quimioterapia. O radiofarmaco mais utilizado
na cintilografia mamaria é o ™ Tc-MIBI. Este fixa-se nas mitocondrias, principalmente
de células malignas, por realizarem maior replicacdo celular. Lesdes com maior
atividade metabdlica possuem maior afinidade com o radiofarmaco. A cintilografia da
mama € realizada apos puncdo venosa e administracdo do radiofarmaco, o qual se
concentra no 6rgao a ser avaliado onde emite radiacdo e é detectado por uma camara
gama, posteriormente é transformado em imagem. S&o realizadas imagens laterais e
obliquas posteriores das mamas e anterior do torax. Cada imagem tem duracgdo de 5
a 10 minutos. Este exame pode ser realizado tanto em uma Single Photon Emission
Tomography and the Computed Tomography (SPECT-CT) que € 0 mesmo que uma
Tomografia por Emissdo de Foton Unico acoplada a uma Tomografia
Computadorizada (INSTITUTO VENCER O CANCER, 2020; HENRIQUES, 2016).

2.5.2.6 SPECT/CT (Single Photon Emission Computed Tomography/ Computerized
Tomography)

No que diz respeito as investigacdes oncoldgicas as duas principais técnicas
mais sofisticadas de obtencdo de imagem molecular sdo a tomografia
computadorizada por emissdo de féton unico (Single Photon Emission Tomography,
SPECT) e a tomografia computadorizada por emissao de pésitrons (Positron Emission
Tomography, PET) (ZIESSMAN et al.,, 2015). A Tomografia Computadorizada de
Emissdo de Féton Unico combinada com a Tomografia computadorizada traduz
informacdes moleculares e metabdlicas para uma ampla gama de doencas. Possui
como vantagem melhorar o estadiamento, o prognostico e o planejamento do
tratamento e o monitoramento de uma ampla variedade de doenca que inclui o cancer
de mama (ISRAEL et al., 2019).

Os estudos SPECT/CT usam radiofarmacos marcados com um emissor de
féton Unico (neste caso, um radioisétopo que emite fotons gama por cada decaimento
radioativo) (ZENG et al., 2006). A tecnologia SPECT/CT possui um sistema hibrido
que combina um SPECT com um CT. A aquisicéo de informacéo desse sistema se da
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pela presenca de detectores gama camara de duas cabecas para detectar os fotons
provenientes dos radiofarmacos (sistema SPECT) alinhados de maneira contraria a
fonte de raios X e seu detector (sistema CT) evitando, assim, danos aos detectores
SPECT que utilizam baixa taxa de contagem de fétons (MARIANI et al., 2010). Os
raios gama que incidem do paciente interagem com os detectores produzindo a
cintilacdo. Os fotons séo coletados pelas fotomultiplicadoras gerando um sinal elétrico
que serd multiplicado em forma de um pulso que serd registrado e processado por
softwares especificos de reconstrucéo de imagem (SA, 2015).

O SPECT possui aplicacbes na oncologia na identificacdo de tumores
malignos, permitindo uma maior definicdo do tumor, localizacdo anatbmica e massa
tumoral (DELBEKE et al., 2009; SCHILLACI, 2005). No entanto, o uso do sistema
hibrido SPECT/CT em pacientes com cancer de mama apresenta melhor efeito na
deteccdo de metastases 0sseas e no diagnostico diferencial de lesGes benignas e
extraesqueléticas, bem como no mapeamento preciso da drenagem linfatica da
mama, antes de realizar a biopsia do linfonodo sentinela radioguiada (SIMANEK &
KORANDA, 2016).

O tecnécio-99m (99mTc) é um dos radionuclideos mais usados em SPECT
(ACTON et al., 1999). Os raios gama com uma energia de fotons de cerca de 140 keV
emitidos por esse elemento radioativo (99mTc) podem ser detectados e o elemento
radioativo eliminado do corpo rapidamente pois de sua meia-vida é de 6 horas. O
99mTc é gerado pelo gerador Molibidenio-99 / Tecnécio-99m (99Mo99mTc) e ndo
requer o ciclotron (SCHECHTER et al., 2007).

2.5.3 Radiofarmacos

A maioria dos radiofarmacos é uma combinacdo de um nuclideo radioativo, ou
radionuclideo, com uma molécula biologicamente ativa ou farmaco que age como
carregador determinando a localizac&o e biodistribuicdo do radionuclidio no individuo
(ZIESSMAN, 2014).

Os radiofarmacos utilizados para diagnostico em SPECT séo aqueles que

emitem radiacdo gama como, por exemplo, 0 *°®"Tc e o 31|

2.5.3.1 MDP- *°T¢
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O 9MTc-MDP, é utilizado na realizacéo de cintilografia 6ssea. Estudos clinicos
tém demostrado que o %MTc-MDP, também pode ser utilizado na avaliacdo de
doencas ndo oncolégicas, como ostomielite, doenca de Perthe, necrose avascular,
doencas metabdlicas, artropatias, fibrodisplasia e outras doencas congénitas raras.
Fraturas por estresse, perda ou infeccdo de proteses articulares, dor lombar ou sacral,
sindrome do reflexo simpético e qualquer outra lesdo 6ssea. No que se refere a
oncologia, tal radiofarmaco pode ser utilizado para estadiamento, avaliacdo de
respostas a terapia e seguimentos de tumores Osseos primarios (IPEN, 2020).
Também é utilizado principalmente para detectar metastases 6ssea em pacientes com
cancer de mama (TOGNI, 2000).

Metéastases 6sseas ocorrem em até 70% dos pacientes com cancer de mama
avancado, fato que torna a doenca incuravel, suas consequéncias incluem dor 6ssea,
hipercalcemia com risco de vida, fraturas patolégicas e compressdo medular
(WEILBAECHER; GUISE & MCCAULEY, 2011).

2.5.4 Tratamento do cancer de mama

O tratamento do cancer de mama varia de acordo com 0s aspectos do tumor e
0 aspecto do paciente. Em relacdo ao tumor, sdo levados em consideracdo 0s
receptores de estrégenos, receptores de progesterona, expressdo de Her-2, grau
histoldgico, invasdo vascular ou angiolinfatica e, em alguns casos, o perfil génico. Em
relacdo ao paciente sdo levados em consideracdo o estado monopausal, a idade,
comorbidades e graus de compreensao e sociocultural (KALIKIS; GIGLIO, 2007).

De acordo com o INCA, (2017), quando o cancer de mama € diagnosticado no
inicio, o tratamento tem maior potencial de cura, jA quando existem metastases, 0
tratamento tem por objetivo principal prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de
vida do paciente. As modalidades de tratamento podem ser divididas em duas,
tratamento local (cirurgia, radioterapia e reconstrucdo mamaria) e tratamento
sistémico (quimioterapia, hormonioterapia e terapia biologica).

Quando a doenca se encontra no estagio | (canceres relativamente pequenos
e ndo disseminados para os linfonodos ou com apenas uma pequena area de cancer
disseminada no linfonodo sentinela) e estadio Il (canceres maiores que os do estagio
| e/lou se disseminados para os linfonodos), habitualmente, a conduta adequada

consiste em cirurgia conservadora (com retirada apenas do tumor) ou mastectomia
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(com retirada da mama e reconstrucdo mamaria). A avaliacédo dos linfonodos axilares
tem funcdo predominantemente prognostica. Apds a cirurgia, 0 tratamento
complementar indicado € a radioterapia e a reconstru¢cdo mamaéria que deve ser
sempre considerada nos casos de mastectomia. O tratamento sistémico sera
determinado de acordo com o risco de recorréncia (idade da paciente,
comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, grau de diferenciacédo), assim como
das caracteristicas tumorais que ditardo a terapia mais apropriada estas se baseiam
na mensuracao dos receptores hormonais (receptor de estrogénio e progesterona),
nesse caso a hormonioterapia pode ser indicada e também na HER-2 (fator de
crescimento epidérmico 2), neste caso o tratamento indicado sera a terapia biolégica
anti-HER-2 (INCA, 2017).

Quando a doenca se encontra nos estadios Il (pacientes com tumores maiores,
porém ainda localizados), a conduta indicada € o tratamento sistémico, que tem como
guimioterapia a modalidade terapéutica inicial, apés resposta terapéutica adequada
segue-se para o tratamento local (cirurgia e radioterapia) (INCA, 2017).

No estadio IV (cancer de mama avangado), o tratamento sistémico é o indicado,
sendo o tratamento local, reservado para indicacfes restritas. A decisédo terapéutica
deve buscar o equilibrio entre a resposta tumoral e o possivel prolongamento da
sobrevida, levando-se em consideragcdo os potenciais efeitos colaterais decorrentes
do tratamento (INCA, 2017).

Existem ainda, terapias alternativas, que sdo um conjunto de praticas de
prevencdo, diagndstico e tratamento, a parte do modelo de praticas convencionais.
Estima-se que mais de 60% de todos 0s pacientes com cancer usam métodos
alternativos de tratamento no curso de sua doenca os quais inclui o uso de plantas
medicinais (ELIAS; ALVES, 2002; ARAUJO; OLIVEIRA; CORIOLANO, 2007). As
plantas utilizadas por pacientes em tratamento oncoldgicos, por muitas vezes, néo
possuem estudos que comprovem sua eficacia e/ou possiveis efeitos adversos
desagradaveis, toxicos ou interacdo com 0s medicamentos convencionais em uso
(AMORIM et al., 2015).

Os vegetais possuem muitos compostos com propriedades antioxidantes como
flavonoide e acidos fendlicos (DEL; JORGE, 2012). A capacidade antioxidante é
considerada ha anos como principal defesa contra os estagios iniciais do processo de
mutagénese. Compostos antioxidantes sequestram espécies reativas de oxigénio

(ROS), diminuem o dano oxidativo do DNA, estimulam enzimas antioxidantes e
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aumentam a reparacdo do DNA. Muitos estudos evidenciam a capacidade de
compostos vegetais em modular os processos celulares ligados a progressao do
cancer, como proliferacdo celular, diferenciagéo, apoptose, parada do ciclo celular,
comunicacao intracelular, inflamacéo e angiogénese (AMATORI, 2016).

2.6 INFLAMACAO

A inflamacgéo é um mecanismo de defesa do corpo do hospedeiro que permite
ao mesmo sobreviver durante a infeccdo ou lesdo (IWALEWA, MCGAW, NAIDOO,
ELOFF, 2007; ADEGBOLA et al., 2017).

Durante os estégios iniciais da inflamacéo, estruturas microbianas como a
flagelina, o lipopolissacarideo (LPS) e o DNA bacteriano estimulam os TLRs (toll-like
receptors ou receptores Toll-Like) dos macrofagos a produzirem citocinas, como o
fator de necrose tumoral a (TNF-a, de tumor necrosis factor a) (TORTORA; CASE;
FUNKE, 2016). Geralmente, a inflamacao € caracterizada por quatro sinais e sintomas
como dor, calor, rubor e tumor, podendo algumas vezes apresentar um quinto sintoma
como a perda da funcdo (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Imediatamente apds uma leséo tecidual, os vasos sanguineos se dilatam na
area do dano e sua permeabilidade aumenta Figura 5 (A e B). A dilatacdo dos vasos
sanguineos aumenta o fluxo de sangue para a area afetada e é responsavel pelo rubor
(eritema) e também pelo calor. O aumento da permeabilidade permite que o fluido se
mova do sangue para os espacos nho tecido formando o edema (acumulo de fluido) da
inflamacédo. A dor na inflamacao pode ser causada por dano ao nervo, irritacdo por
toxinas ou pressdo do edema Figura 5 (A e B). Os fagécitos se fixam no local de
inflamacé&o e entdo comegam a destruir os micro-organismos pela fagocitose, Figura
6 (C). Certas substancias quimicas atraem os neutrofilos para o local da lesdo
(quimiotaxia). Essas substancias incluem compostos quimicos produzidos por micro-
organismos e por outros neutrofilos, outras substancias sédo as cininas, leucotrienos,
quimiocinas (citocinas) e componentes do sistema de complemento. Os mondcitos
tornam-se macrofagos livres, ap6s os granuldcitos ou macréfagos terem engolfado
grandes quantidades de micro-organismos e tecido danificado, eles finalmente
morrem, forma-se o pus.

