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RESUMO

A histidina é um aminoacido importante fator na diferenciacéo de alguns tipos
celulares, como hepatdcitos, por exemplo. A histamina, sintetizada a partir da
histidina, esta presente em muitos tipos de cancer, entre eles 0 melanoma. Esse tipo
de céncer tem como caracteristicas a nao diferenciacdo celular e a producédo de
grande quantidade de histamina. O propdsito deste trabalho foi estudar os efeitos de
uma suplementagédo de histidina sobre a diferenciagcdo e progressao tumoral. Os
ensaios in vitro de viabilidade celular MTT e vermelho neutro foram realizados com
histidina nas concentracbées 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM, cimetidina nas
concentracbes 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 mM, associacdo histidina 10 mM +
cimetidina 0,01 mM e associacdo de cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM e
avaliados apoés 24, 48 e 72 horas utilizando-se células B16F10 e adicionalmente
realizada a andlise morfoldgica. Histamina nas concentra¢des 0,01, 0,1, 1 e 10 mM,
terfenadina nas concentragbes 1, 10, 100 nM e 1 pM e tioperamida nas
concentragfes 1, 10, 100 nM e 1 uM também foram avaliadas pelo MTT utilizando-
se células B16F10. Foi realizado teste de ELISA para quantificacdo de histamina
com sobrenadante de cultura celular tratada com histidina, histamina, terfenadina,
cimetidina e tioperamida. Para o ensaio in vivo foram utilizados camundongos
C57BL6/J, submetidos ao implante de células tumorais e posteriormente tratados
com solucédo de histidina na dose de 21,4 mg/kg, cimetidina na dose de 343,3 mg/kg
e associacdo entre ambas e avaliados por 11 dias quanto ao crescimento tumoral.
Avaliacdes hematoldgicas, determinacdes bioquimicas e andlise histol6gica também
foram realizadas. Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica ANOVA
1-VIA, e pos-test Tukey. Como resultados no teste de viabilidade MTT, a histidina
diminuiu a viabilidade celular na concentracdo de 0,01 mM em 72 horas, da
cimetidina nas concentracdes de 3 e 10 mm em 48 e 72 horas e da associacdo
cimetidina 10 mM/histidina 0,01 mM em 48 e 72 horas, resultados também
encontrados no vermelho neutro. A histamina diminuiu a viabilidade celular das
células B16F10 em 48 h na concentragdo de 20 mM e em 72 horas nas
concentragbes de 1 e 10 mM, a terfenadina diminuiu a viabilidade celular em todas
as concentracOes testadas em 24 h, permanecendo a de 10 nM até 72 horas e a
tioperamida diminuiu a viabilidade celular em todas as concentragdes testadas em
72 horas no ensaio de MTT. Na analise morfologica observou-se que nas menores
concentracdes de histidina ocorreu discreto arredondamento celular e aparecimento
de “blebs” e nas concentragbes maiores vacuolizagdo de citoplasma. As células
tratadas com cimetidina apresentaram indicios de apoptose. A associacao histidina
0,01 mM/cimetidina 10 mM provocou morte celular. O teste de ELISA para histamina
revelou que o tratamento com o antagonista H; de histamina pode aumentar a
producdo de histamina ou diminuir sua receptacdo e o tratamento a tioperamida
levou a uma menor producdo de histamina ou o bloqueio dos receptores Hj
permitindo uma maior recaptacdo de histamina. Na experimentagdo in vivo 0S



tratamentos com histidina e cimetidina inibiram o crescimento tumoral até o sétimo
dia de tratamento. As determinagcfes bioquimicas das enzimas transaminase
oxalacética e transaminase pirtvica revelaram que ndo houve toxicidade apds os
tratamentos. Nas avaliagBes histologicas, o grupo tratado com histidina apresentou
areas necroticas e o grupo cimetidina apresentou infiltrado leucocitario e promoveu
estimulo da angiogénese. Metastases néo foram encontradas nos 6rgaos analisados
de nenhum dos grupos. Concluiu-se que a histidina tem um papel importante na
progressao tumoral sendo inibitorio ou estimulante dependendo da dosagem/dias de
tratamento.

