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Resumo

CAMPELLO FELIX, Anelize de Oliveira. Avaliagdo de balan¢co oxidativo em céaes
com neoplasias mamarias e teste do 6leo resina de copaiba como terapia
adjuvante em ratos. 2014. 52f. Tese (Doutorado) - Programa de Po6s-Graduacgédo
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O surgimento dos neoplasmas mamarios bem como o estabelecimento das
metastases esta relacionado com uma série de fatores, dentre eles destaca-se a
liberacdo de radicais livres. A paraoxanase é uma enzima produzida pelo figado que
€ capaz de de remover os produtos da peroxidacao lipidica. O uso de substancias
consideradas antioxidantes vem sendo uma alternativa para o combate ao estresse
oxidativo. A copaiba é uma planta usada com varias finalidades e atualmente
autores atribuem a ela potencial antioxidante. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer o perfil oxidativo de cées portadores de tumor de mama e avaliar 0 uso
do d6leo resina de copaiba como terapia adjuvante no tratamento de modelos
biologicos portadores de tumores mamarios induzidos quimicamente. Foram
coletadas amostras sanguineas de 50 cdes com tumores mamarios, onde foi
verificado a atividade da enzima PON1 e a capacidade antioxidante total (CAT). O
uso do Oleo resina de copaiba foi estudado em ratos Wistar com e sem tumores
induzidos, nos quais foi avaliado os niveis de enzimas hepéticas e também a
atividade da PON1. Foram também realizados testes de citotoxicidade in vitro com
diferentes concentracdes do 6leo resina de copaiba. Foi possivel observar que caes
com tumor de mama apresentam reducao na atividade da enzima PON1 e também
na CAT. O dleo resina de copaiba apresentou capacidade de inibir o crescimento de
linhagens celulares de tumor de mama, entretanto, este estudo ndao pode definir sua
atividade no controle destes tumores in vivo.

Palavras chave: cancer de mama, CAT, PON1, caes, copaiba



Abstract

CAMPELLO FELIX, Anelize de Oliveira. Assessing the oxidative balance of dogs
with mammary tummors, and the use of copaiba oil as an adjuvant thetrapy in
the rat model of the disease 2014. 52f. Tese (Doutorado) - Programa de PGs-
Graduacao em Veterinéria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The occurrence of mammary tumors, as well as metastatic establishment, is
associated with a series of factors, foremost among which are free radicals.
Paraoxanase is an enzyme produced by the liver, capable of removing by products of
lipid peroxidation. The use of antioxidant substances is becoming an alternative
measure in combating oxidative stress. Copaiba oil is used for various medical
reasons, and it is believed to have antioxidant potential. In this light, this study
assesses the oxidative profile of dogs suffering from mammary tumors, and
evaluates the viability of using copaiba oil as an adjuvant in treating this disease.
Blood samples from 50 dogs with mammary tumors were obtained and PON1 activity
and total antioxidant capacity (TAC) assessed. The use of copaiba oil was also
assessed regarding its safety and action in a rat model for mammary tumors. PON1
activity and hepatic function was also assessed. Furthermore, copaiba oil was
assessed in vitro regarding its toxicity in normal or cancerous cell lines. Dogs with
mammary tumors had lower levels of PONL1 activity than healthy peers, and the TAC
was directly correlated. Copaiba oil did inhibit cancerous cell growth in vitro, but this
study could not determine its effects in tumors in vivo.

Keywords: breast cancer, CAT, PON1, dogs, copaiba
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1 INTRODUCAO

A neoplasia maméaria é a mais frequente em mulheres (INCA, 2012) e também
em fémeas caninas (CASSALI et al, 2009; FIGHERA et al, 2008). A similaridade nas
formas de apresentacdo destes tumores entre as duas espécies fazem com que
estudos realizados em cadelas possam ser extrapolados para as mulheres (PINHO
et al, 2012). Atualmente, o uso de modelos bioldgicos com delecbes génicas,
xenoenxertos e induzidos quimicamente para o desenvolvimento do tumor mamario
tem sido uma ferramenta muito utilizada para o melhor entendimento e na busca por
melhor qualidade de vida de pacientes neoplasicos (PINHO et al, 2012; GORDON e
KHANNA, 2010). O comportamento biologico da neoplasia mamaria em modelos
animais tem ampliado a possibilidade de estudos mais especificos da doenca por
permitirem um maior acesso a dados bioquimicos e moleculares nesses animais.
Neste modelo, € possivel trabalhar a biologia tumoral de forma mais complexa e
similar ao que ocorre em outras espécies (HENNIGHAUSEN, 2000; PINHO et al,
2012). As neoplasias mamarias na cadela apresentam-se, geralmente, como
nodulacdes circunscritas, com dimensdes, consisténcia e mobilidade a pele e
musculatura variaveis, podendo estar associados a ulceracdo cutanea e reacfes
inflamatorias locais. Frequentemente sdo observados mdltiplos tumores em uma
mesma mama ou envolvendo simultaneamente varias mamas (tumores
multicéntricos), os quais podem apresentar diferentes tipos histolégicos contudo,
sempre o tumor de pior progndstico determinard a evolucdo clinica do paciente
(CASSALI et al, 2009).

O surgimento das neoplasias mamarias bem como o estabelecimento das
metastases esta relacionado com uma série de fatores, dentre eles a liberacdo de
radicais livres (PANIS et al, 2011). Os radicais livres sdo produtos intermediarios do
metabolismo celular oxidativo, os quais atuam como sinalizadores moleculares
vasculares (HALLIWELL, 2006). A efetividade das drogas antineoplasicas é
guestionada visto que, por serem citotdxicas, acabam estimulando uma liberacéo
excessiva de radicais livres (CONKLIN, 2004; OZBEN, 2006), o que poderia estar
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estimulando a formacdo metastatica em decorréncia das lesbes causadas nas
células tumorais (ISHII et al, 1996; GROSSELIN et al, 2009). Em pacientes com
tumores de mama, se observam altos niveis de estresse oxidativo, com formacao de
adutos de DNA para formar tecido tumoral maméario (NOWSHHEEN et al, 2009) e
com elevacdo significativa dos niveis de marcadores de estresse oxidativo no
plasma destes pacientes (SENER et al, 2007), podendo também ocorrer alteracdes
na dindmica sanguinea (OZBEN, 2006).

Além de ter papel importante na homeostase celular, os radicais livres séo
conhecidos por induzir o dano celular grave e promover o desenvolvimento de certas
patologias. Em geral, todas as biomoléculas sdo alvo de radicais Ivres, assim,
lipidios, proteinas, hidratos de carbono e material genético estdo sujeitos a serem
atacados. A peroxidacdo lipidica € um processo autocatalitico, em que o0s
hidroperdxidos e epdxidos secundarias e aldeidos séo formados (VERA-RAMIREZ et
al, 2011).