A febre também €& uma resposta importante da inflamacdo causada

frequentemente pela infeccdo por bactérias, ou por suas toxinas, ou virus. O estagio



final da inflamacao € o reparo tecidual, o processo pelo qual os tecidos substituem as

células mortas ou danificadas (figura C) (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Figura 5 (A e B) - Processo inflamatério: Dano a um tecido sadio, nesse caso a pele,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular.
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Figura 6 - O processo inflamatério: (C) migracdo dos fagécitos e fagocitose das bactérias e debris
celulares por macréfagos e neutréfilos. Os macréfagos se originam dos mondcitos e reparo do tecido
danificado.
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A inflamacéo pode ser aguda ou cronica. A inflamacéo aguda possui resposta
imediata e especifica, caso essa resposta especifica ndo solucione o processo
inflamatorio, € organizada uma resposta de acordo com o0 agressor, através da
imunidade adaptativa. A ndo resolucdo gera a cronicidade (Inflamacg&o crénica)
(TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).
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A iniciacdo da resposta imunoldgica aguda é decorrente da ativacdo de
receptores, denominados de PRPs (receptores de reconhecimentos de padrdes), que
podem ser transmembranares (CLRs, TLRs), citosolicos (NLRs, RLRs) ou solaveis
(complemento, colectinas, ficolinas). Estes receptores estao presentes principalmente
em células da imunidade inata: macrofagos, células dendriticas e mastocitos (ABBAS,
LICHTMAN, 2008). Estes receptores reconhecem Padrées Moleculares Associados a
Patégenos (PAMPs), geralmente encontrados nos patégenos. Os PRPs também
reconhecem os chamados padrdes moleculares associados ao dano (DAMPSs), sendo
representados por moléculas endodgenas derivadas do dano tecidual, como
fragmentos de DNA e ATP expostos no meio extracelular (CRUVINEL et al., 2010;
AHMED, 2011; ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). A ativacdo dos PRPs resulta na
transcricdo de genes da inflamacéo e, consequentemente, a expressdo de moléculas
pré-inflamatérias, como citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-Y), quimiocinas e outras
moléculas coestimuladoras. A liberacdo desses mediadores gera o recrutamento de
leucécitos para o sitio inflamatoério e sua consequente ativacao, simultaneamente sdo
liberados mediadores proé-inflamatérios ocorrendo a producao de anti-inflamatorios
com objetivo de regular e limitar o processo de inflamacédo (WARD, 1999; AHMED,
2011; BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014).

Células fagocitarias do sitio inflamatéria liberam proteases e substancias
toxicas (ROS e RNS) contra os microrganismos, eliminando-as, iniciando o processo
de resolucdo. Os sinais que levaram a ocorréncia da resposta inflamatéria sao
cessados, ocorre o fim do recrutamento de leucocitos, catabolismo dos mediadores
inflamatorios restantes, apoptose dos leucécitos remanescentes, acdo dos
macrofagos para fagocitar os “restos” da atividade inflamatdria, drenagem linfatica do
local e inicia-se o processo de reparo do tecido (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012,
IQBAL; FISHER; GREAVES, 2016).

2.6.1 Imunidade

A defesa do corpo é mediada por reagfes inatas e adaptativas. A imunidade
inata esta relacionada aos mecanismos de defesa inicial do organismo. Onde tais
mecanismos reagem aos micro-organismos e aos produtos da célula lesionada. Seus
principais componentes sao (netrofilos e macrofagos) células dendriticas e células

assassinas naturais (NK) as proteinas denominadas de citocinas (ABBAS,
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LICHTMAN, 2008) (Figura 7).

Figura 7 - Mecanismos da imunidade inata que fornece a defesa inicial contra infeccdes com posterior
resposta imune adaptativa.

Microwgamsmo

* Imunidade inata Imunidade adaptativa‘
ﬁ Linfocitos B )
Bareiras . Anticorpos
WMWY epitelials W

Yy

¥ T A T 4
Fagdcilos  Calulas Células T efetoras

dendriticas Linfocitos T
! 2
e
LT
R
Complemento Células NK
_ Hoas Dias §
0 6 12 1 4 7
Tempo decomido apos S

ainfeccéo

Fonte: Abbas; Lichtman (2008).

Existem dois tipos de respostas imunes adaptativas: imunidade humoral e
imunidade celular. A imunidade humoral € mediada por moléculas no sangue e nas
secrecdes das mucosas que sdo produzidas pelos linfécitos B. Os anticorpos
reconhecem o0s antigenos, neutralizam e eliminam os mesmos. O anticorpo liga-se a
uma célula de defesa e entdo é desencadeada a liberacdo de mediadores
inflamatorios. A imunidade celular € mediada pelo linfécito T e promove a destruicao
das células infectadas, é induzida pela exposicdo do hospedeiro ao a um antigeno
(ABBAS, LICHTMAN, 2008).

2.6.1.1 Imunidade humoral

A resposta humoral € realizada por anticorpos, que sdo produzidos por um
grupo particular de linfocitos chamados de células B. O processo que leva a producéao
de anticorpos inicia quando as células B sdo expostas aos antigenos livres ou
extracelulares. Anticorpos humorais séo eficazes contra patdégenos como virus e
bactérias que circulam livremente (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

As células B reconhecem antigenos e produzem anticorpos especificos contra
eles. Geralmente estas células requerem a assisténcia de uma célula T auxiliar (Th, T

helper cell). Um antigeno que requer uma célula Th para a producéo de anticorpos é
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conhecido como antigeno T-dependente. As células T, do mesmo modo que as células
B, respondem aos antigenos atraves de receptores em sua superficie — receptores de
células T (TCRs, de T-cell receptors). Para que os anticorpos sejam produzidos em
resposta a um antigeno T-dependente, é necessario que as células B e T sejam
ativadas e interajam. O processo € iniciado quando a célula B entra em contato com
um antigeno (Figura 8), este entra em contato com as imunoglobulinas (IgM e IgD) na
superficie da célula B, sendo processado enzimaticamente dentro dela, onde os
fragmentos do antigeno s&o combinados com o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, de major histocompatibility complex). A combinacéo de
fragmentos antigénicos e o MHC de classe Il sdo entdo expostos na superficie das
células B para que sejam identificados pelos receptores nas células T auxiliares. A
célula T é ativada e comeca a produzir citocinas que liberam uma mensagem para a
ativacao da célula B. A célula B se prolifera e algumas se diferenciardo em plasmacitos
produtores de anticorpos. Outros clones da célula B ativada tornam-se células de
memoéria de vida longa, responsaveis por uma intensa resposta secundaria a um
antigeno (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Figura 8 - Ativacéo de células B para a producao de anticorpos, a célula B produz anticorpos
contra um antigeno T- dependente
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2.6.1.2 Imunidade Celular

O reconhecimento de antigenos por uma célula T requer que eles sejam
primeiramente processados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs, de

antigen-presenting cells) especializadas, apdés o0 processamento um fragmento
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antigénico € apresentado na superficie da APC. Uma célula Tc (Célula T citotoxica)
pode se diferenciar em uma célula efetora chamada de linfocito T citotoxico (CTL, de
cytotoxic T lymphocyte). As células Th sao classificadas de acordo com determinadas
glicoproteinas localizadas em sua superficie, chamadas de grupos de diferenciacéo
(CD, de cluster of differentiation) sendo classificadas como CD4+, que se ligam as
moléculas de MHC de classe Il das células B e APCs e no caso da imunidade celular
séo classificadas como CD8+ que se ligam as moléculas de MHC de classe I. A célula
proliferativa Th se diferencia em populacdes Thl, Th2 e forma uma populagéo de
células de memoaria. As citocinas produzidas pelas células Thl, principalmente o IFN-
y, ativam a maior parte das células relacionadas aos elementos importantes da
imunidade celular, elas sdo as precursoras dos CTL (linfécito T citotéxico). O CTL
resultante € uma célula efetora que tem a habilidade de reconhecer e matar células-
alvo que tenham sido infectadas principalmente por virus. Ela se fixa a célula-alvo e
libera uma proteina formadora de poros, a perforina induzindo a apoptose (TORTORA;
CASE; FUNKE, 2016).

Figura 9 - Morte por um linfdcito T citotéxico de uma célula-alvo infectada por virus.
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Fonte: Tortora; Case; Funke (2016).

2.6.1.3 Memoéria imunologica

O sistema imunoldgico desenvolve respostas mais acentuadas a exposi¢coes
repetidas ao mesmo antigeno. A resposta imunoldgica a primeira exposicdo ao

antigeno € chamada de memoaria imunoldica primaria e € mediada por linfécitos
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virgens. Encontros subsequentes dessas células como mesmo antigeno produz
respostas chamadas de resposta imunologica secundaria resultando na ativacéo dos
linfécitos de memoria. A memdéria imunoldgica faz com que o sistema imunlogico
combata infeccBes persistentes e recorrentes e gera mais células de memodria
(ABBAS, LICHTMAN, 2008).

2.6.2 Diagnostico inflamatorio

As provas de atividade inflamatéria ou provas de fase aguda inflamatdria
referem-se a substancias séricas que podem sofrer alteraces em seus niveis. Os
principais mediadores dessas alteracdes sédo as citocinas, produzidas em grande
parte pelo figado, entre as quais se destacam a IL-1b, o fator de necrose tumoral-alfa
(TNFa), o interferon-g, e principalmente a IL-6. As provas que sofrem elevacéo sdo a
proteina C reativa (PCR), a velocidade de hemossedimentacédo (VHS), o fibrinogénio,
a alfa-1-antitripsina, a haptoglobina e a ferritina. Mas ha marcadores que diminuem
como a albumina e a transferrina (FULLER; SHINJO, 2010).

2.6.2.1 Proteina C-reativa Ultra Sensivel (PCR)

A PCR é um marcador inflamatério, uma proteina sintetizada nos hepatécitos
sob estimulo da IL-6. Havendo inflamacédo aguda, ha elevacdes de seus niveis no
periodo de seis a oito horas iniciais. Aceita-se valores da PCR abaixo de 3 mg/L, mas
o ideal mesmo seria que ficasse sempre entre 0 e 1 mg/L. Quanto mais baixo (0,01
mg/L, por exemplo), melhor (YATOO, 2018).

2.6.2.2 Hemoglobina glicada

Os niveis de hemoglobina A1C (HbA1C) correlacionam-se com obesidade,
inflamac&o e outras doencas. Desequilibrios nos niveis de acucar no sangue sao uma
causa importante de inflamacédo. O valor aceitavel clinico fica no intervalo entre 4,8 e

5,6, enquanto o intervalo ideal € de 4,5 - 5,2 (SZWARCWALD; ROSENFELD 2019).

2.6.2.3 Velocidade de Hemossedimentacao (VHS)
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E a taxa da velocidade de empilhamento espontaneo das heméacias em um
periodo de uma hora. A presenca de proteina como fibrinogénio pode acelerar este
processo em quadros de inflamag&o aguda. Os valores ideais para mulheres com
menos de 50 anos estdo entre 0 e 20 mm/h, mulheres com mais de 50 estdo entre 0
e 30 mm/h, homens com menos de 50 anos estédo entre 0 e 15 mm/h, homens com
mais de 50 estdio entre 0 e 20 mm/h e criancas entre 0 e 10 mm/h (GUIMARAES et
al, 2013).