Palavras-chave: melanoma, histidina, B16F10



ABSTRACT

Histidine is an important amino acid in the differentiation of some cell types,
such as hepatocytes, for example. Histamine is synthesized from histidine is present
in many cancer types, including melanoma. This cancer has as characteristics no
differentiated cell and the production a high amount of histamine. The purpose of this
work was to study the effects of a histidine supplementation on differentiation and
tumor progression. In vitro cell viability were performed by neutral red and MTT
assays with histidine at 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 and 20 mM cimetidine at 0,01, 0,1,
0,3, 1,0, 3,0, 10 mM, 10 mM histidine association cimetidine + 0,01 mM and 10 mM
cimetidine association + 0,01 mM histidine and evaluated after 24, 48 and 72 hours
using B16F10 cells and morphological analysis additionally performed. Histamine at
0,01, 0,1, 1 and 10 mM, terfenadine at concentrations 1, 10, 100 nM and 1 uM and
thioperamide at concentrations 1, 10, 100 nM and 1 uM were also assessed by using
the MTT cell B16F10. ELISA was performed to quantify histamine with cell culture
supernatant treated with histidine, histamine, terfenadine, cimetidine, and
thioperamide. For in vivo assays were used C57BL6/J mice underwent implantation
of tumor cells and subsequently treated with histidine solution at a dose of 21.4
mg/kg cimetidine 343.3 mg/kg and association between both and evaluated for 11
days as the tumor growth were used. Histological analysis, hematological and
biochemical determinations were also performed. Data were analysed by ANOVA
One-Way, and Tukey post-test. The results of the MTT viability test, showed cell
viability decreased histidine at a concentration of 0,01 mM in 72 hours, cimetidine in
concentrations 3 to 10 mM at 48 and 72 hours and cimetidine 10 mM /histidine 0,01
mM association in 48 and 72 hours, results also found in neutral red. Histamine
decreased the cell viability of B16F10 cells at 20 mM concentration in 48 h and
concentrations 1 and 10 mM at 72 hours, terfenadine decreased cell viability at all
concentrations tested at 24 h and stayed up to 10 nM 72 hours and thioperamide
decreased the cell viability at all concentrations tested 72 hours MTT assay. In the
morphological analysis it was observed that at lower concentrations of histidine
discrete cell rounding occurred and the appearance of "blebs" and the highest
concentrations of vacuolated cytoplasm. Cimetidine treated cells showed
characteristics of apoptosis. The association histidine 0,01 mM/cimetidine 10 mM
caused cell death. The histamine ELISA test showed that the treatment with the
histamine H; antagonist may increase or decrease production of histamine and its
receiving treatment led to thioperamide produce less or blocking of histamine Hz
receptors allows a greater uptake of histamine. In experiments in vivo treatments with
histidine and cimetidine inhibited tumor growth by the seventh day of treatment.
Biochemical determinations of AST, ALT showed no toxicity after treatment. The
histological findings, the group treated with histidine showed necrotic areas and the
cimetidine group showed leukocyte infiltration and promoted stimulation of
angiogenesis. Metastases were not found in any of the organs analyzed groups. It



was concluded that histidine plays an important role in tumor progression and
stimulating or inhibitory depending on the dosage/day of treatment.

Key-words: melanoma, histidine, B16F10
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma doenca resultante do crescimento desordenado de células,
em funcdo do desvio de mecanismos de controle que conduzem a proliferacdo e
diferenciacéo celular (OLIVEIRA e ALVES, 2002). Esse processo origina a producao
de clones celulares com ampla capacidade proliferativa e com diferenciacéo
incompleta (NAVES e MORENO, 2000).

O processo de desenvolvimento neoplasico envolve mutacgdes genéticas que
além da proliferacdo, possuem capacidade de invasao e metastase. A alteracdo em
uma unica célula causa proliferacdo anormal, aumentando a populacdo e formando
uma massa tumoral que permanece progredindo, contraindo mutagfes adicionais
(COOPER, 2001).