Caes nao castrados e/ou que recebem doses de progestagenos duante a vida,
esao predispostos ao surgimento de tumores de mama durante a vida adulta ou na
velhice .Tem-se verificado crescente evidéncia da etiologia hormonal para o tumor
de mama em cadelas, sendo que o indice de risco varia entre cadelas castradas e
nao castradas e depende ainda da fase em que a intervencéo cirurgica é efetuada. A
ovario-histerectomia (OH) realizada antes do primeiro estro reduz o risco de
desenvolvimento da neoplasia mamaria para 0,5%; este risco aumenta
significativamente nas fémeas esterilizadas apdés o primeiro ciclo estral (8,0%) e o
segundo (26%). A protecao conferida pela castracdo desaparece apos 0s dois anos
e meio de idade, quando nenhum efeito é obtido (DALECK, FONSECA, 2000). Sabe-
se que o0s estrogénios enddgenos e sintéticos sdo convertidos, através de
hidroxilagdo aroméatica por citocromo P-450 e enzimas especificas microssomais, em
catecol estrogeno, como por exemplo o estradiol de 4-hidroxi (4-OH-E2), e em
estrogénio semi-quinonas e quinonas. A formacdo de estrogenos catecol e suas
guinonas é acompanhada de producdo de espécie reativas ao oxigénio, que geram
danos celulares (VERA-RAMIREZ et al, 2011).

Ensaios in vitro com células humanas mostram uma associacao significativa
entre a formacdo tumoral e estresse oxidativo relacionados com o envelhecimento.
Esta relacdo fornece uma explicacdo molecular da maior incidéncia de doencas

neoplasicas em idosos e mostra que 0s mecanismos moleculares que permitem
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surgimento do tumor sdo movidos por espécies reativas ao oxigénio acumulados
durante o envelhecimento (GROSSELIN et al, 2009).

O processo de peroxidacao lipidica causa danos oxidativos membranas
celulares, lipoproteinas e demais estruturas que contém lipidios. O excesso de
subbrodutos da peroxidacao lipidica esta diretamente relacionado com a patogénese
de varios tipos de céancer (KLAUNIG, KAMENDULIS, 2004). Todas estas
modificaces oxidativas causam mudancas nas propriedades fisicas e quimicas das
membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com expansdo do liquido
intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das organelas, com
consequente morte celular. ReagcBes envolvendo os varios intermediarios entre si
levam a novos produtos, por exemplo, malondialdeido (MDA) que é detectado em
testes de avalicdo do balanco oxidativo (VASCONCELOS et al, 2007).

A desintoxicacdo dos radicais livres é realizada por moléculas pequenas, tais
como as vitaminas C e E, e pelas enzimas que clivam as moléculas reativas ao
oxigénio para gerar subprodutos nao toxicos as células (FANG et al, 2013). Um
papel importante na defesa contra os efeitos toxicos do aumento dos radicais livres
sistémicos € desenvolvido pela paraoxonase 1 (PON1), uma enzima antioxidante,
gue atua associada com a lipoproteina de alta densidade (HDL). A PON1 tem varias
funcdes, entre elas impedir a modificagcdo oxidativa da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e eliminando radicais lipossoluveis cancerosos. A atividade de
PON1 varia muito entre os individuos, que €, em parte, relacionada com
polimorfismos no gene da PON1 gene. Atividades reduzidas de PON1 foram
relacionados com a patogénese de varias doencas, incluindo cardiovasculares,
neurodegenerativas, autoimunese varios tipos de cancer (FANG et al, 2013;
SAADAT, 2012).

A paraoxanase € produzida pelo figado e que é capaz de remover os produtos da
peroxidacdo lipidica (FANG et al, 2013), e possui papel importante no estresse
oxidativo. O polimorfismo do gene que a codifica altera a sua atividade, podendo
esta estar reduzida, o que prejudica a sua atuacdo na remocdo destes produtos e
consequentemente permitindo o surgimento de danos ao organismo e doencas
relacionadas a isto como o cancer (SAADAT, 2012).

A capacidade antioxidante total (CAT) de uma amostra biolégica (sangue,
plasma) € capaz de fornecer informagBes sobre o balanco oxidativo. No que se

refere aos antioxidantes, alguns autores defendem o estudo da capacidade
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antioxidante total (CAT), ao invés de analise de antioxidantes isolados,
principalmente devido a interacdo que existe entre eles no plasma ou soro. Na
analise da CAT, leva-se em conta a acdo acumulativa de todos os antioxidantes
presentes;obtém-se um parametro integrado, capaz de revelar nuancas acerca do
delicado equilibrio redox existente in vivo. A medida de CAT auxilia na avaliacéo dos
fatores nutricionais, fisiolégicos e ambientais do balanco redox em seres humanos.
(VASCONCELOS et al, 2007). Se a CAT estiver alta, significa que o paciente tem
baixos niveis de radicais livres circulantes, se estiver baixa, este individuo estad com
a capacidade de neutralizacdo desses radicais diminuida, permitindo que eles
atuem, causando danos ao organismo (FERRARI, 2010). Isso coloca os niveis de
CAT diretamente ligados ao fendbmeno do surgimento de tumores, que sofre uma
grande influéncia da presenca de radicais livres (VERA-RAMIREZ, et al, 2011).

Com o intuito de reduzir estes danos, 0 uso de antioxidantes como adjuvantes no
tratamento antineoplasico tem evoluido, assim como as pesquisas em torno de
NoOvoS compostos que possam atuar minimizando a malignidade e favorecendo o
prognostico de pacientes com cancer (VERA-RAMIREZ et al, 2011). Plantas com
componentes bioativos tém sido usados desde tempos pré -historicos. Estes
compostos estdo sendo isolados e suas atribuicbes farmacoldgicas confirmadas ou
negadas ( WANG et al. , 2011). Séao arvores nativas da regiao tropical da América
Latina e Africa Ocidental, popularmente conhecidas como copaibeira ou pau
d’éleoresina. No Brasil, sdo encontradas facilmente nas regibes Amazobnica e
Centro-oeste. O género Copaifera L. pertence a familia Fabaceae Lindl., sub familia
Caesalpinioideae Kunth (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).0 6leo de copaiba, obtido
através de uma perfuracdo no tronco de uma arvore da espécie Copaifera, é
utilizado com varios fins, sendo administrado tanto por via tépica como por via oral,
em dosagens diversas. O potencial antioxidante e anticarcinogénico da copaiba tem
sido reportado em modelos in vitro, com estudos em cultivos de células MCF-7 que
sdo originarias de tumor mamario humano. Contudo, estudos mais especificos ainda
devem ser realizados (SANTOS JUNIOR et al, 2010). Os compostos fendlicos
presentes no Oleo resina de copaiba parecem apresentar capacidade de reduzir os
danos causados pelo estresse oxidativo no organismo (SENEDESE et al, 2013)

Em um estudo utilizando o éleo resina de copaiba por via oral em camundongos
(Mus muscullus), Chen Chen e Sena (2002) observaram sinais de toxicidade nos

eritrécitos dos animais, sendo a toxicidade aumentada de acordo com a dose
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administrada. Como tratamento topico, o Oleo resina ndo apresentou sinais de
toxicidade em ratos Wistar (MAISTRO et al, 2005). J& quando realizado um teste de
toxicidade aguda, onde o 6leo resina de copaiba foi administrado por via oral em
ratas prenhes, mostrou toxicidade na mae e nos embrides (SACHETI et al, 2009).