2.6.2.4 Insulina em jejum

A insulina € um horménio produzido no pancreas que tem como funcéo
transportar a glicose do sangue para as células. Quando o corpo passa a ter uma
maior resisténcia a este hormoénio, ocorre um processo de maior producdo do mesmo
aumentando processos inflamatorios. O intervalo clinico para a insulina em jejum é de
2,6 - 24,9 ulU/ml e o intervalo ideal é de 1,0 - 5,0 ulU/ml (GELONEZE; TAMBASCIA,
2006).

2.6.2.5 Ferritina sérica

A ferritina sérica é uma proteina marcadora que armazena o ferro corporal. Em
processos inflamatérios sua sintese pode ser elevada pela atuacdo de citocinas que
incorporam o ferro nos hepatdcitos (MIRAGLIA et al., 2020). A quantificacdo da
ferritina representa uma medida precisa do ferro total do compartimento de estoque:
1 pg/L de ferritina sérica corresponde a 8 -10 mg de ferro em estoque em um individuo
adulto (COOK, 2008)

A concentracéo de ferritina circulante varia de 15 a 300 pg/L. Os valores de
normalidade sdo superiores nos homens (15 a 300 pg/L) em relagdo as mulheres em
idade fertil (15 - 200 pg/L). Ap0s a menopausa, esses valores sdo similares para
ambos os sexos (WORWOOD, 1997).

2.6.2.6 Enzimas hepaticas
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Alteracbes dos niveis de enzimas hepaticas como alanina aminotransferase
(ALT) e gama-glutamil transpeptidase (GGT) podem indicar, além de outras doencas,

inflamacéo.

2.6.3 Tratamento para inflamacao

Os anti-inflamatérios séo classificados em duas classes: os anti-inflamatorios
esteroidais que sdo denominados de corticosteroides (AIES) e os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINEs) (SANDOVAL et al., 2017).

Os AlEs sdo farmacos que simulam os efeitos do horménio cortisol. Os
principais farmacos que representam a classe de glicocorticoides séo os derivados da
cortisona (prednisona, prednisolona e derivados). O mecanismo que promove a
transativacdo génica tem inicio com o horménio, que cruza a membrana
citoplasmatica da célula-alvo por difusdo passiva. No citoplasma, os glicocorticoides
ligam-se a receptores proteicos especificos (receptores de glicocorticoides), que sao
proteinas citoplasmaticas que atuam como fatores de transcricdo, alterando a
expressdo dos genes alvo em resposta a um sinal hormonal especifico. O complexo
glicocorticoide-receptor penetra no ndcleo celular no qual se liga a regides promotoras
de certos genes, denominadas elementos responsivos aos glicocorticoides, induzindo
a sintese de proteinas anti-inflamatérias como a lipocortina-1 e LxB e também de
proteinas que atuam no metabolismo sistémico (ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008).

Os AINEs € uma classe de anti-inflamatoérios heterogénea e sao inibidores da
ciclo-oxigenase (COX) (BATLOUNI, 2010). Existem duas isoformas da enzima ciclo-
oxigenase, designadas COX-1 e COX-2. A isoforma COX-1 € expressa de forma
constitutiva na maioria dos tecidos e a COX-2 é induzida nas inflamacdes por varios
estimulos como citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento, originando
prostaglandinas indutoras, que contribuem ao desenvolvimento do edema, rubor,
febre e hiperalgesia. O processo tem inicio com a conversao de fosfolipidios em acido
araquidonico pela enzima fosfolipase A2. Este é convertido em prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos, a partir das enzimas ciclooxigenases, alvo dos AINESs.
Os efeitos adversos observados no uso indiscriminado dos AINEs se baseiam
principalmente na inibicdo da producao de prostaglandinas, esta, quando ausente no
aparelho renal culmina em efeitos como vasoconstricdo arteriolar renal e reducéo da

taxa de filtracdo glomerular, podendo levar a disturbios hidroeletroliticos, sindrome
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nefrética e insuficiéncia renal aguda (IRA) (MELGACO et al., 2010). Os efeitos
coleterais dos AINEs ocorrem no aparelho gastro intestinal com efeitos como dor
abdominal, diarreia e azia. Esses efeitos resultam do bloqueio da COX-1 na mucosa
gastrointestinal e na consequente inibigdo da produgdo de prostaciclina e
prostaglandinas (PGE2 e PGD2) no estdbmago que em doses elevadas ou
administracdo prolongada ocorrem efeitos adversos graves como: Sindrome de
Cushing, hiperglicemia, desgaste muscular, osteoporose, glaucoma entre outros
(RANG et al., 2016).

Segundo Ribeiro et al. (2018), 70 plantas brasileiras possuem acéo anti-
inflamatoria significativa a partir de dados experimentais com compostos obtidos de
extratos brutos ou isolados. Os anti-inflamatorios néo esteroides ou esteroidais séo as
drogas mais utilizadas no tratamento de disturbios inflamatérios agudos ou crénicos,
mas se usados exacerbadamente causam efeitos colaterais como descritos
anteriormente (YOUNG & MARSH, 2018; WEI et al., 2019). As plantas medicinais
podem ser uma boa alternativa para o tratamento de inflamagéao por oferecerem baixo
custo, acesso facil e poucos efeitos colaterais (TUNGMUNNITHUM et al., 2018;
SKALLI et al., 2019).

3 MATERIAIS E METODOS

Para que fosse realizada a avaliagao anti-inflamatoria e antitumoral do extrato
de Sorghum bicolor L. Moench, foi realizado primeiramente o preparo do extrato, apos
isto, seguiu-se para a andlise do perfil fitoquimico que incluiu a Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e Cromatografia Liquida de Ultra
Performance Acoplada a um Espectrometro de Massas (UPLC-MS), posteriormente
foi realizada a avaliagdo da toxicidade que incluiu a avaliagdo da toxicidade através
da Artemia Salina e determinacdo da ClLso, o0 teste de viabilidade celular por
sulforrodomina B e a avaliacdo da toxicidade aguda e determinacdo da DLso. A
avaliacdo anti-inflamatoria foi realizada através do teste de edema de pata induzido
por carragenina e a avaliagao antitumoral foi realizada apds a inoculacdo de tumores
com uso de paquimetro. Por fim, foi feita a busca por metastase 0ssea através de

imagens em PUPET/SPECT/CT como mostra o esquema abaixo.
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Figura 10 - Esquema da metodologia
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Fonte: A Autora (2022).

3.1PREPARO DO EXTRATO

Para obtencédo do extrato do vegetal, foi adicionado 1 kg de grédos de sorgo
(cultivar IPA-467), obtido do Instituto Agrondmico de Pernambuco-IPA, em 2 L de
etanol a 99,9 %, posteriormente essa mistura foi triturada com etanol em moinho de
facas em seguida deixado em repouso por 10 dias, livre da luz, em temperatura
ambiente. ApOs este processo, o extrato foi filtrado em papel filtro e concentrado a

vacuo em um rotaevaporador na temperatura de 70°C e posteriormente liofilizado.

3.2  ANALISE DO PERFIL FITOQUIMI

3.2.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Antes da andlise, as amostras foram tratadas com N, O-Bis (trimetilsilil)

trifluoroacetamida (BSTFA) em piridina (30 min a 70°C) para transformar todos os
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compostos contendo hidroxila no trimetilsililo correspondente (TMSi). A analise
quantitativa foi registada utilizando um cromatografo gasoso (Shimadzu GC-17A,
Kyoto, Jap) equipado com um detector de ionizagdo por chama e uma coluna cpilar
VB-5 (30 m x 0,25 mm 0,25 pum). A temperatura inicial do GC foi de 70°C por 4 min,
aumentada em 4°C / min até 280°C e mantida por 15 min. As temperaturas do injetor
e detector foram ajustadas em 280°C. O hélio foi usado como géas de arraste a um
fluxo de 0,8 mL/min e Split de 1:50. Para a identificacdo de compostos no material
estudado foi utilizada a espectrometria de massa (MS) com ionizacao de elétrons (El)
a 70 eV, operando no modo de aquisi¢cao de varredura completa na faixa de 30 a 400
m / z. Os picos foram identificados por tempos de retencédo semelhantes aos padrdes
conhecidos na literatura e pela comparacao de seus espectros de massa de padroes
e compostos no NIST11.lib (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, Gaithersburg,
MD) (BORTOLUZZI, 2003).

3.2.2 Cromatografia liquida de ultra performance acoplada a um espectrémetro
de massas (UPLC-MS)

A cromatografia foi realizada com um cromatdgrafo liquido de ultra performance
acoplado a um espectrometro de massas (UPLC-MS) Acquity H-Class (Waters). Foi
empregada uma coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,7um. As fases
moveis utilizadas consistiram de solucdo aquosa contendo 2% de MeOH, 5 mM de
formiato de aménio e 0,1% de acido férmico (eluente A) e solucdo metandlica
contendo 0,1% de acido férmico (eluente B), que foram bombeadas a uma vazéo de
0,3 mL/min. A eluig&o foi realizada em modo gradiente e a condig&o inicial (98% A/
2% B) foi mantida por 25 minutos. A proporc¢ao de B foi aumentando linearmente para
99% em 8min30, se mantendo em 99% de B por um minuto, seguida da imediata
diminuicdo para 2% de B, onde foi mantida até 11 minutos. 10 uL de amostras foram
injetados. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. O sistema UPLC foi acoplado
a um espectrometro de massa Single Quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A tenséo
do capilar foi de 3,5 kV, a tensdo do cone 30 V, a temperatura de dessolvatacao foi
de 450°C, com fluxo de gas da fonte de 650 L/h. A aquisi¢do dos dados foi feita em
modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da (LOPES, 2020).

3.3AVALIACAO DA TOXICIDADE
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3.3.1 Avaliacdo da toxicidade por Artemia Salina e determinacado da CLso

O ensaio foi realizado segundo a metodologia de Meyer et al., (1982). Os cistos
de Artemia foram colocados para eclodir em um recipiente contendo agua do mar em
incubadora, a 25°C, com iluminacao artificial e aeracdo constante. O recipiente com
cistos de Artemia foi protegido da luz com papel aluminio por 48 horas.

Apbs a eclosao, foram colocadas 10 larvas em sua fase nauplio, em triplicatas
de tubos de ensaio com auxilio de uma pipeta pasteur, cada tubo continha 9 ml de
agua do mar e um ml de extrato etandélico de sorgo em diferentes concentracdes: 50
pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 ug/mL numa solucao estoque de agua destilada
e tween 80 a 10%. Foi utilizado como controle negativo apenas agua do mar contendo
10 larvas, sem adicao do extrato, também em triplicatas.

Foram contadas as Artemias vivas e mortas ap6s 24 horas, considerando-se
mortos aqueles microcrustaceos que ndo se movimentaram durante a observacédo
com a leve agitacdo do frasco. A quantidade de larvas mortas foi relacionada as
diferentes concentragdes do extrato.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica para determinar a
concentracéo letal média (CLso) do extrato estudado através do Probit Analysis-Finney

method (Lignormal distribution).

3.3.2 Avaliacéo da Toxicidade Aguda e Determinacao da DLso

3.3.2.1 Aspectos éticos

Foram utilizados 6 camundongos albinos Swiss fémeas (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 30 e 40g, mantidos em condi¢gbes
controladas de iluminacgao (ciclo claro/escuro de 12 hora cada), em temperatura de 25
°C e umidade de 55% (+ 5), em gaiolas de polipropileno, onde receberam racéo e agua
ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Centro de Biociéncias da UFPE com numero de
registro 23076.021843/2018-07.