As neoplasias primarias que mais frequentemente originam metastases sao a
leucemia, o cancer de mama, linfoma e melanoma maligno (WANG et al., 2014).

O melanoma cutaneo é considerado o mais grave de cancer de pele. E uma
neoplasia letal e altamente invasiva, representando menos de 5% de todos 0s casos
de cancer da pele. Embora tenha baixa incidéncia, é considerado um problema de
saude publica (JEMAL et al., 2010).

As células de melanoma maligno apresentam uma ampla capacidade de
sobrevivéncia e proliferagdo. Uma das razBes mais importantes para a isso é
capacidade antiapoptotica, que resulta na tolerdncia a drogas quimioterapicas
(CANDIDA et al., 2014). Nesse sentido, existe a busca por agentes diferenciadores
que possam inibir a rpida proliferagéo.

Nas neoplasias malignas ha elevado niamero de células em divisdo, sendo o
ciclo celular, durante as mitoses alvo da atuagdo dos agentes quimioterapicos
(OLIVEIRA e ALVES, 2002). Estudos na area da biologia celular e molecular e o
conhecimento de mecanismos de varias substancias tém revelado que pequenas
moléculas podem ser muito importantes na diferenciacao celular. Ha evidéncias que
0os aminoacidos individualmente parecem regular importantes vias metabdlicas na
saude e na doenca (LETZIEN et al., 2014). O aminoacido semi-essencial histidina
esta sendo alvo de pesquisas, nesse sentido.

A histidina através da enzima histidina descarboxilase é convertida em

histamina, entédo, entre diversos aspectos da fisiopatologia do cancer, a presenca
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elevada de histamina no processo sugere seu envolvimento e possibilita
investigagcdo do seu papel, bem como da enzima na proliferacdo e diferenciagao
celular.

No processo do desenvolvimento do tumor, a histamina e os mastocitos
parecem ter um papel importante, pois tem sido observada uma acumulagéo local de
mastocitos no ambiente tumoral, e a expressdo aumentada de histidina
descarboxilase em uma ampla variedade de tumores, incluindo os do célon, da
mama, do estdbmago, cancer de pulméo, leucemia (FALUS e GILICZE, 2014) e no
melanoma (HAAK-FRENDSCO et al., 2000).

A enzima histidina descarboxilase tem sido indicada como um novo marcador
para tumores altamente malignos, indicando um papel na proliferacdo celular.
(MATSUKI et al., 2003) Alguns autores sugerem considerar os niveis de histamina
dos pacientes com cancer para monitorar a evolucdo do tumor (PREVIATI et al.,
2002).

Baseado em recentes estudos, a expressdo da enzima histidina
descarboxilase, a quantidade de histamina e a relacéo entre receptores histaminicos
(estimulo pré e anti-histaminico) na proliferacdo celular em melanoma ndo esta

claramente elucidado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTIDINA E HISTIDINA DESCARBOXILASE

A histidina é um dos vinte aminoacidos presentes nas proteinas. Em
humanos, ela é considerada um aminoacido semi-essencial, sendo essencial
somente em criancas. Pode estar em duas formas isoméricas, L-histidina e D-
histidina, sendo a L-histidina a forma ativa e que pode converter-se em histamina
(MENEZES, 2006).

A histamina, pertence a classe das aminas biogénicas, e é sintetizada a partir
da histidina sob a acdo L-histidina descarboxilase (HDC), a qual contém piridoxal
fosfato (vitamina Bg). A histamina € um potente regulador de numerosas reacdes
fisiolégicas (CRIADO et al., 2010).

Em varios animais, incluindo seres humanos e em ratos experimentais em
crescimento, a sintese enddgena de histidina ndo é suficiente, de modo que a
ingestdo de alimentos € a mais importante fonte deste aminoacido (BENDER, 1985).