As condicdes atuais de vida tanto animal como humana predispdéem ao
desenvolvimento de tumoragbes. Os individuos acometidos pelo céncer e
submetidos a terapias antineoplasicas ainda sofrem danos no organismo, portanto o
desenvolvimento de substancias que minimizem esta situagéo torna-se de extrema
importancia para a qualidade de vida destes pacientes. O 6éleo de copaiba tem sido
utilizado popularmente para varias afecgfes, porém ainda faltam esclarecimentos
sobre a sua atuacao em relacdo a neoplasmas mamarios. Diante disto, a realizacédo
deste estudo pioneiro e a publicacdo dos resultados na comunidade académica
resultara em novas possibilidades terapéuticas como adjuvante no tratamento de

enfermidades como o cancer.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar parametros associados ao estresse
oxidativo de cées com diferentes tipos de tumores mamarios. Avaliou-se também o

uso do 6leo resina de copaiba como possivel adjuvante na terapia antitumoral.

2.1.1 Objetivos especificos

- Determinar a atividade da enzima PON1 e a capacidade antioxidante total em cées

portadores de tumores mamarios;

- Correlacionar a atividade da enzima PON1 com a capacidade antioxidante total em

caes portadores de tumores mamarios;

- Determinar possiveis relagbes do tipo tumoral com a capacidade antioxidante e

atividade da enzima PONZ1;

- Avaliar a citotoxicidade do 6leo resina de copaiba e determinar sua dose segura

em cultivo celular;

- Determinar a dose toxica e avaliar a toxicidade hepatica em ratos Wistar tratados

com Oleo resina de copaiba,;

- Avaliar a acdo do oleo resina de copaiba em modelos biolégicos com e sem tumor

induzidos gquimicamente;

- Determinar a atividade de PON 1 em modelos biolégicos com e sem tumor

induzidos quimicamente, tratados com 6leo resina de copaiba.



3.1 Artigo 1

Avaliacao da atividade de PON 1 e capacidade antioxidante total em caes
com tumores mamarios

Anelize de Oliveira Campello Felix; Andréia Nobre Anciuti; Thomas Normanton Guimm,
Samuel Rodrigues Felix; Marcia de Oliveira Nobre

Artigo a ser submetido a revista Ciéncia Rural
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Avaliacio da atividade de PON 1 e capacidade antioxidante total em cies com

tumores mamarios
Evaluation of PON 1 activity and total antioxidant capacity in dogs with

mammary tumors

Anelize de Oliveira Campello Felix; Andréia Nobre Anciuti; Thomas Normanton

Guimm, Samuel Rodrigues Felix; Méarcia de Oliveira Nobre
Faculdade de Veterinaria
Universidade Federal de Pelotas

anelizecampellofelix@gmail.com

Resumo

O surgimento de neoplasia de mamaria tanto em humanos como em cées se deve a
varios fatores, sendo um deles, o estresse oxidativo. Os radicais resultantes de dano oxidativo
sdo capazes de determinar o aparecimento desta enfermidade. A atividade da enzima
paraoxanase (PON1) e a capacidade antioxidante total (CAT) refletem o status oxidativo dos
individuos, surgindo como boas opc¢des para 0 acompanhamento e estabelecimento de
terapias em pacientes com tumores mamarios. O objetivo deste estudo é demonstrar a
atividade de PON1 e CAT em animais com neoplasia mamaria. Foram analisados 25 caes com
tumores mamarios multiplos e 25 com tumores mamarios Unicos. Eles foram divididos
conforme o tipo histopatoldgico e dentre estes foram selecionados os tipos mais frequentes.
Nestes, foram avaliadas a atividade da PON1 e a CAT. Ambas se apresentaram reduzidas em
pacientes com tumores de mama, quando comparados com animais higidos (p<0,05). Porém
ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos estudados. Com estes dados,

conclui-se que o estresse oxidativo esta diretamente ligado com o surgimento de tumores de
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mama em cdes, sendo uma opcdo de acompanhamento de evolugdo e diagndstico precoce
destes pacientes.

Palavras chave: neoplasia mamaria, cdes, PON1, CAT.

Abstract

Various factors will influence the occurrence of cancer, both in humans and dogs, with
oxidative stress playing an important role. Free radicals from oxidative damage have a direct
link to the disease. PON1 activity and the total antioxidant capacity (TAC) reflect the
oxidative status of individuals, and could be options in monitoring and establishing therapies
in mammary tumor patients. The purpose of this study was to describe PON1 activity and
TAC in dogs with mammary tumors. 25 dogs with multiple mammary tumors and 25 dogs
with one mammary tumor were assessed. They were divided according to the
histopathological classification of the tumors, and the most frequent cases were chosen for
further analysis. In these, PON1 activity and TAC levels were assessed. These parameters
were both lower in those patients suffering from mammary tumors, when compared to healthy
peers. However, no difference was observed when tumor types were compared (p<0.05).
These results show that oxidative stress is directly associated with mammary tumors in dogs,
and these parameters can be used to monitor ongoing treatment.

Keywords: breast cancer, dogs, PON1, TAC.

INTRODUCAO
Entre todas as localizacBGes de neoplasmas, a neoplasia mamaria € a mais frequente em
mulheres (INCA, 2012) e também em fémeas caninas (CASSALI et al, 2009; FIGHERA et

al, 2008). A similaridade nas formas de apresentacdo destes tumores entre as duas espécies
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fazem com que estudos realizados em cadelas que desenvolvem naturalmente a doenca
possam ser extrapolados para as mulheres (PINHO et al, 2012).

O surgimento dos tumores mamarios bem como o estabelecimento das metéstases esta
relacionado com uma série de fatores, dentre eles a liberacéo de radicais livres (PANIS et al,
2011). Os radicais livres sdo produtos intermediarios do metabolismo celular oxidativo, os
quais atuam como sinalizadores moleculares vasculares (HALLIWELL, 2006). A efetividade
das drogas antineoplasicas é questionada visto que, por serem citotoxicas, acabam
ocasionando uma liberacdo excessiva de radicais livres (CONKLIN, 2004; OZBEN, 2006), o
que poderia estar estimulando a formacgdo metastatica em decorréncia das lesbes causadas nas
células tumorais (ISHII et al, 1996; GROSSELIN et al, 2009). Em pacientes com tumores de
mama, se observam altos niveis de estresse oxidativo, com formacdo de adutos de DNA no
tecido tumoral mamario (NOWSHHEEN et al, 2009) e com elevacéo significativa dos niveis
de marcadores de estresse oxidativo no plasma destes pacientes (SENER et al, 2007), podendo
também ocorrer alteragdes na dindmica sanguinea (OZBEN, 2006).