3.3.2.2 Toxicidade Aguda
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O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia da Organizacdo para
Cooperacédo de Desenvolvimento (OECD 423/2001) que preconiza administrar doses
sequenciais devidamente marcados que estabelece 5000 mg/kg a maxima em grupos
de 3 animais. A dose maxima (5000 mg/kg) do extrato de sorgo foi utilizada devido a
auséncia de registros na literatura de toxicidade elevada do extrato de sorgo. Antes
da realizacao desse teste, um teste anterior foi realizado com a dose do 2000 mg/kg
e 0 extrato mostrou-se ndo toxico. Diante disto, foi realizado um novo teste com a dose
maxima de 5000 mg/kg.

Durante o periodo da manha, apds serem submetidos a 12h de jejum, foi
administrado a dose de 5000 mg/kg do extrato etandlico de sorgo solubilizado em
solucao estoque (agua destilada e tween 80 a 10%) por via oral (v.0) em camundongos
albinos Swiss fémeas, introduzido no trato digestorio dos animais através de uma
canula metalica acoplada a uma seringa (gavagem) em um grupo com trés animais
(grupo tratado), além de ser administrado agua destilada e tween 80 a 10% (v.0) em
outro grupo com trés animais (grupo controle). Os animais foram observados
individualmente apés a administracdo por 1 hora, no qual foi realizada uma
observacdo cuidadosa relacionada ao Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema
Nervoso Autbnomo (SNA) para se detectar sinais toxicos, além de serem observados
periodicamente durante as primeiras 24 horas e diariamente por um periodo de
guatorze dias. Os animais tiveram sua evolucao ponderal (g) avaliada diariamente por
14 dias, assim como seu consumo de agua (mL) e racdo (g) (MALONE, 1983). Ao
término do experimento os camundongos foram eutanasiados, os 6érgdos foram
pesados (figado, rim, pulméo e baco) e foi colhido o sangue dos animais para analise

hematoldgica e bioguimica.

3.3.2.3 Parametros hematolégicos e bioquimicos

Ao final do periodo de 14 dias de observacdo os animais foram pesados,
amostras sanguineas foram coletadas por puncdo cardiaca apds anestesia sendo
alocados em dois tubos um com EDTA para analise hematolégica de eritrocitos,
leucdcitos, hemoglobina e indices hematimétricos como, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) e outro com gel separador, o qual foi centrifugado por 10
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minutos a 3500 rpm, para obtencédo do soro destinado as analises bioquimicas tais

como, ureia, creatinina, transaminases e fosfatase alcalina.

3.3.2.4 Andlise histopatoldgica

Apos eutanasiados foi realizada inciséo cirdrgica nos animais que se estendeu
do peito até o abdémen para a retirada dos 6rgéos (rins, figado, baco e pulméo). Os
orgdos foram lavados e fixados em formaldeido a 10% durante 24 horas,
posteriormente lavados com agua destilada e processada em concentracoes
crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%) e de agua, embebidas em parafina e
coradas para a técnica Hematoxilina eosina (HE) para andlise microscépica
subsequente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

3.4TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

3.4.1 Cultivo e manutencao de linhagens celulares

As células de cancer de ovario de Hamste CHO foram cultivadas em meio
DMEM (Gibco, Life technologies, MD, EUA) e suplementadas com 10 % de soro fetal
bovino (Gibco, Life technologies, MD, EUA). As células murina de cancer de mama
4T1 (scramble 4T1) foram cultivadas em meio RPMI (Gibco, Life technologies, MD,
EUA) e suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (Gibco, Life technologies, MD,
EUA) e 0,5 pg / mL de puromicina. As células foram mantidas em estufa umidificada
a 37°C com 5% de CO2. O crescimento das células em monocamada foi realizado em
frascos T75 foi observado diariamente com um microscopio de fase invertida. Quando
as células atingiram préximo a confluéncia (70%), o meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas duas vezes com PBS (3 mL) e retiradas do frasco T75, em
seguida foi adicionada a tripsina (2 mL), por 5 minutos a 37 ° C para a tripsinizagao.
A inativacao da tripsina foi realizada pela adicdo de 4 ml de meio de cultura (DMEM /
SFB no caso das linhagens CHO) e 4 ml de meio RPMI / SFB para a linha 4T1). As
células foram cultivadas na concentragdo de 1,5 x 10°. O meio de cultura foi trocado
a cada 2 dias com 10 ml do novo meio. A mudanca na coloracdo do meio de cultura,
qgue indica a atividade metabdlica celular e a mudanca do pH, foi controlada

diariamente.
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3.4.2 Teste de viabilidade celular através do ensaio de sulforrodomina B (SFR)

Apés a terceira passagem, as linhagens celulares foram distribuidas em placas
de 96 pocos (2500 células por po¢o) em um volume de 100 pL e incubadas a 37 °C,
5% de CO2, com umidade de 65 a 70 %, por 24 horas. ApOs este periodo, 0 meio de
cultura para células CHO foi DMEM (Gibco, Life technologies, MD, EUA) com 10 % de
soro fetal bovino (Gibco, Life technologies, MD, EUA) e o meio de cultura para células
4T1 RPMI (Gibco, Life technologies, MD, EUA) com 10 % de soro fetal bovino (Gibco,
Life technologies, MD, EUA) e 0,5 pug / mL de puromicina foram removidos e um novo
meio de cultura foi adicionado, bem como os meios de cultura com o veiculo (etanol a
2%) que foi utilizado neste ensaio por ter maior facilidade em dissolver concentragdes
pequenas do que o tween 80 que € um solvente mais viscoso. Todos 0s poc¢os da
altima linha da placa receberam 100 pL da solucdo de tratamento totalizando um
volume final de 200 puL por poco. Apds a homogeneizacdo, 100 pL foram aspirados
novamente desses pocos e adicionados a proxima linha, apés a homogeneizacéo
novamente 100 pL foram passados para a préxima linha e assim por diante até a
altima linha de tratamento. A placa permaneceu na estufa até o final do periodo
seguinte de analise, 48 e 72 horas, com umidade de 65 a 70%. Ao final de 48 e 72
horas, o teste foi encerrado com a adicdo de 20 pL de acido tricloroacético 50% (p /
V) (Sigma - Brasil) e as células foram incubadas por 60 minutos a 4 ° C. Esta placa
representard a medicdo da populacdo de células no momento da adicdo do composto
de teste (At = zero). Apds esse periodo (60 min) o sobrenadante foi descartado e a
placa lavada 5 vezes com agua corrente e seca ao ar em temperatura e umidade
ambiente. Uma solu¢éo 0,4% de sulforodamina B (Sigma - Brasil) diluida em &cido
acético 0,1% (100 pL) foi adicionada a cada poco da placa e apos este procedimento
foi incubada por 10 min em temperatura e umidade ambiente. Apds a coloracéo, as
placas foram lavadas com uma solucdo de &acido acético 0,1% (5X) e deixadas em
temperatura ambiente para secar.

Ap0s este processo, a coloracao foi solubilizada pela adicdo de base trizma 100
mM. A absorvancia foi medida em um leitor de placas ELISA (Thermo Scientific - EUA)

a 515 nm. Foi usado o software GraphPad 8.0 para o calculo de IC50.

3.5 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA
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Para este ensaio, foram utilizados 18 camundogos albinos Swiss (Mus
musculus) machos com aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 30 e 40g,
mantidos em condiges controladas de iluminag&o (ciclo claro/escuro de 12 hora
cada), em temperatura de 25 °C e umidade de 55% (+5), em gaiolas de polipropileno,
onde receberam racao e agua ad libitum, divididos em 3 grupos de 6: grupo controle,
gue recebeu apenas uma solucao salina 0,9% (0,5ml/animal); grupo controle positivo,
que recebeu o farmaco anti-inflamatério indometacina (10mg/kg); grupo 1, o qual foi
tratado com o extrato de Sorghum bicolor L. Moench (200mg/kg) dose equivalente a
10% da dose utilisada no teste de dose letal (DLso. N&ao foi utilizada a dose de
500mg/kg equivalente a décima parte de 5000mg/kg, ou seja, a maxima dose
preconizada pela OECD 423.

Uma hora antes do inicio do experimento 0s grupos receberam seus
respectivos tratamentos por via oral. Foi utilizada uma solucdo estoque (agua
destilada e tween 80 a 10%) por via oral (v.0) como veiculo para administracdo oral
da indometacina e dos extratos. Para inducao da inflamag&o aguda foi utilizado um
forte quimico indutor inflamatério, a carragenina, a qual foi preparada a uma
concentracdode 1% utilizando-se de agua destilada aquecida a 60 °C para melhor
diluicdo. O edema foi induzido 30 minutos antes do inicio das medi¢cdes por injecédo
subplantar de 50 pL de carragenina (1%) na pata posterior direita de cada
camundongo de todos os grupos, sendo a formacdo do edema quantificada por
mudancas no volume desse membro. No tempo de Oh, correspondente a
administracdo da carragenina, foi mensurado o volume da pata dos camundongos
para comparacao com a variacdo de volume ocasionada pela formacédo do edema nos
mesmos. As leituras subsequentes foram realizadas apés 30, 60, 120, 180, 240 e 360
minutos da administracdo da carragenina, pela imersdo da pata injetada no
pletismémetro que deslocou o liquido contido no aparelho. O célculo do edema da
pata foi realizado através dos valores de variacao entre o volume da pata (A, em mL)
antes da aplicacdo da carragenina e o seuolume apoés a injecdo. A média e o desvio
padrdo foram avaliados no software Prisma, por analise de varidncia (ANOVA)
mediante o teste t de Student, com P<0,05% aceito como estatisticamente

significativo.

3.6INOCULACAO DOS TUMORES E AVALIACAO DO EFEITO ANTITUMORAL DO
EXTRATO DE SORGO POR PAQUIMETRO
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3.6.1 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi submetido a Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares IPEN/USP com numero de
registro 245/19.

3.6.2 Analise antitumoral do extrado de sorgo em modelo animal 4T1

Foram utilizados 12 camundongos Balb/c nude (Mus musculus) fémeas, com
aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 30 e 40g, mantidos em condi¢gdes
controladas de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 horas cada) e temperatura de 25
°C e umidade de 55% (+ 5), em gaiolas de polipropileno, onde receberam racéo e agua
ad libitum, no biotério da radiofaméacia do IPEN - Instituto de Pesquisas Energética e
Nucleares.

Células de tumor mamario murino 4T1 foram cultivadas em meio RPMI (Gibco,
Life technologies, MD, EUA) e suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (Gibco,
Life technologies, MD, EUA) e 0,5 pg / mL de puromicina a 37 ° C em uma atmosfera
umida de 5% de CO2. As células foram suspensas em meio de cultura com uma
concentragdo final de 1 x 107 células / mL. Os tumores foram implantados
subcutaneamente com 1 x 10° células no dorso para obter tumores solidos. A partir
do 13° dia, apds a inoculacdo dois grupos de seis animais foram formados. O grupo
controle negativo que recebeu o veiculo utilizado para dissolver o extrato alcool 0,2 %
via IP (intraperitoneal) e o grupo tratado que recebeu 500 mg/mL de extrato de sorgo
via IP durante 13 dias, diariamente. Os volumes tumorais foram medidos a cada dois
dias com um paquimetro digital e calculados usando a seguinte formula: Volume
tumoral (mm?3) = (comprimento x largura?), onde o comprimento representa o maior
diametro do tumor e a largura representa o diametro do tumor perpendicular. Os
animais foram pesados diariamente para fazer as correcdes das doses administradas.
Os animais foram eutanasiados sem ocorrer ulceracdo ou desconforto para 0s

mesmaos.