A producéo de L-histidina é baixa no corpo humano e a deficiéncia resulta em
atraso do crescimento e eczemas na pele. A L-histidina é utilizada para artrite
reumatodide e ela é encontrada em frutas como banana, além de carne, peixe, leite e
derivados do leite. Ela também é encontrada em vegetais verdes, embora em
quantidades menores (MENEZES, 2006).

Agentes diferenciadores, como a histidina, podem ser importantes na
diferenciacéo celular. Desse ponto de vista, o cancer pode ser visto como uma falha
no processo, jaA que suas células ndo chegaram ao final do processo de
diferenciacdo (SCOTT, 1997).

A caracterizacdo do grau de diferenciacdo de células tumorais em
comparacdo com a ceélula precursora foi 0 objeto de estudos no inicio do século
passado. Os vinculos entre nutrientes, vitaminas, medula 0ssea e o sangue normal
tornaram-se evidentes para a maturacdo das ceélulas hematolégicas. Com a
descoberta que a dieta deficiente em ferro, por volta de 1920, causava anemia
ferropriva; a falta de vitamina B;, em 1926 levou a descoberta da anemia perniciosa;

bem como o acido félico estudado em 1928, que promovia a divisdo celular sendo
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essencial ao DNA, essa relagcdo deficiéncia/doenca tornou-se estabelecida
(MUKHERJEE, 2012).

Um pouco mais tarde, em 1947, iniciaram-se os tratamentos de leucemia, por
Sidney Farber, com os antifolatos. Ele acreditava que se as “vitaminas” restauravam
as células sanguineas, as “antivitaminas” poderiam desacelerar a produgao
excessiva dessas células e assim, conseguiu diminuir significativamente o nimero
de células leucémicas em seus tratamentos com criancas (MUKHERJEE, 2012).

No cancer, ao analisar a concentracao sérica de aminoacidos, observa-se um
desequilibrio no metabolismo das proteinas, tanto por interagcbes hospedeiro-tumor
quanto por necessidades metabdlicas do tumor por aminoacidos especificos (DOLS
et al., 2006). Um acréscimo significativo na concentracdo de aminoacidos no soro de
pacientes com tumores 0sseos, em comparacdo com 0S pacientes controles, foi
encontrado em serina, lisina, glutamina, leucina, isoleucina, arginina e histidina
(MASIAR e MEDEKOVA, 1988).

Embora a hipétese de que a histamina possa estar relacionada a
carcinogénese, é a estrutura molecular da histidina descarboxilase (HDC), Unica
enzima responsavel pela sintese de histamina, que auxiliou no conhecimento das
relacdes entre a histamina e o cancer. Acumuladas evidéncias indicam uma relagao
direta entre a regulagdo positiva da enzima HDC e crescimento de varios tipos de
tumores humanos (CIANCHI, VINCHI, MASINI, 2008).

A histamina e os seus receptores desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento dos tumores (FRANCIS et al., 2009). O aumento da atividade de
HDC e o crescimento de varios tipos de cancer podem estar relacionados,
adicionalmente as enzimas responsaveis pela sintese de histamina estédo
desreguladas em muitos tumores (CHIANCI, VINCI, MASINI, 2008) e tem sido a
HDC proposta como um novo marcador para tumores altamente malignos, indicando
envolvimento na proliferagcéo celular (MATSUKI et al., 2003).

Portanto, em varios tumores a atividade enddgena de HDC, sustenta o efeito
trofico autdcrino da histamina na progressdo do céancer. As drogas com
direcionamento de HDC podem ser importantes para o tratamento de doencas como
o cancer, neste caso o colangiocarcinoma (FRANCIS et al., 2012).