A peroxidacdo lipidica € um exemplo de dano oxidativo observado em membranas
celulares, lipoproteinas e demais estruturas que contém lipidios. O estresse oxidativo e 0
excesso de subprodutos da peroxidacdo lipidica estdo diretamente relacionado com a
patogénese de varios tipos de cancer (KLAUNIG, KAMENDULIS, 2004). A PON1 é uma
enzima produzida pelo figado que é capaz de remover os produtos da peroxidacdo lipidica.
Ela atua ligada ao HDL e age na eliminacdo das espécies reativas ao oxigénio, contribuindo
para a eliminacéo de radicais lipossollveis carcinogénicos resultantes de peroxidacao lipidica.
(FANG, 2013). Em humanos, ja foi relatado que a atividade PON1 é menor nos pacientes com
varios tipos de cancer (BOBIN-DOUBIGEON 2012), o que demonstra o seu papel no estresse

oxidativo ligado ao surgimento do cancer.
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Em cées, ndo h& estudos relacionando o surgimento de cancer com a atividade de
PON1. O objetivo deste trabalho é demonstrar a atividade de paraoxanase 1 (PON1) e

capacidade antioxidante total (CAT) em animais com neoplasia de mama.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizados para este estudo, 50 cées, fémeas. Para inclusdo no estudo, 0s
animais deveriam apresentar como queixa principal nodulagcbes em regido mamaria,
compativeis com neoplasmas e que fosse encaminhados para realizacdo de procedimento
cirtrgico para remocdo dos nodulos. Estes foram analisados e receberam uma classificagdo
histopatoldgica. Foram selecionados 25 animais com tumores mamarios multiplos (TMM) e
25 com tumores mamarios unicos (TMU)., caracterizados histopatologicamente. Estes foram
subdivididos em grupos conforme o tipo do neoplasma, caracterizado histopatologicamente
(tabela 1). Foram incluidos ainda animais higidos, os quais ndo apresentavam nodulacdes
mamarias, nem historico de mastectomia, como controle. Amostras sanguineas foram obtidas
imediatamente antes da realizacdo da cirurgia, através de venopuncao da veia cefalica. Eram
coletados em media 3ml de sangue, 0s quais eram armazenado em tubos contendo gel ativador
de coagulo. Apos a formacdo do coagulo, os tubos eram centrifugados a 3 mil rotagoes por
minuto durante 10 minutos, para obtencdo do soro. Este era acondicionado em micotubos e
mantido congelado a -80C até 0 momento das andlises. O projeto foi submetido a analise pela

CEEA e obteve parecer favoravel a sua execucdo (8529).

Atividade de PON 1
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Para andlise da atividade PON 1, foram selecionados 18 animais que apresentaram
tumores mamarios maltiplos (TMM) e 12 com apenas um tipo de tumor de mama (TMU). Os
animais foram selecionados de acordo com o tipo tumoral mais frequente, conforme indicado
na Tabela 1. A atividade da PON 1 foi medida através da técnica do fenilacetato (Sigma —
Aldrich). A atividade foi avaliada a partir da taxa de formacéo de fenol monitorada através da
absorbancia a 207 nm e 25 °C. O reagente de trabalho utilizado é composto por 100 ml de
Tampdo 20 mM Tris/HCI pH 8.0, contendo 1 mm CaCl, e 50 uL de fenilacetato como
substrato. As amostras foram diluidas 1 para 3 em Tampdo 20 mM Tris/HCI (10 uL de
amostra e 20 uL de Tampao) e foi adicionado 3.3 ul desta diluicdo em 500 uL da solucéo de
trabalho. A leitura foi realizada em espectrofotometro utilizando cubeta de quartzo, na faixa

de 270 nm, 20 seg de tempo de retencdo, 1 min de tempo de leitura.

Capacidade antioxidante total (CAT)

A andlise da capacidade antioxidante total foi realizada nos mesmo animais
selecionados para analise da PON 1. A capacidade antioxidante total foi determinada com o
uso do kit comercial “Cayman Antioxidant Assay Kit” (Cayman Chemical Company, 1180 E.
Ellsworth Rd. Ann Arbor, MI 48108 - USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Brevemente, a capacidade antioxidante total foi aferida através de reacdo colorimétrica,
medida a 405 nm, que avaliou a capaxidade dos antioxidantes de inibir a oxidacdo de ABTS
(2,2’-Azino-di-[sulfato-3-ethilbeztiazolina]) pela metamioglobina. A capacidade antioxidante
das amostras foi comparada com um padrdo (Trolox) e o resultado expresso em equivalente

trolox (mM).

Analise estatistica
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Todos os resultados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism 5. Foi
utilizado o teste T de student para comparacao entre médias nos ensaios de atividade da PON1
e CAT. Para avaliar a correlacdo entre os parametros, teste de Pearson foi realizado. Quando
os valores de P de 0,05 ou menos foram expressos, diferenca estatisticamente significante foi

considerada.

RESULTADOS

Dos 25 animais com TMM, os casos mais frequentes foram: carcinossarcoma (n=16),
carcinoma tubular (n=13) e mioepitelioma maligno (n=9). Nos pacientes com TMU, os mais

frequentes foram: carcinossarcoma (n=8) e carcinoma complexo (n=7) (tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo dos tipos histopatoldgicos dos tumores de acordo com 0S grupos:
tumores mamarios multiplos (TMM) e tumores mamarios Unicos (TMU).

Grupo Animal  Classificagdo histopatoldgica
la Carcinossarcoma; Carcinoma Complexo
2b Carcinoma tubular; Carcinoma de células fusiformes; Carcinoma tubulo-papilar
3 Carcinoma tubular; Carcinoma complexo
4a Carcinossarcoma; Carcinoma complexo
5 Carcinoma tubular; Carcinoma complexo; Carcinoma tubulo-papilar
6a Carcinossarcoma; Carcinoma tubulo-papilar
7b Carcinossarcoma; Carcinoma tubular
8 Carcinossarcoma; Carcinoma rico em lipideos
9c Ca_rcin_oss_arcoma; _ Carcinorr_]a complexo; Carcinoma tubulo-papilar; Carcinoma solido;
Mioepitelioma maligno; Carcinoma tubular
10 Carcinossarcoma; Mioepitelioma maligno
11 Carcinossarcoma; Carcinoma solido
12 Carcinoma tubular; Carcinoma complexo; Mioepitelioma maligno
T™MM . ’ -
13b Carcinoma tubular; Carcinoma adenoescamoso
14a Carcinossarcoma; Mioepitelioma maligno; Carcinoma tubulo-papilar
15¢ Carcinoma; Mioepitelioma maligno
16¢ Carcinoma; Mioepitelioma maligno
17c Carcinoma; Mioepitelioma maligno; Carcinoma papilar
18c Carcinoma tubular; Mioepitelioma maligno; Carcinoma
19 Carcinoma complexo; Carcinoma papilar
20 Carcinossarcoma; Carcinoma tubular
21c Carcinoma tubular; Carcinossarcoma; Mioepitelioma maligno; Carcinoma papilar
22b Carcinossarcoma; Mioepitelioma maligno; Carcinoma tubular; Carcinoma s6lido
23a Carcinossarcoma; Carcinoma tubulo-papilar
24c Carcinoma; Mioepitelioma maligno
25b Carcinoma tubular; Carcinoma papilar
26 Carcinoma s6lido
27 Carcinoma tubular
28 Carcinoma s6lido
29 Carcinoma anaplasico
30 Carcinoma anaplasico
31 Carcinossarcoma
32d Carcinossarcoma
33d Carcinossarcoma
34d Carcinossarcoma
35d Carcinossarcoma
36d Carcinossarcoma
37d Carcinossarcoma
TMU 38 Carcinossarcoma
39 Carcinoma complexo
40e Carcinoma complexo
41e Carcinoma complexo
42e Carcinoma complexo
43e Carcinoma complexo
44e Carcinoma complexo
45e Carcinoma complexo
46 Carcinoma tubulo-papilar
47 Carcinoma tubulo-papilar
48 Mioepitelioma maligno
49 Mioepitelioma maligno
50 Mioepitelioma maligno