3.7 IMAGENS pSPECT/CT
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Os animais utilizados neste ensaio foram 0os mesmos usados no ensaio de
analise antitumoral do extrato de sorgo em modelo 4T1, onde foram utilizados 12
camundongos Balb/c nude (Mus musculus) fémeas, com aproximadamente 60 dias
de idade e pesos entre 30 e 40g, mantidos em condi¢gbes controladas de iluminagao
(ciclo claro/escuro de 12 horas cada) e temperatura de 25 °C e umidade de 55% (+5),
em gaiolas de polipropileno, onde receberam racdo e agua ad libitum, no biotério da
radiofamécia do IPEN - Instituto de Pesquisas Energética e Nucleares.

A andlise no uSPECT/CT, 10?° MBq do radiofarmaco 99mTc MDP foi injetado
na veia caudal de animais Balb/c saudaveis e analisados ao final de 1 hora. Os
animais foram anestesiados com isoflurano por inalacdo (concentracao inicial 0.5%-
anestesia geral 1 a 1.87%), colocados na camara de escaneamento e analisados no
USPECT/CT (micro focus 220 siemens) no centro de radiofarmécia do IPEN — Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares. A imagem estatica consistiu de: SPECT scan
- FOV 80 mm, 30 segundos/projecao), seguido de CT scan de 10 min (FOV 80 mm,
35 kV, 400 pA). As imagens SPECT/CT foram reconstruidas com o software da Albira
(Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, USA) com os algoritmos: "Ordered
Subsets Expectation Maximization (OSEM)" - para SPECT e "Filtered Back Projection
(FBP)" - para CT. Os ROI’s e as atividades nos 6rgaos (%DR) foram obtidos utilizando-
se o software PMOD (PMOD Technologies, Zurich).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi utilizado o software Graphpad prism verséo 8.0.1. A
distribuicdo das variaveis quantitativas foi analisada pela aplicacdo do teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo normal e ndo normal
foram avaliados respectivamente, por testes paramétricos (teste t Student néo
pareado) e ndo paramétricos (teste Mann-Whitney). As diferencas foram consideradas
significativas para p<0,05 e o intervalo de confianga (IC) mostrado foi de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSAO

Nesta secdo apresentamos os resultados de todas as analises deste trabalho
como analise fitoquimica, avaliacao da toxicidade, avaliacédo da toxicidade aguda DLso,
analise histolégica, avaliacdo anti-inflamatéria, avaliacdo antitumoral e avaliacéo

antimetastatica.

4.1 ANALISE FITOQUIMICA

O sorgo é conhecido na literatura devido a sua acao antioxidante, por possuir
acidos fendlicos, flavonoides e taninos (QUEIROZ et al.,, 2015; STEFOSKA-
NEEDHAM et al.,, 2015). Foi realizada andlise fitoquimica através de GCMS
(Cromatografia Gasosa Acoplada a o Espectometro de Massa), onde o extrato
apresentou 5 compostos fendlicos e UPLC-MS (Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massas (CLUE-EM, ou UPLC-MS do
inglés Ultra Performance Liquid Chromatography) onde foi apresentados 2 flavondides

a luteolina e o Kamemferol.

411 GCMS

Conforme analise em GCMS, o extrato etandlico de sorgo apresentou maior
probabilidade da presenca do acido pentadecainoico no pico 1 (FIGURA 11). Com
férmula molecular C15H3002, massa molar de 242 g/mol, com tempo de retencao de
37,383 min e base do pico de 43.10 m z (TABELA 1).

O papel das propriedades antioxidantes do acido pentadecanoico exercidas
principalmente contra espécies reativas de oxigénio (ROS), desempenha um papel no
envelhecimento, nas doencas cardiovasculares, na inflamagéo e na prevencao do
cancer (EDEM, 2002; ONG & GOH, 2002; SEM, KHANNA & RQY, 2007).

O pico 2 (demosntrado na figura 10) apresentou maior probabilidade da
presenca do acido hexadecanoico, com fomula molecular C18H3602, peso molar de
284 g/mol, tempo de retencéo de 38.108 min e base do pico de 88.05 m z (TABELA
1). Aparna et al., (2012) concluiram, a partir dos estudos estruturais e cinéticos que o
acido n-hexadecandico € um inibidor da fosfolipase A2, portanto, um composto

antiinflamatério.
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O pico 3 apresentou maior probabilidade da presenca do acido octadecanoico,
com férmula molecular C16H3202, com tempo de retencao 41.783 min, base do pico
55.10 m z e peso molar 282 g/mol (TABELA 1). De acordo com Sulijaya, (2018) o
acido octadecanoico suprimiu as citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL-6 e IL-1 via NF-
KB p65, ligando-se ao seu receptor GPR120, o que torna o acido octadecanoico, um
forte candidato a futuras pesquisas como um agente anti-inflamatorio.

O pico 4 apresentou maior probabilidade de ser o composto 9,12-4cido
Octadecadienoico (Z,Z)-, com formula molecular C21H3804, peso molar 354 g/mol,
base do pico 67.05 m z e tempo de retencéo de 42.117 min (TABELA 1). Saiki et al.,
(2007) descobriram que o acido linoleico (acido 9,12-Octadecadienoico), um isolado
de Asteranthos brasiliensis suprimiu a expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo TNF-a, IL-6, IL-1B e NOS2 em células RAW 264.7. O acido linoléico também
suprimiu a expressao da subunidade p50 do NF-kB e restaurou o PPARa. Isso leva a
conclusdo de que o acido linoleico de A. brasiliensis pode reduzir a atividade
inflamatéria em células RAW 264.7.

O pico 5 apresentou maior probabilidade de ser o composto is-11-4cido
Eicosendico, com fomula molecular C20H3802, peso molar 310 g/mol, base do pico
88.05 m z e tempo de retencdo de 42.275 min. Mehmood et al., (2008) revelaram,
através de analise por GCMS em sementes de diferentes variedades de sorgo (84-Y-
00, 84-Y-01, 85-G-83, 86-G-87, DS-97-01, Ms. Buster, PARC SS1, PARI S-3, PARI S-
4, YSS 9) a presenca de alguns acidos graxos resultando na presenca de acido oleico
(acido octadecanoico), acidos linoleico (,12-acido Octadecadienoico (Z,2)-), e acido
palmitico (acido hexadecanoico).

Como é posivel constatar na litertura, os &cidos fendlicos (&cido
pentadecanoico, 4&cido hexadecanoico, &cido octadecanoico e 9,12-4cido
Octadecadienoico (Z,2)-) encontrados no extrato de sorgo através de analise em GC-
MS possuem acdo anti-inflamatoria. Isto evidencia o resultado da analise anti-
inflamatoria mostrada mais adiante, a qual comprovou positivamente a agao do extrato
de sorgo.

E possivel observar os resultados da analise fitoquimica em GCMS na tabela 1

e Figura 11.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mehmood+S&cauthor_id=26050001

Figura 11 - Cromatograma do extrato etandlico de Sorgo bicolor L. Moench
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Fonte: A Autora (2022)
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Tabela 1 - Compostos (acidos fendlicos) presentes no extrato etanélico de Sorgo bicolor L. Moench.

Pico Composto Area total % Tempo~de Basem z
retencao
Acido
1 pentadecainoi 37.384 14.17 43.10
co
Acido
2 hexadecanoic 38.109 6.33 88.05
0
Acido
3 41.783 6.39 55.10

octadecanoico
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9,12-acido

4 Octadecadien 42.117 4.98 67.05
oico (Z,2)-
is-11-acido

5 ' . 42.271 14.12 55.05
Eicosenoico

Fonte: A Autora (2022)

4.1.2 UPLC-MS

As andlises do extrato etanolico de sorgo em UPLC-MS foram baseadas na
busca de compostos fendlicos, por ser uma técnica mais eficiente para tal composto.
Foram identificados dois compostos fendlicos: o kaempferol, m/z 287,05 e a luteolina,
m/z 285,04 (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

N&ao foi possivel realizar a separacdo dos picos isolados do kaempferol e da
luteolina, por apresentarem massas muito préximas. De modo que foi realizada uma

andlise conjunta em relacao a intensidade dos picos (Figura 12).

Figura 12 - Compostos kaempferol e luteolina (flavonoides) presentes no extrato etanélico de Sorgo

bicolor L. Moench.
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A luteolina € um flavonoide, € conhecida por possuir atividades antioxidante
antimutagénica, anti-inflamatéria e antialérgica (SANTOS, 2021).

GUO et al., (2017) observaram altera¢bes histopatolégicas em camundongo
com astite por S. aureus. Tais alteracbes, mostraram que a luteolina protegeu as
glandulas mamarias com infeccao por Staphilococcus aureus a destruicao do tecido e
infiltrac&o de células inflamatdrias. A luteolina inibiu a expresséo de TNF-a, IL-1B e IL-
6, sugerindo que a luteolina € um anti-inflamatorio potencialmente eficaz para reduzir
o dano tecidual e a inflamag&o da mastite induzida por S. aureus.

A luteolina pode suprimir a invasdo do cancer de mama, agindo como um
agente terapéutico antiangiogénico, inibindo a producdo de VEGF (Endothelial Growth
Fator) - Fator de Crescimento Endotelial e a atividade de seu receptor em MDA-MB-
231 células de cancer de mama triplo-negativas MDA-MB-231, que ndo possuem ER,
PR e HER2 (também conhecido como HER2/neu). Também diminui os marcadores
de transicao epitelial-mesenquimal e a tendéncia metastatica. A luteolina também atua
como um antiproliferativo, suprimindo a atividade da tirosina-quinase do receptor e a
apoptose, ambas as quais podem prevenir a colonizacdo incipiente do cancer de
mama (COOK, 2018).

O Kaempferol representa um dos flavonoides que demonstra ser cardioprotetor,
neuroprotetor, anti-inflamatério, antidiabético, antioxidante, antimicrobiano,
antitumoral e tém atividades anticancer (AWIKA et al., 2003). Em concentracdes
micromolares, o kaempferol inibe efetivamente o crescimento de linhagens de células
de cancer de mama (VM7Luc4E2, MDA-MB-231, MCF-7). Nas células de cancer de
mama triplo negativo, o kaempferol diminui os estagios de migracéo e invasao celular
quando comparado com células nao triplo negativas (controle). Isso é explicado pela
regulacéo negativa de RhoA e ativacdo de Racl em células de cancer de mama triplo
negativo, bem como através da ativagdo do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano-2 (HER2)-siléncio, 0 que sugere que a acao antiproliferativa do
kaempferol é desencadeado através da via dependente de ER que medeia processos
celulares, incluindo desenvolvimento, diferenciagdo e proliferacio (MUHAMMED,
2019).
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4.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE

4.2.1 Avaliacao da toxicidade por Artemia Salina e determinacao da CLso

Aavaliacdo da toxicidade do extrato vegetal de sorgo por Artemia salina,
apresentou ClLso de 476,9 ug/mL. De acordo com Mesquita (2015), que avaliou
diferentes extratos vegetais em Artemia salina, o extrato vegetal é considerado de
baixa toxicidade quando a concentracdo letal (CLso) € superior a 500 ug/mL, é
considerado de toxicidade moderada quando a concentracdo letal (CLso) esta entre
100 a 500 pg/mL e é considerado muito toxico quando a concentracao letal (CLso) é
inferior 100 pg/mL.

O extrato de sorgo apresentou toxicidade moderada e mostrou-se bioativo, uma
vez que resultados menores que 1000 pg/mL sdo considerados bioativos (MEYER et
al., 1982). A mortalidade do extrato de sorgo mostrou-se dose-dependente das
concentragbes (1000, 500, 100, 50 pg/mL), como mostra a Figura 12, pois quanto
maior foi a concentragéo do extrato de sorgo em pg/mL, maior foi a mortalidade das
Artemias salina, o grupo controle ndo apresentou mortalidade.

Shah; Khan; Ahmed (2021) estudaram as atividades fitoquimicas por Artemia
salina do extrato metandlico Sorghum halepense (L.) Pers e suas diferentes fracoes
(n-hexano, cloroférmio e aquosa). A mortalidade das frac6es encontradas no nivel de
1000 g/ml foram respectivamente 70,5+ 1,2,50,4+1,1,50,3 £ 1,1 e 40,3 + 1,6%.

Figura 13 - Mortalidade por Artemia Salina.
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Fonte: A Autora (2022)
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4.2.2 Teste de viabilidade celular

Inicialmente, as células tumorais de cancer de mama murino triplo negativo 4T1
e as células saudaveis de ovario de hamster chinés foram semeadas em uma placa
de 96 pocos e tratadas por 48h (grafico da esquerda) ou 72h (grafico da direita) com
diluicdo seriadas de sorgo (1000 — 3,9 mg/mL). Ao final do experimento, o percentual
de células vidveis em comparagédo com o controle n&o tratado foi quantificado e o IC50
(dose que inibe em 50% a viabilidade celular) foi calculado. De acordo com a Figura
14, pode-se observar que com o aumento da concentracdo de sorgo, diminui a
viabilidade celular de ambas as linhagens. No entanto, as células 4T1 (tumorais)
apresentam maior resisténcia ao tratamento com sorgo do que as células CHO
(modelo de células saudaveis).

O IC50 das células CHO, no tempo de tratamento de 48h, foi de 179,2 mg/mL
e para as células 4T1, no tempo de 48 h foi de 234,3 mg/mL como mostra a Figura
13. O aumento da concentragcédo do extrato de sorgo usado na linhagem tumoral 4T1
em relacao a linhagem saudavel CHO foi de 30,74%.

O IC50 das células CHO, no tempo de 72 h, foi de 116,9 mg/mL e para as
células 4T1, no tempo de 72 h, foi de 264 mg/mL (Figura 13). O aumento da
concentracdo do extrato de sorgo usado na linhagem tumoral 4T1 em relacdo a
linhagem saudavel CHO foi de 125,83%.

O extrato do sorgo apresentou IC50 em células tumorais 4T1 em ambos o0s
tempos de tratamento (48 e 72 h), no entanto o extrato mostrou melhor efeito no tempo
de 48 h por apresentar uma concentracdo mais baixa em relacdo a quantidade

utilizada no tempo de 72 h.
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Figura 14 - Viabilidade celular do extrato de sorgo em células tumorais de mama triplo
negativo 4T1 e saudaveis de ovério de hamster chinés (CHO) nos tempos de 48 e 72 h.
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Fonte: A Autora (2022)

S Cox et al. (2019) usaram trés variedades de sorgo farelo comercial de sorgo
preto, (TX430), (CB), farelo comercial de sorgo sumagre (CS), um novo sorgo negro
com alto teor de polifendis (PI570481) (HP) e cha verde como controle para avaliar a
acado anticancer dos polifenois de sorgo em linhagens celulares de células do
adenocarcinoma colorretal humano (HCT-15) e do carcinoma hepatocelular humano
(HEPG2) usando um ensaio de viabilidade celular, onde o novo sorgo negro com alto
teor de polifendis (P1570481) (HP) foi mais eficaz em inibir a viabilidade celular do que
CB, CS e GT.

4.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA (DLso)

Para avaliar a toxicidade aguda do extrato etanélico de sorgo foi administrada
a maior dose preconizada pela OECD, 423 (5000 mg/kg), ja que ndo ha registros de
0 extrato de sorgo ter toxicidade elevada. Apos a administracdo da dose de 5000
mg/kg do extrato de sorgo nos animais, o comportamento dos mesmos foi observado
durante os primeiros 30 minutos para avaliar o screening hipocratico ao final do dia e
durante 14 dias. Outros efeitos da toxicidade foram observados como a variagao do
peso corporal, consumo de agua e ragao. O screening hipocratico dos camundongos
tratados com o extrato de sorgo demostrou tais sinais clinicos: hiperatividade que esta

relacionado ao sistema nervoso central, postura em garra e autolimpeza que sao
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sinais estimulantes, defecacao, diurese, edema de focinho e contor¢cdes que séo
sinais do sistema nervoso auténomo (MALONE, 1977) conforme Tabela 2. Apds esse
periodo, os animais ndo mostraram novamente essas reac¢des, ou alguma mudanca
de comportamento em relagdo ao grupo controle. O extrato ndo foi toxico na dose de
5000 mg/kg de acordo com as diretrize da OECD 423 para testes de produtos
quimicos.

Tabela 2 - Principais reacdes comportamentais relacionadas a dose de 5.000mg / kg administradas
na avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etanélico de Sorghum bicolos L. moench.

Sinais clinicos avaliados

GC GT
5000

1. Sistema nervoso central -

Parada cardiorrespiratéria - -
Perda da coordenac&o motora - -
Refluxo - -
Postura estatica - -
Taquicardia - -
Convulséo ténico-clonica - -
Hiperatividade - +++
1.1 Sinais estimulantes

Saltos - -
Agressividade - -
Agitacao - -
Postura em ataque - -
Postura em garra - +++
Tremores grosseiros - -
Reacéo de fuga - -
Exoftalmia - -
Expansao do pavilhdo auricular - -
Inverséo de marcha - -
Aumento da ambulacéo - -
Aumento da frequéncia respiratéria - -

Irritabilidade - -
Movimento das vibrissas - -

Auto-limpeza - +++
Espasmos - -
Movimento estereotipado - -
Erecdo de cauda - -
Andar em circulos - -

1.2 Sinais depressivos

Ataxia - -
Resposta diminuida ao toque - -
Perda do reflexo auricular - -
Abaixamento do trem posterior - -
Ptose palpebral - -
Fotofobia - -



Prostracéo

Sedacéo

2. Sistema nervoso autdnomo
Distensao abdominal
Cianose

Defecacéo

Diarreia

Diurese

Dispneia

Edema de focinho
Piloerecao
Salivacdo
Taquipneia
Contorcdes

Palidez

3. Mortalidade (%)

68

- +++

- +++

- +++

Fonte: Adaptado de Malone (1977)

Legenda: CG — Grupo controle; GT: Grupo tratado (OFBc 5000mg / kg / v.0). Ausente: (-) Efeito
presente (+); Efeito moderado (++); Efeito intenso (+++) * Adaptado de Malone, (1977).

Na avaliacdo, tanto o grupo controle (GC) quanto o grupo tratado (GT)

obtiveram aumento de peso, no entanto o grupo tratado (GT) apresentou um ganho

de peso de 10,86% em relacdo ao peso inicial dos animais deste grupo conforme

Tabela 3.

Tabela 3 - Evolugdo ponderal de camundongos tratados com extrato etanélico de Sorghum

bicolor L. Moench.

) GC ) GT
MEDIA DP MEDIA DP
Peso 32.670 5,030 30,000 2,080
Inicial
Peso
Final 35,000 1,000 34,000 1,000
Ganha
Pondera 6,66 % 10,86 %
| (%)

Fonte: A Autora (2022).
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Tabela 4 - Consumo de racdo dos camundongos do grupo controle (GC) e do grupo tratado (GT),

média e desvio padrdo durante o periodo de 14 dias de tratamento.

GC GT
MEDIA DP MEDIA DP
31,9 6,28 33,20 5,55

Fonte: A Autora (2022).
Legenda: CG — Grupo controle; GT: Grupo tratado

O consumo de racado (Tabela 4) pelos camundongos do grupo tratado em
relacdo ao grupo controle (GC) foi maior, 0 que condiz com o peso dos animais que

se encontra na Tabela 3.

Tabela 5 - Consumo de dgua dos camundongos do grupo controle (GC) e do grupo tratado (GT),

média e desvio padrdo durante o periodo de 14 dias de tratamento.

GC GT
MEDIA DP MEDIA DP
53,20 13,70 52,50 7.9

Fonte: A Autora (2022).

O consumo de agua (Tabela 5) pelos camundongos do grupo tratado em
relacdo ao grupo controle (GC) ndo apresentou diferenca significativa.

Apbs 14 dias de analise foi realizada a necropsia, foram pesados os érgaos dos
animais (figado, baco, rim e pulméo) dos dois grupos (controle e tratado) a fim de
avaliar a diferenca do peso dos 6rgdos entre os dois grupos. Os oOrgaos dos
camundongos do grupo tratado (GT), em relagéo ao grupo controle (GC) apresentou
um aumento do peso, no entanto o baco apresentou um aumento de peso

estatisticamente significativo como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Avaliacdo da massa relativa (média + desvio padréo) do figado, baco, rins e
pulméo dos camundongos do grupo controle (GC) em relagdo ao grupo tratado (GT) ap0s catorze
dias de tratamento com o extrato etandlico de Sorghum bicolor L. Moench no teste de toxicidade

aguda.

CC GT

Média DP Meédia DP

Figado 1,826 0,430 2,170 2,550
Baco 0,286* 0,175* 0,543* 0,138*
Rim 0,333 0,100 0,493 0,151

Pulmao 0,326 0,220 0,543 0,138

Fonte: A Autora (2022).
Legenda: CG — Grupo controle; GT: Grupo tratado
Os valores representam a média + DP e (*) representa a diferenca significativa (p > 0,05) em
relagdo ao controle.

O grupo de animais tratados com o extrato etanélico de Sorghum bicolor L.
Moench apresentaram alteracfes hematolégicas que permaneceram dentro dos
valores de referéncia (BRANCO, 2011). Em relacdo ao grupo controle, ndo houve
diferenca significativa. Na série vermelha (Tabela 7), pode ser observada uma
macrocitose, devido ao elevado valor do volume corpuscular médio (VCM) tanto no
grupo controle (GC) quanto no grupo tratado (GT). A Hemoglobina corpuscular
Média (HCM) também se mostrou elevado e as hemacias apresentaram-se baixas
em relacdo aos valores de referécia encontrados na literatura (BRANCO, 2011). Na
série branca (Tabela 8), foi verificado um aumento na contagem de neutrofilos, tanto
no grupo tratado (GT), quanto no grupo controle (GC) sem alteracdo na contagem
leucocitaria, onde ocorreu uma neutrofilia absoluta em relacdo aos valores de
referéncia (BRANCO, 2011) e também foi observado uma baixa quantidade de
plaguetas tanto no grupo tratado (GT), quanto no grupo controle (GC) em relacéo
aos valores de referéncia (BRANCO, 2012), o que pode ser condizente com o
processo inflamatdrio observado na analise histolégica do figado dos animais dos

grupos controle (GC) e tratado (GT), conforme Figuras 15, 16 e 17 (A, B e C) e dos



rins dos animais dos grupos controle (GC) e tratado (GT) conforme Figuras 18, 19
e 20 (A, B e C). Nas imagens histolégicas do figado e dos rins dos camundongos,
€ possivel observar algumas lesGes hepéaticas e renais que podem esta
relacionadas ao uso do extrato nestes animais. Este resultado consolida o teste de
viabilidade celular em linhagens de células saudaveis CHO, onde foi possivel
calcular o ICso no tempo de tratamento de 48 e 72 h, fato que demostra uma
toxicidade do extrato a ser considerada.