a - Animais com tumor mamario maltiplo incluindo carcinossarcoma (TMMC)

b - Animais com tumor mamario maltiplo incluindo carcinoma tubular (TMMCT)

¢ — Animais com tumor mamario maltiplo incluindo mioepitelioma maligno (TMMM)
d — Animais com tumor mamério simples do tipo carcinossarcoma (TMUC)

e — animais com tumor mamario simples do tipo carcinoma complexo (TMUCC)

A média da atividade de PON 1 foi menor nos animais com TMM (59,47) do que nos

animais com TMU (66,26), como mostra a figura 1. Ambos os grupos diferiram
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significativamente (p<0,001) do grupo controle (120,08) . Dentro do grupo TMM, observou-
se que os diferentes tipos tumorais diferiram significativamente(p=0,001) entre si e do
controle (figura 2). Em relagdo & CAT, foi observada diferenca significativa entre os grupos e
com o controle (tabela 2). Entre os tipos histoldgicos, houve diferenga significativa da CAT
entre 0s grupos e destes com o controle, que estdo expressos na tabela 2 e na figura 3. Houve
uma correlacdo positiva significativa (p=0,0017) de modera intensidade (r’= 0,4854) entre os

niveis de CAT e a atividade de PON 1 (figura 4).

Tabela 2: Médias e desvio padrdo da atividade de arilesterase (PON1) e capacidade
antioxidante total (CAT) entre os grupos de diferentes tipos histologicos de cancer de mama
em cées

Grupo PON1 média (DP) CAT media (DP)
TMMC 74.9 (+ 12.2) 0.58 (+0.63 )
TMMCT 57.6 (+ 13.7)° 0.00021 (+ 0.0)?
TMMM 45.9 (+11.7)° 0.08 (+ 0.08)
TMUC 66.7 (+ 16.2)* 0.22 (+0.36)
TMUCC 64.1 (+ 28.7)® 0.61 (+ 0.93)®
Controle 120.1 (+ 12.5)° 2.4 (+1.65)°

TMMC- Animais com tumor mamario multiplo incluindo carcinossarcoma; TMMCT- Animais com tumor
mamario mdltiplo incluindo carcinoma tubular; TMMM- Animais com tumor mamario multiplo incluindo
mioepitelioma maligno; TMUC- Animais com tumor mamario simples do tipo carcinossarcoma; TMUCC-
animais com tumor mamario simples do tipo carcinoma complexo (TMUCC). Valores de média + desvio padrao.
Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 1: Atividade da PON 1 em cdes com Tumores Mamarios Multiplos, Tumores Mamarios Simples e animais
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Figura 2: Atividade de PON 1 em cdes com diferentes tipos de tumor de mama.
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Figura 3: Capacidade antioxidante total (CAT) em caes com diferentes tipos de tumor de mama.
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Figura 4: Correlagéo entre atividade de PON1 e CAT em cées com diferentes tipos de tumor de mama.

DISCUSSAO
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A reducdo na atividade da PON 1 vem sendo relatada em pacientes humanos que
desenvolvem diversos tipos de céancer (KARAMAN et al, 2010). Essa reducdo estaria
diretamente relacionada com o surgimento dos tumores, devido ao aumento dos niveis de
radicais livres no organismo destes pacientes (BALCI et al, 2012). Em cées, pouco se sabe a
respeito da atividade da PON 1 em pacientes com cancer, de qualquer tipo. Existem alguns
trabalhos que relatam a atividade desta enzima em animais com leishmaniose, que sofrem
tratamento para a doenga (ROSSI et al, 2013; MARTINEZ-SUBIELA et al, 2014). Além dos
relatos da sua relacdo com o surgimento de neoplasmas, ja foi observado uma relagdo com o
tempo de sobrevida de pacientes humanos com cancer de mama e niveis reduzidos da
atividade da PON 1 (BOBIN-DUBIGEON et al, 2012). Mais recentemente, foi observado que
0 alelo PON1-55M do gene da PON 1 estaria relacionado ao risco de desenvolvimento de
neoplasia (FANG et al, 2012). A atividade da PON 1 também tem sido estudada como um
biomarcador do estadiamento do céancer, surgindo como uma alternativa de monitoramento
dos pacientes (MAFFEI et al, 2011).

A capacidade antioxidante total ou CAT representa 0s niveis de antioxidantes
presentes no organismo capazes de inibir a formacdo e liberacdo de radicais livres. Quanto
maior a CAT, menor a possibilidade das moléculas resultantes da peroxidacdo lipidica
causarem danos aos organismo, reduzindo as chances do surgimento de tumores (VERA-
RAMIREZ et al, 2011). Além disso, em pacientes que ja desenvolveram o cancer, tem uma
maior probabilidade de desenvolvimento de metastases, visto que o estresse oxidativo é um
dos responsaveis pelo estabelecimento de novos focos da doenca (PANIS et al, 2011).
Pacientes humanos que sofrem a remocdo cirdrgica do tumor e sdo submetidos a
guimioterapia também tem a sua CAT alterada, pois a medicacao induz a liberacdo de radicais

livres (CONKLIN, 2004). Nos cdes, o foco € a prevencdo do estresse oxidativo, considerando
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que o tratamento quimioterdpico ainda ndo se mostra eficaz em alguns casos de cancer de
mama (SORENMO, 2003).

Contudo, obtivemos uma correlagdo positiva significativa (p=0,0017) de moderada
intensidade (r’= 0.4854) entre os niveis de CAT e a atividade de PON 1. Isso indica, que
quanto maior a atividade da PON 1, maior a capacidade antioxidante do individuo. Isso é
esperado, pois a PON 1 atua inibindo os radicais livres resultantes do estresse oxidativo,
resultando numa maior capacidade do individuo de coibir a atuacdo destes radicais no seu
organismo (VERA-RAMIREZ et al, 2011). Em estudos com pacientes humanos com cancer,
esta relacdo entre a atividade de PON 1 e marcadores de estresse oxidativo ja foi observada
(KARAMAN et al, 2010).