O exame bioquimico (Tabela 9) ndo demonstrou nenhuma alteragéo. Porém,
esse resultado ndo condiz com o resultado histologico, que demonstrou lesées
hepaticas e renais nos dois grupos de animais (tratado e controle). A leséo renal
pode ndo ser significativa para alterar a funcdo dos rins, ja que os valores de ureia
e creatinina permaneceram normais. As TGO (transaminase oxalacética) e TGP
(transaminase piravica) sdo marcadores de lesdes hepaticas e estes apresentaram
niveis normais. Contudo, foi observada no teste histopatoldgico lesdes nos figados
dos camundongos tratados com o extrato de sorgo. A néo elevacado dos niveis de
TGO e TGP pode ter ocorrido devido a um possivel erro pré-analitico ou analitico

(erro na coleta do material, atraso na analise, material insuficiente).
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Tabela 7 - Variaveis hematolégicas (eritrograma) de camundongos dos grupos controle (GC) e tratado

(GT) (média + desvio padrao) com o extrato etandlico de Sorghum bicolor L. Moench e valores de
referéncia de acordo com Branco, (2011).

GC GT VR
MEDIA DP MEDIA DP MEDIA DP
Hemécias
_ 4,616* 0,605* 4,743* 0,27* 7,0 13,0
(mi/mms3)
Hemoglobina
14,00 2,00 14,10 0,85 14,8 1,0
(g/dL)
Hematdcrito (%) 42,00 6,00 42,33 2,52 421 11

V.C.M (fL) 92,00 2,00 90,27 1,62 47,1 1.3



72

H.C.M (pg) 30,33 0,58 29,67 0,58 14,6 0,5

C.H.C.M (g/dL) 32,67 0,58 32,67 0,58 31,1 0,2

Fonte: A Autora (2022).

Legenda: GC — grupo controle; GT: grupo tratado; VR: valores de referéncia (BRANCO, 2011).
Os valores representam a média + DP e (*) representa a diferenca significativa (p > 0,05) em relacéo
ao controle.

Tabela 8 - Variaveis hematoldgicas (Leucograma) em camundongos dos grupos controle (GC) e
tratado (GT) (média + desvio padrédo) com o extrato etanélico de Sorghum bicolor L. Moench e valores
de referéncia de acordo com Branco, (2011).

GC GT VR

MEDIA DP MEDIA DP MEDIA DP

Leucécitos(mil/mms3) 5.833,33 288,67 7.000,00 3.000,00 5,800,00 0,5
Neutroéfilos

Segmentados 43,33 0,58 45,00 41,67 19,60 1,9
(mil/mm3)

Eosindfilos (mil/mm3) 0,23 0,15 0,37 0,15 0,60 0,2

Linfécitos (mil/mm3) 51,00 1,00 52,33 2,08 50,0 95,0

Mondécitos (mil/mms3) 0,63 0,32 0,23 0,11 60,0 0,9

Plaguetas 75,000 9,0 244,333 3,1 440,000 46,4
(mil/mm3)

Fonte: A Autora (2022).
Legenda: GC — Grupo controle; GT: Grupo tratado;



73

Tabela 9 - Niveis séricos de parametros bioguimicos de camundongos dos grupos, controle (GC) e
tratado (GT) (média + desvio padrao) por 14 dias com o extrato etanélico de Sorghum bicolor L.

Moench.
GC GT
Média DP Média DP
TGP (U/L) 22,00 1,00 28,33 10,02
TGO (U/L) 17,67 0,58 24,67 8,74
Ureia (mg/dL) 24,33 1,53 20,67 3,06
Creatinina (mg/dL) 0,40 0,10 0,40 0,10

Fonte: A Autora (2022).
Legenda: CG — Grupo controle; GT: Grupo tratado
Legenda: CG — Grupo controle; GT: Grupo tratado

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Foram analisados histologicamente o figado, o baco, o rim e o pulmao dos
animais dos grupos tratado e controle. A analise do figado dos animais do grupo
tratado (GT) (Figuras 16 (A e B) e 17 (C)), apresentou degeneracao hidropica (edema
celular ou degeneracdo vacuolar) dos hepatécitos, pinocitose nuclear e focos de
infiltrado inflamatério mononucleares. Isto denota a presenca de lesdo hepética que
possivelmente gerou um processo inflamatério. Nos rins dos animais tratados (Figuras
20 (A e B)) é possivel observar a presenca de debris de células tubulares nos tubos
proximais e tabulos coletores, o que pode ser normal quando associada ao processo
de renovacao celular, entretanto, tal presenca também estd relacionada com o
processo inflamatorio, ja que se trata de fragmentos celulares.

Estes resultados condizem com o resultado do exame hematolégico, como
mencionado anteriormente, onde foi verificado um aumento na contagem de
neutrofilos, ocorrendo uma neutrofilia absoluta que esta relacionada a um processo
inflamatorio. Estes resultados também corroboram com os testes de viabilidade celular
em linhagens de células saudaveis CHO, onde o extrato de sorgo apresentou um ICso
a ser considerado no tempo de tratamento de 48 e 72 h, sendo mais eficiente no tempo
de tratamento de 48 h, toxicidade do extrato de sorgo a ser considerada. As lesdes
hepaticas e renais presentes no grupo controle, ou seja, que nao recebeu extrato de
sorgo, possivelmente remetem a um processo inflamatério preexistente nestes

animais como mostra as Figuras 15 (A e B), 18 (A e B) e (19).
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A analise histologica referente a toxicidade aguda do Sorghum bicolor L.
Moench pode ser observada nas Figuras 16 (A e B), 17 (C) e 20 (A e B).

Figura 15 (A e B) - Figado de animais do grupo controle (GC). Observa-se leves
degeneracdes hidropicas, pinocitose nuclear (seta vermelha) e um megacariocito (seta amarela).

Fonte: A Autora (2022)

Figura 16 (A e B) - Figado dos animais do grupo tratado (GT) com extrato etanodlico de
Sorghum bicolor L. Moench. Observa-se a degeneracado hidrépica (edema celular ou degeneracgéo
vacuolar) dos hepatdcitos em ambas a imagens, pinocitose nuclear (seta amarela) e focos de

infiltrado inflamat6rio mononucleares (seta vermelhas).
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Figura 17 (C) - Figado dos animais do grupo tratado (GT) com o extrato etanélico de Sorghum bicolor
L. Moench. Observa-se degeneracao hidropica (edema celular ou degeneracédo vacuolar) dos
hepatocitos (balonizados) setas amarelas e hepatécito em divisdo (atividade regenerativa) seta
vermelha.

Fonte: A Autora (2022).

Figura 18 (A e B) - Rins dos animais do grupo controle (GC). Observa-se descamacao de células
necroticas para luz dos tabulos (circulos amarelos).

Fonte: A Autora (2022)
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Figura 19 (C) - Rins dos animais do grupo controle (GC). Observa-se tlbulos necréticos com células
necréticas preenchendo luz tubular (asteriscos).

Fonte: A Autora (2022).

Figuras 20 (A e B) - Rins dos animais do grupo tratado (GT) com extrato etanélico de Sorghum bicolor
L. Moench (GT). Observa-se debris de células tubulares (asteriscos) nos tubos proximais e tabulos

coletores.

4.5 AVALIAGCAO ANTI-INFLAMATORIA COM O METODO DO EDEMA DE PATA
INDUZIDO POR CARRAGENINA

O método do edema de pata é um dos testes mais comumente utilizados para
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (WINTER et al. 1962; WILLOUGHBY;
DIROSA, 1972). O processo inflamatério agudo é induzido através da injecéo de 50
UL de solucdo de carragenina, um potente agente inflamatério a 1% na regido
subplantar da pata do animal. O edema induzido por carragenina é formado de forma
progressiva e atinge seu tamanho méaximo em 4 horas. Este fato pode ser evidenciado
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com o grupo controle (salina 0,9%), no qual apresentou um progressivo aumento do
edema até 4h de tratamento, e, posteriormente, uma leve reducéo de 17,54 + 1,64
miL (x102) para uma variacdo de volume de 16,02 + 1,17 mL (x102) apds 6 horas de
tratamento (Tabela 10 e gréfico 21).

O grupo tratado com o anti-inflamatério indometacina seguiu o esperado e
apresentou uma reducdo do edema formado por volta de 1 hora apos o inicio do
tratamento, deste modo, apresentou um aumento maximo de 12,56 + 3,63 mL (x107?)
no volume da pata em 1 hora e entre o periodo de 1-6 h apresentou um decréscimo
de 27,96% no volume do edema, sendo esta diferenca significativamente diferente do
controle (p<0,05) a partir da segunda hora (Tabela 10 e o grafico 21).

O grupo tratado com o extrato de Sorghum bicolor L. Moench apresentou
reducdo no volume do edema formado apos 1 hora, com um aumento maximo de
14,98 + 2,92 mL (x10?) no volume da pata, sendo o decréscimo entre o periodo de 1-
6 h de 44%, reducdo maior do que a vista no grupo tratado com indometacina,
apresentando diferencas significativas em relgdo ao grupo controle (p<0,05) a partir
de 3 h de ensaio. Os resultados podem ser evidenciados na Tabela 10 e observados
na Figura 21.

A andlise de inflamacdo aguda no edema de pata induzido por carragenina
pode ser dividido em duas fases. A primeira fase € referente a primeira hora do ensaio,
no qual a formacédo do edema é mediado pela liberacdo de mediadores pré-formados,
como as aminas vasoativas (histamina e bradicinina), que proporciona a
vasodilatacdo e alteracdo da permeabilidade do endotélio local gerando o
extravasamento de plasma e, consequentemente, a formacdo do edema. A segunda
fase ocorre por volta de uma hora e meia apos o inicio do ensaio e € a fase de maior
interesse para a avaligdo da atividade anti-inflamatéria de determinados
componentes, j& que consiste no inicio da acdo das prostaglandinas e das citocinas
pro-inflamatoérias na manutencdo do processo inflamatério, sendo estes os principais
responsaveis pela resposta inflamatoria aguda (AMDEKAR et al.,, 2012; POBER,
2007; SESSA, 2014). Como os anti-inflamatorios possuem acao sobre a sintese de
eicosanoides e citocinas, é esperado a redugéo do edema entre 1-2 h de experimento.

Os resultados deste ensaio mostraram que 0 extrato apresentou atividade anti-
inflamatoria local superior ao farmaco anti-inflamatério (indometacina) utilizado como
padrdo. A reducdo do volume do edema apds 1 hora (Tabela 10 e grafico 21), por

parte dos extratos apresentando diferencassignificativas em rel¢cdo ao grupo controle
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(p<0,05) a partir de 3 h de ensaio, evidencia a capacidade de atuacdo dos seus
componentes, principalmente os compostos fendlicos e flavonoides na inibicdo da
formacao de mediadores inflamatdrios, eicosanoides (PGE2, PGI2 e LTB4) e citocinas
(IL-1, IL-6 e TNF-alfa) isso porque, como ja foi citado neste trabalho, o sorgo possui
componentes ricos em antioxidantes e consquentemente agentes anti-inflamatorios.

O extrato de sorgo apresentou alguns acidos fendlicos, como o fendlicos acido
n-hexadecandico, o acido octadecanoico, o &cido linoleico e o acido pentadecandico
na analise fitoquimica realizada neste trabalho, estes acidos sdo conhecidos por
possuirem acao anti-inflamatoria.

Aparna et al., (2012) concluiram, a partir dos estudos estruturais e cinéticos que
0 &cido n-hexadecandico é um inibidor da fosfolipase A2, portanto, um composto
antiinflamatario.

O acido pentadecanoico atenua a inflamacéo, anemia, dislipidemia e fibrose
por se ligar a metabdlicos reguladores e por reparar a funcdo mitocondrial (VENN-
WHATSON; LUMPKIN & DENNIS, 2020).

O sorgo apresentou nos resultados da analise fitoquimica a presenca do
flavonoide kaemepferol. O kaempferol possui acdo anti-inflamatéria por atuar na
inibicdo da via do NF-k3 modulando a expressao de enzimas envolvidas na inflamacgao
(AMRI et al., 2017; KIM et al., 2015).

As 3-desoxianocianidinas (luteolinidina e apigeninidina), € um dos polifendis do
grao de sorgo (WU, 2016; WU, JOHNSON, et al., 2017). Os compostos fendlicos sédo
antioxidantes que podem diminuir o dano oxidativo das biomoléculas e
consequentemente ter acdo anticancer e anti-inflamatéria (KADRI et al., 2017). A
atividade antioxidante de extratos metandlicos de sementes de trés variedades de
(AS12, AS20 e 127), e seus teores de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos,
foram estimados, onde a variedade AS20 apresentou 0s maiores niveis de fendlicos
totais (3214,46+263,64mg/100 g), flavonoides (32,03+1,64 mg/100 g) e taninos
(615,35+£6,10 mg/g). A poténcia do efeito de eliminagcdo de radicais destes sorgos
extratos foi até quatro vezes maior que o antioxidante sintético butilado hidroxitolueno
(BHT) (KADRI et al., 2017).

Diante disto, é possivel afirmar que a atividade anti-inflamatéria do extrato de
Sorghum bicolor L. Moench se deu pela presenca dos acidos fendlicos n-
hexadecanoico, octadecanoico, linoleico (9,12-acido Octadecadienoico (Z,Z2)- ) e 0

acido pentadecandico e dos flavonodes Lutelina e Kaempferol.
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Tabela 10 - Avaliacdo da variacdo do volume do edema de pata induzido por carragenina
(50 uL, 1%) em camundongos tratados com extrato etandlico de Sorghum bicolor L.Moench
(200mg/kg, v.0) e indometacina (10mg/kg). Dados expressos pela média + desvio padrao e nivel
de significancia p (teste “t” de Student, p<0,05). p < 0,05* e p < 0,01**,

GRUPOS 0,5h 1h 2h 3h 4h 6h

Controle 13,45+28 15,44 £1,97 15,6 £1,79 16,62 +£1,98 17,54 £1,64 16,02 £1,17
Indometacina 11,96 + 2,97 12,56 + 3,63 11,15 3,73* 10,33 2,86* 8,83 +2,06** 7,23 £2,59**

Sorghum 13,65 £ 4,29 1498 +2,92 13,43 3,62 10,21 2,95* 8,03 £2,8* 6,71 + 3,5

Fonte: A Autora (2022).

Figura 21 - Gréfico da alteracao do volume do edema de pata em camundongos induzido por
carragenina (1%) pelo tempo dos grupos controle (solugédo salina 0,9%), extrato etandlico de
Sorghum bicolor L. Moench (200mg/kg, v.0) e indometacina (10mg/kg). Cada ponto representa a
média de n=6/grupo.
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Fonte: A Autora (2022).



80

4.6 ATIVIDADE ANTITUMORAL DO Sorghum bicolor L. moench POR EM MODELO
471

As células tumorais de cancer de mama murino triplo negativo 4T1 foram
injetadas em camundongos Balb/c Nude por via subcutanea. Quando os tumores
atingiram cerca de 200 mm? foram tratados com 500 mg/kg de extrato de sorgo via
intraperitoneal (v.i) por 13 dias. O grafico abaixo mostra que o tratamento com sorgo
aumentou de forma estatisticamente significativa (p<0.001) o volume tumoral das
células 4T1 em comparacdo com o controle (veiculo, etanol a 2%) (Figura 22). Estes
dados sugerem que o sorgo tem um efeito pré-tumoral nas células tumorais de mama
4T1.

Figura 22 - Volume do tumor de mama triplo negativo 4T1 em relagéo ao controle
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Fonte: A Autora (2022)

Lasso et al., (2018), realizaram um tratamento profilatico de camundongos
saudaveis com extrato de Caesalpinia spinosa, o qual gerou um pré-condicionamento
imunoldgico do hospedeiro, ndo ocorrendo assim, a diminuicdo do crescimento
tumoral, nem impediu a disseminacdo metastatica em modelos transplantaveis de
melanoma (B16) e de linhagem mamaria (4T1). O que ocorreu foi um efeito prejudicial
em ambos 0s modelos.

Brehmer (2005) analisou a acéo de sete plantas medicinais (Allamanda Schotti,
Aleurites moluccana, Bauhinia microstachya, Bromelia antiacantha, Calophyllum

brasiliense, Ipomoea pes-caprea e Rubus rosaefolliu) no desenvolvimento do tumor
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ascitico de Ehrlich e concluiu que o extrato bruto das folhas de Allamanda schotti
aumentou o crescimento do tumor. Estes resultados corroboram com o que ocorreu
neste trabalho, onde o tratamento com o extrato de sorgo aumentou o volume tumoral
do tumor de mama 4T1 em camundongos.

E possivel que o extrato do sorgo tenha provocado uma atividade proliferativa
no tumor devido a presenca dos acidos graxos hexadecanoico e 9,12-
Octadecadienoico ja que houve a presenca de ambos na analise fitoquimica em
GCMS do extrato de sorgo realizada neste trabalho.

O extrato de sorgo apresentou, conforme analise fitoquimica realizada neste
trabalho a presenca do 9,12-acido Octadecadienoico (Z,Z2)-. Reyes et al., (2018)
demonstraram em células de cancer de mama MDA-MB-231 que o acido 9,12-
Octadecadienoico (Z,2)- induz a proliferacao, migracao e invasao dessas células.

Pan et al., (2019) investigaram a fun¢éo do acido hexadecanoico e seu receptor
CD36 na progressao do cancer gastrico e concluiram que o acido hexadecandico
promoveu a metastase neste tipo de céncer. O cancer gastrico é composto,
principalmente, por tecido adiposo, 0 que indica que os &cidos graxos podem ter
afinidade com esse tipo de tumor e contribuir com o seu desenvolvimento e
disseminacado de metastase.

Héa evidéncias de que uma dieta rica em gordura tenha influéncia sobre a
proliferacdo tumoral e que o efeito da dieta rica em gordura seja exercido depois do
inicio da tumorgénese (ROGER, 1997). Freedman et al. (1994) concluiram que a
ingestdo de gordura aumenta a tumorgénese mamaria em ratos. A incidéncia de
tumores mamarios nestes animais aumentou com a elevada quantidade de gordura
ingerida, tendo o contetido de &cido linoléico contribuido fortemente para o efeito da

gordura sobre a tumorgénese

4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMETASTATICO DO SORGHUM BICOLOR L.
MOENCH POR MEIO DE microSPECT

Em céncer de mama metastatico, a metastase 6ssea € a mais frequente
(BRUM et al., 2017). Foi administrada doses de 500mg/kg do extrato etandlico de
Sorghum bicolor L Moench que é a décima parte da dose utilizada no teste de
toxicidade aguda e determinagao da DLso, durante 13 dias em camundongos Balb/c

com tumores de cancer de mama murino 4T1 triplo negativo, no final deste
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tratamento os animais foram anestesiados e 0os mesmos foram submetidos a

Imagem microSPECT/CT com ggmTc-MDP injetado intravenosamente na veia da
cauda de camundogos Balb/c. A imagem SPECT/CT foi adquirida 1 hora apds a
administracdo do radiofarmaco utilizando o equipamento de imagem
MPET/SPECT/CT Albira (Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, USA).
Durante todo o tempo de aquisicdo da imagem os animais encontraram-se sob

anestesia geral (1.5 % isoflurano/O,) e temperatura de 37 °C.

Este modelo animal de tumor de mama triplo negativo 4T1 pode formar tanto
metastase 0ssea, quanto pulmonar (ALMEIDA et al., 2021). As imagens abaixo
mostram (Figuras 23 e 24) que tanto o grupo controle que recebeu 500 mg/kg do
veiculo etanol a 2% quanto o grupo tratado que recebeu 500 mg/kg de extrato de
sorgo nao apresentaram metastase 6ssea e desta forma, nado foi possivel avaliar o
potencial antimetastatico do extrato de sorgo. Isso pode ter ocorrido, pelo fato de a
area de inoculacgéao ter ocorrido no dorso do animal e ndo na regido da mama como
€ realizados nos modelos comumente utilizados (ALMEIDA et al., 2021). Todavia, €
importante ressaltar que a inoculacao na regiao do dorso dos camundongos foi feita

com o objetivo de formar metastase Gssea nestes animais.

Figura 23 - Imagem de camundongos Balb/c do grupo controle (GC) com tumor de mama 4T1 tratado

99
com extrato de Sorghum bicolor L. Moench durante 13 dias em SPECT/CT com mTc—MDP injetado
intravenosamente na veia da cauda de camundogos Balb/c.

Fonte: A Autora (2022).
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Figura 24 - Imagem de camundongo Balb/c do grupo tratado (GT) com tumor de mama 4T1 tratados

99m
com extrato de Sorghum bicolor L. Moench durante 13 dias em SPECT/CT com  Tc-MDP injetado
intravenosamente na veia da cauda de camundogos Balb/c.

Fonte: A Autora (2022)
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5 CONCLUSAO

O extrato de sorgo apresentou toxicidade moderadas no teste de toxicidade
aguda com Artemia salina. Nos resultados de viabilidade celular, o extrato de sorgo
apresentou efeito citotdxico em linhagem de célula saudavel (CHO) e em linhagem de
cancer de mama (4T1) principalmente no tempo de tratamento de 48 h. No teste in
vivo, 0 extrato de sorgo apresentou um aspecto pro-tumoral, aumentando a
proliferacéo de linhagem de cancer de mama 4T1. Tal fato ocorreu possivelmente pela
presenca de dois acidos fendlicos presentes no sorgo, o &acido 9,12-acido
Octadecadienoico (Z,2)- e o 4cido hexadecanoico, ambos com potencial proliferativo.
Tal efeito, possivelmente ocorreu pelo consumo dos animais desses acidos graxos, ja
que estudos revelam que o consumo de gordura na dieta de animais aumenta o
potencial proliferativo de cancer de mama. H& na constituicédo fitoquimica do extrato
de sorgo outros acidos fendlicos e flavonoides que sdo conhecidos por apresentarem
atividade antioxidante, no entanto tal potencial ndo foi suficiente para diminuir ou
impedir o desenvolvimento tumoral.

No que diz respeito a andlise anti-inflamatéria, o sorgo apresentou um aspecto
positivo, que provavelmente ocorreu pela presenca de alguns acidos fendlicos, como
0 acido pentadecanoico, o acido hexadecanoico, o acido octadecandico e do 9,12-
acido Octadecadienoico (Z,Z)- e também pela presenca de 2 flavonoides como a
luteolina e o kaempferol, ambos, &cidos fendlicos e flavonoides conhecidos por
possuirem atividade antioxidante o que provavelmente levou a uma acéo anti-
inflamatoéria.

N&o houve a formacdo de metastase 6ssea nos camundongos com linhagem
de cancer de mama 4T1, portanto ndo foi possivel avaliar o potencial antimetastatico
do extrato de sorgo.

Pesquisas sobre as propriedades medicinais com diferentes cultivares de sorgo
merecem ser ampliadas, ja que neste trabalho a cultivar sorgo IPA-467 apresentou
atividade terapéutica no tratamento da inflamagéo.
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[EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), & foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO -
(UFPE), em reunido de 02/10/2018.

" rﬁmnm {) Ensinc (X) Pesqinsa Cientifica 7|
B 24 | Vigéncia da c20 Cutubro ce 2018 ate janeiro de 2019

~ [Espéciefinhagemiraga , CaanorMmco -

de 2-' 0dias

. 30) Feme Y
& Bioterio do Depariamenio c

b/, , daUFPE.
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ANEXO B — CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DO IPEN