Em relagéo aos tipos tumorais, ainda néo é possivel correlacionar os niveis de CAT e
PON1 com o tipo tumoral, nem mesmo em humanos. Estudos acerca da atividade da
paraoxanase em pacientes com diversos tipos de cancer, ndo conseguiram estabelecer relagdo
desta com o tipo tumoral nem com o surgimento de metastases, mas sdo capazes de afirmar
que poliformorfismos no genoma da PON1 estdo diretamente relacionadas ao surgimento dos
tumores (BALCI et al, 2012; SAADAT, 2011). O estresse oxidativo esta diretamente
relacionado com o surgimento de cancer, mas ndo é desta forma que o tipo tumoral é
determinado. A tendéncia ao desenvolvimento de tumor é uma particularidade de cada
individuo, que acaba recebendo um incremento com o excesso de radicais livres presentes no
organismo. Assim como a PON1, a CAT néo é capaz de determinar o tipo histopatoldgico do
tumor, agindo apenas como um fator agravante para o surgimento tumoral.

Esses fatores atentam para a necessidade da busca por fatores preventivos da
ocorréncia desta doenca em cées, considerando que o tratamento com quimioterapicos é
bastante dificil na espécie. Medicacdes e compostos que atuem minimizando o0s danos

oxidativos podem atuar como bons adjuvantes na prevencao do aparecimento do cancer. Além
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disso, podem auxiliar na reducgéo de casos de reicidiva de tumores, fato este tdo frequente em

cdes com tumores mama.

CONCLUSAO

A atividade da PON1 e a capacidade antioxidante total estdo significativamente
reduzidas em cdes com tumores de mama, sejam eles Unicos ou maltiplos. Este resultado,
indica um novo ponto de atuacdo na prevencdo desta enfermidade, comprovando que o

estresse oxidativo esta diretamente ligado ao surgimento dos tumores de mama.
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Abstract

Copaiba oil, obtained from trees of the Copaifera genus, has been used for
centuries by the Mesoamerican people, treating all types of ailments. Recent
research has shown the validity of several of these traditional applications. The
purpose of this study was to assess the oils potential as an anti-tumor agent in a rat
model for mammary tumors. To assess the oils cytotoxicity and inhibitory action on
MCF7 mammary tumor cell lines, two in vitro experiments were conducted. To
assess the safety of long term use of copaiba oil, as would be conducted in the tumor
experiment, a repeated dose toxicity assay was conducted. In order to assess the in
vivo effects of copaiba on mammary tumors, these were induced in Wistar rats with a
single dose of DMBA, and copaiba treatment was conducted for six months. The oil
was not toxic to VERO cell cultures when added in concentrations under 0.1% to the
culture media. On the other hand, the oil inhibited the growth of MCF7 cells up to the
greatest dilution assessed (10°®), confirming its suggested anti-tumor properties. Long
term, repeated dose toxicity of copaiba oil was observed in animals that received 1.2
and 2.4 g/Kg of the oil three times a week. Animals treated with 0.3 g/Kg did not
show any adverse reaction, and those treated with 0.6 g/Kg had only slightly elevated
Alkaline Phosphatase after 175 days of treatment. In the experimental mammary
tumor assay, no difference was observed among treated and control groups,
however, the low amount of tumors developed may have concealed the oils effect. In
this study we show that copaiba oil has the potential to inhibit tumor growth, and can
be used in long term, low dose, treatments.

Keywords: Copaifera, MCF7, DMBA, mammary tumor
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Introduction

Plants with bioactive components have been used since pre-historic times.
These compounds are now being isolated and their pharmacological attributions
confirmed, or denied (WANG et al., 2011). On the other hand, the general notion that
these phytotherapeutic products are “natural”, and therefore harmless, is a
misconception that leads to a lack of toxicity studies (TUROLA & NASCIMENTO,
2006). These studies should be carried out before commercial, or widespread use of
a determined phytotherapic preparation occurs, and are of utmost importance for the
safety of treated patients (CUNHA et al., 2009).

The ample biodiversity of Brazil, particularly of the amazon region, means it is
an abundant source for plants with pharmacological properties. As a result,
international interest, both from an academic and an industrial point of view,
regarding the pharmaceutical and economic potential of these plants, has risen in the
last years. (COSTA-SILVA et al., 2006). Copaiba (Copaifera spp.) is a large tree,
found mostly in northern Brazil, from which an oil-resin can be obtained by tapping
the trunk (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Studies regarding specific components found
this resin to be complex, with numerous components, of which the suggested active
molecules are hydrocarbon terpenes (SOUZA et al., 2011). Their suggested
applications include antiinflamatory; antileishmanial drug; urolithiasis and various
types of cancer (VEIGA JUNIOR et al, 2007; SANTOS et al, 2011; BRANCALION et
al, 2012; SANTOS JUNIOR, 2010).

Mammary tumors are the second most frequent cause of death in Brazil, and
the most frequent among women, amounting to 22% of new cancer cases every year
(INCA, 2012). Likewise, it is the most frequent tumor in dogs, representing up to 50%
of all cases in this species (CASSALI et al.,, 2011). The occurrence of mammary
tumors, as well as the establishment of metastatic lesions, is associated with a series
of factors, foremost among which is the increase in free radicals (PANIS et al., 2011).
In this light, the effectiveness of anti-neoplastic drugs can be questioned, since they
are usually cytotoxic, and will induce an increase in free radical associated damage
(CONKLIN, 2004; OZBEN, 2004), which could, in turn, induce metastatic formation
as a result of the tumor cell damage (ISHII et al., 1996; GROSSELIN et al., 2009). In
order to reduce these damages, the use of antioxidants as adjuvants in antineoplastic

treatment has increased, as have the attempts to identify novel molecules that will act
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in this manner, reducing the malignant effects, and favoring the prognosis for cancer
patients (VERA-RAMIREZ et al., 2011). Natural plant extracts have been proposed
as an option for cancer treatment (YOUNES et al., 2000), however, their action in
vivo, and the associated risks are still poorly understood. Copaiba extracts have
shown inhibitory action on cancerous cells in vitro (SANTOS JUNIOR et al., 2010),
but their effect on tumors are yet to be described in vivo, and the oil itself has not
been used in any such studies.

In this light, this study assesses the effect of copaiba oil in the rat model for
mammary tumor. Furthermore, we assess possible toxic effects of the long term use

of copaiba oil, as would be expected for cancer patients.

2. Material and Methods

2.1 Copaiba oll

The copaiba oil was obtained from a Copaifera tree from the state of Rondonia Brazil
(10°.2942"35N, 62°.40'48”’600), and a branch was taken to the botanic department
of UFPel for identification (Registry n°: 6726 - Leguminosae-caes. Copaifera). The oll
was obtained by drilling a hole directly onto the tree’s trunk, and allowing the resin to
flow into a container over a period of ~12 hours. The oil was maintained in
refrigeration (4 °C) until use, and filtered through a paper filter prior to every

experiment.

2.2 In vitro cell toxicity assay

Vero (green monkey kidney) cells were cultured in bottles and then 96 well
plates, using bovine fetal serum (BFS) supplemented MEM as the nutrition media.
Bottles and plates were kept in a 37 °C, 5% CO, environment. For the toxicity assay,
the cells were cultured in 96 plate wells and, when confluence was obtained, the
media was changed for MEM + copaiba oil at different concentrations (Table 1). In
order to dilute the oil in MEM, a concentration of 1:128 of DMSO was added to the
mix. This concentration was previously determined and had no significant effect on
the cell culture alone (data not shown). The plates were then maintained at the
culture conditions described, for 48 hours, and an MTT assay was conducted
according to (Riss et al, 2004) . In each experiment, eight repetitions were made for

every concentration, and the experiment was repeated three times.
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2.3 In vitro MCF7 mammary tumor cell line inhibition assay

To assess the anti-cancer properties attributed to the copaiba oil, an
experiment similar to the cell toxicity assay was conducted. Dilutions considered
doubtfully cytotoxic in the previous experiment were not included, but further dilution
was conducted (Table 1). In each experiment, eight repetitions were made for every

concentration, and the experiment was repeated three times.

Table 1. Oil dilutions in the cell toxicity assay and the tumor inhibition assay

Oil proportion (%)inMEM 10 5 1 0.1 10° 10° 10* 10° 10° cCC®

Cell Toxicity assay v v v v v v vV v
Tumor inhibition assay v v v v v v v v

2 CC- untreated cell control

2.4 Animal models

Wistar rats were used in the animal experiments. All animals were kept in the
animal facility of the Veterinary School (Universidade Federal de Pelotas — UFPel).
Animals were kept under controlled conditions to guarantee confortable living
circumstances, and food and water were offered ad libitum. After the start of the
experiments, animals were observed daily and euthanized when moribund. These
experiments were approved by the ethics committee of UFPel, under the registry
number: CEEA-8529.

2.5 In vivo toxicity experiment

22 Wistar Rats were submitted to a toxicity test to assess safe doses to be
used in vivo. A first test involved 2 animals per group, doses that were not toxic in this
first test were further examined. The animals were administered with either: 0.3
(n=6), 0.6 (n=7), 1.2 (n=2), 2.4 (n=2) milligrams/Kg ou NaCl 0,9% (n= 5) of the
copaiba oil, orally, three times a week for 175 days, according to the protocol that
would later be used in the following experiments. Animals were observed daily for
general alterations and deaths. Animals surviving to the end of the experiment were

euthanized, and their blood collected for biochemical analysis.

2.6 Enzymes
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Hepatic enzymes assessed were: alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (AP). Kinetic-colorimetric assays
were used to determine enzyme levels in the sera, and the recations were read in a
spectrophotometer apparatus. The enzymes were assessed through the commercial
kits ALT/GTP Liquiform®, AST/GOT Liquiform®, Fosfatase Alcalina Liquiform® da
Labtest Diagnostica S/A®, and all procedures were conducted according to the

manufacturer’s instructions.

2.7 Serum Paroxanase 1 (PON1)

PON1 activity was assessed through the fenilacetate assay. Arylesterase
activity has been shown to accurately represent PON1 activity, with very low
contribution of PON2 and PON3 (Draganov et al. 2005). Briefly, arylesterase activity
was measured from the rate of formation of phenol by monitoring the increase in
absorbance at 270 nm and 25°C. The working reagent used was composed of 100
ml 20 mM Tris/HCI buffer (pH 8.0),withl mm CaCl, and 50 uL de fenilacetate (Sigma)
as the substrate. Samples were diluted 1:3 in a 20 mM Tris/HCI buffer(10 uL sample
and 20 uL buffer) and 3.3 uL of this dilution was added to 500 uL of the working
solution. The reaction was read through spectrophotometry at 270 nm, with a 20
second delay and one minute reading time. The activity was expressed in U/ml. Blank

samples containing water were used to correct for non-enzymatic hydrolysis

2.8 Experimental mammary tumor assay

An experimental protocol to induce mammary tumors was used, according to
Al-Dhaheri (2008). Briefly, the rats (n= 30) were orally administered a single dose of
80 mg/kg DMBA (7,12-Dimethylbenz[a]anthracene® - Sigma), diluted in 1 mL of
maize oil, and then treated three times a week with copaiba oil, administered orally, in
two different doses: 0.3 mg/Kg (n= 9) and 0.6 mg/Kg (n=9), or mock treated with
saline (n=12), for 175 days. The animals were assessed every other day, after
treatment, in search of mammary tumors. At the end of the experiment the animals
were euthanized, and the liver, kidneys, and lungs were harvested and kept in
formaldehyde 10%. Any tumor mass, in the mammary glands, or otherwise, was also
harvested and sent for histopathological examination. If tumors became too

cumbersome, or were otherwise a threat to the animal’s wellbeing, the animal was
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euthanized before the end of the experiment, and the same procedures were

conducted. PON1 activity was also assessed, as previously described.

2.9 Statistical analysis

All results were analyzed using the Graph Pad Prism 5 software. A student’s T
test was used to compare mean results, in the cellular toxicity assays, PON1 assays
and blood biochemistry. To assess the correlation among parameters, a Pearson’s
assay was conducted. When P values of 0.05 or less were expressed, statistically

significant difference was considered.

3. Results
3.1 In vitro cell toxicity and tumor inhibition assays

The cellular toxicity assay results can be seen on Figure 1A. Briefly, copaiba
oil concentrations of 0.1% and over were toxic to the proposed cell line, lower
concentrations did not seem to effect Vero cells.

The tumor inhibition assay results can be seen on Figure 1B. Briefly, copaiba
oil was able to inhibit the growth of MCF7 cells, effectively killing those that were
present in the wells, up to the greatest dilution used (10° %). This indicates a clear

effect specifically on tumor cells, since lower dilutions were not toxic in the prior

experiment.
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Figure 1. Cell culture results. A — Results of the cell toxicity assay; B — Results of the
tumor inhibition assay. Bars represent the optical densities obtained at 540nm in the
MTT experiment. The dotted line represent 90% of the results obtained for the
control, past this line cell viability is considered. CC represents th e control wells,
untreated with copaiba oil. Error bars represent the standard deviation
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3.2 In vivo toxicity experiment

The results for the in vivo toxicity experiment can be seen on Table 2. Briefly,
copaiba oil doses over 0.6 mg/Kg were toxic, when administered orally to Wistar rats.
Concentrations of 2.4 mg/Kg caused the death of both animals in up to 14 days.
Groups that had full survival in the preliminary assay suffered a second assay for a
total of six animals in T1 (0.3 g/Kg) and seven animals in T2 (0.6 g/Kg). Serum
enzyme levels for animals in this experiment can be seen on table 2 and figure 2.
Briefly, none of the assessed enzymes were altered by the long term use of copaiba
oil at 0.3 g/Kg, on the contrary, PON1 activity seems to have slightly increased as an
effect, but no statistically significant alteration was observed. Regarding the animals
treated with 0.6 g/Kg, only AP was significantly altered, indicating some level of

hepatic toxicity.

Table 2. Survival, biochemical parameters, and PONL1 activity in animals participating
in the in vivo toxicity experiment.

] : 1.2 2.4 0
Copaiba oil doses 0.3mg/Kg 0.6 mg/Kg ma/Kg mg/Kg NaCl 0,9%
Days to death N/A 4, 30 14 4,14 N/A

44.80 33.00 44.20

Mean ALT (SD) (19.70) (10.58) N/A N/A (15.53)
172.4 136.0 187.8

Mean AST(SD) (109.8) (29.55) N/A N/A (122.0)
53.80 133.0 55.40

Mean AP(SD) (13.39) (24.33) N/A N/A (16.86)
Mean PON1 Activity 174.5 100.9 N/A N/A 144.3

(SD) (35.61) (27.74) (25.64)
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Figure 2. Seric enzime levels in rats froms the in vivo toxicity experiment. A- PON 1
activity, no diference was observed. B- Alkaline Phosphatase, animals in T2 (0.6g/kQ)
had statistically higher levels (P<0.05) than both other groups. C- Alanine
Aminotransferase, no diference was observed. D- Aaspartate Aminotransferase, no
diference was observed.

3.3 Experimental mammary tumor assay

A manual search for tumors was conducted every two days, and masses could
be detected in 10 animals up to the 25th week of observation. By 11 weeks the first
tumor had been detected. Necropsy revealed that four of the tumors were in the
mammary glands, and the other six in other regions. No difference was observed

regarding the occurrence of tumors among groups, with trhee tumors in animals
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treated with 0.3 g/Kg of copaiba oil and in the control, and four tumors in the group
treated with 0.6 g/Kg of copaiba oil.

PON 1 was not significantly different among treated groups (Figure 3A). When
tumor induced rats were compared regarding presence and absence of tumors. While
PON 1 was slightly lower in the positive animals, as would be expected, no
statistically significant difference was observed (Figure 3B).

200+ 2001

1504 1504

1004 1004

Arylesterase (U/ml)

Arylesterase (U/ml)

Induced animals

Figure 3. PON 1 activity in animals of the experimental mammary tumor experiment.
A- Induced animals that developed (positive) and did not develop (negative) any
tumor. No diference was observed. B- Copaiba oil treatment groups (T1- 0.3 g/Kg;
T2- 0.6 g/Kg; T5- NaCl), no diference was observed

4. Discussion

Our study assessed safety regarding the use of copaiba oil, both in vitro and in
vivo. While our results in the in vitro assay showed that a relatively low concentration
of the oil in the culture media was toxic (Figure 1), this does not necessarily reflect
what would be expected in vivo. The experiment conducted in Wistar rats showed
that 0.3 g/Kg was safe for long term use. Other authors have described 0.5 g/Kg
(Gomes et al., 2006) and 2 g/Kg (Sacheti et al., 2009) as safe doses, however, these
studies used five day treatments only. Similar doses were toxic in our study, however,

animals survived up to 14 days of treatment. It is noteworthy that, although 0.6 g/Kg
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did induce death in some animals, the survivors seem to have adapted to the
treatment, with little alteration in liver function after 175 days of treatment.

When the antitumor application of copaiba oil was assessed, we were able to
demonstrate this effectin vitro. Other studies have demonstrated similar results,
where growth inhibition of MCF-7 cells is obtained (Santos Junior et al., 2010),
however our results reveal that very low doses of the oil, in the culture media, were
able to inhibit growth, and effectively kill the tumor cells. The experiment in rats was
jeopardized by a lack of induction of the mammary tumors by the chosen method.
Rats that did develop tumors do not seem to have been affected by the treatment.
Tumors, either mammary or otherwise, were induced in all treatment groups. Other
authors have been able to indicate an anti-tumor effect in animal models, Lima and
co-workers (2003) showed that the oil is effective in preventing melanoma in a mouse
(C57BL/6) model for the disease. On the other hand, no definitive study has been
able to demonstrate this effect for mammary tumors, and further investigation will be
necessary.

In human cancer patients, PON1 activity has been shown to be lower than in
healthy peers (Bobin-Dubigeon et al, 2012), since this is directly linked to an increase
of free radicals due to oxidative stress, which, in turn, is associated with tumor
formation (Vera-Ramirez et al, 2011). The use of antioxidant substances, able to act
on PON1 will ultimately help modulate the oxidative stress response (Bub et al.,
2005). The activity of this enzyme has also been used to assess the effectiveness of
ongoing leishmaniasis treatment (Rossi et al., 2013). In our study, PON1 activity did
not differ among the studied animals. In the toxicity experiment levels were not dose
dependent and did not differ from the untreated controls. Likewise, in the induced
mammary tumor assay, no difference among treatments was observed. Although no
statistically relevant difference was observed when animals that did develop tumors
were compared to those that were induced but did not develop tumors, the PON 1
activity did react as expected, and this may be observed in future experiments.

In this study we were able to demonstrate the suggested, but yet un-assessed,
anti-mammary tumor activity of copaiba oil. A definitive in vitro result, where tumor
inhibition continued well beyond cell toxicity, was generated. Furthermore, while we
were not able to demonstrate in vivo anti-tumor activity, safe doses for long term use
of copaiba oil, as would be expected in cancer treatment, could be determined.

Further studies should be conducted to definitively determine the in vivo effect of
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copaiba oil, both in the prevention and as an adjuvant to the treatment of mammary

cancer.
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4 CONCLUSOES

- Cées portadores de tumores mamarios apresentam atividade de PON1 e
CAT reduzidas quando comparados com animais higidos;

- Nao hé& relagédo entre o tipo tumoral com a atividade de PON1 e com a CAT,;

- A dose citotoxica do 6leo resina de copaiba é de uma diluicdo de 0,001% no
meio de cultura;

- O dleo resina de copaiba é capaz de inibir o crescimento de linhagem celular
de tumor mamario humano (MCF-7) em diluicbes maiores que a ctotdxica. A diluicdo
mais altal aferida, a qual ainda foi capaz de inibir o crescimento, foi de 0,000001%
no meio de cultura;

- Doses iguais ou maiores a 0,6g/kg de 0leo resina de copaiba sédo capazes
de levar a Obito todos os animais avaliados. A dose de 0,3g/kg é segura e nao
apresenta toxicidade hepatica nem apoés 175 dias de tratamento;

- O ¢leo resina de copaiba ndo é capaz de reduzir o numero de tumores
induzidos quimicamente em modelo animal;

- Nao houve diferenca na atividade de PON1 em modelos biolégicos com e

sem tumor induzidos quimicamente, tratados com Oleo resina de copaiba.

4.1 Concluséo geral

E possivel concluir que cdes com tumores de mama possuem uma reducdo
na sua capacidade de controle do estresse oxidativo, visto que tanto a capacidade
antioxidante total e a atividade da PONL1 estédo significativamente reduzidas nestes
pacientes. Além disso, o 6leo resina de copaiba se mostrou um potencial aliado na
terapia adjuvante contra o tumor de mama, considerando que ele foi capaz de inibir
0 crescimento in vitro de células tumorais e ndo foi téxico em doses reduzidas

guando utilizado in vivo.
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