A expressao de HDC é significativa em varios tipos de cancer (FRANCIS et
al.,, 2012) e foi demonstrada em melanoma (HAAK-FRENDSCHO et al., 2000),
varios tipos de tumores neuroenddcrinos (TANIMOTO et al., 2004, MATSUKI et al.,
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2003), carcinoma do pulmédo (GRAFF et al.,, 2002), e condrécitos de cartilagem
artritica (TETLOW e WOOLLEY, 2004). Trabalhos demonstram que a HDC
encontra-se superexpressa em linfoblastos de leucemia mieldide, mastocitose grave
e mastocitomas (OHMORI et al., 1990; VALENT et al., 2004). Portanto, HDC tem
sido sugerido como um novo marcador de diferenciagdo neuroenddcrino
(TANIMOTO et al.,, 2004); um recurso importante no tratamento de inameras
doencas hepaticas, como cirrose biliar primaria e colangite esclerosante primaria
(GRAF et al., 2014); e como uma ferramenta auxiliar no diagnostico para doencas
inflamatoérias e tumores altamente malignos (MATSUKI et al., 2003; HAAK-
FRENDSCHO et al., 2000).

A HDC esta presente em mastécitos, basofilos, células enterocromafins, nos
nacleos tubero-mamilares do cérebro e macréfagos. A fonte mais importante de
HDC na pele sédo os mastdcitos (KOARAI et al., 2003).

Foi relatado que as culturas de queratindcitos, murino e humanas, também
expressam HDC (INAMI et al., 2013). No entanto, a comparagao entre as proteinas
da HDC de diferentes espécies de mamiferos (camundongos, ratos e humanos) nao
tinha sido realizada anteriormente, e observaram-se diferencas entre elas. Ha
diferencas no tipo e espécies de células usadas em estudos experimentais e
aumentam as evidéncias as linhagens celulares podem produzir diferentes
isoformas, indicando que determinado processo pode envolver diferentes locais ou
enzimas dependendo da espécie (FENELL e FLEMING, 2014).

Os estudos envolvendo a histidina também estdo sendo desenvolvidos na
terapia genética, o que representa a possibilidade de novos e efetivos agentes
anticancer. Com o desenvolvimento da nanoparticula carboxymethyl poly (L-
histidine), CM-PLH, obteve-se significativo efeito antitumoral em células B16F10 (GU
et al., 2014). Adicionalmente, desde a descoberta do gen FHIT (triade de histidina
fragil), varias linhas de pesquisas evidenciam tratar-se de um gene supressor de
tumor. Esse gene inibiu o crescimento celular in vitro e suprimiu o tumor e a
tumorigenicidade in vivo (JI et al., 1999).

Em recentes estudos que relacionam doencas de pele e melanoma estdo o
peptideo  N-acetil-prolina-histidina-serina-asparagina-cisteina-amida  (PHSCNK),
como um antagonista de integrina aspi, 0 qual estd atualmente em ensaios clinicos
de fase Il para varias terapias do cancer, mostrou inibicdo do tumor e aumento de

sobrevida em camundongos C57BL6/J implantados com células B16F10 (DAl et al.,
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2012) e a Histidine-proline Rich Glicoprotein (HPRG) € uma proteina do plasma de
vertebrados, que possui propriedades antiangiogénicas e de normalizacdo de vasos
tumorais. Através do controle da expressdo de HPRG, o crescimento do tumor
diminuiu significativamente, conferiu maior periodo de sobrevivéncia a ratos com
melanoma B16F10 e suprimiu o crescimento de metastases (CHENG et al., 2014).

Na dermatite atdpica 0s queratinOcitos expressam significativamente a
proteina HDC e os fatores que desencadeiam a inflamacdo e a alergia (citocinas,
lipopolisacarireos), o que promove maior secrecdo de histamina nessas células. A
histamina produzida influencia a diferenciagdo dos queratinécitos, sugerindo
importancia na dermatite atopica (GUTOWSKA-OWSIAK et al., 2014).

Os queratindcitos expressam receptores H;, H, e Hy e produzem abundante
guantidade de histamina apés exposicdo a estimulos adequados, sugerindo que as
organelas e vias metabdlicas dessas células pode possuir essa funcéo
(GUTOWSKA-OWSIAK et al., 2014).

Adicionalmente, o papel da histidina em vias metabdlicas tem sido avaliado.
As histidina-quinases sdo uma classe de proteinas celulares de mamiferos que
contribuem com a sinalizagdo do cancer e estdo relacionadas com genes
supressores de tumores (STEEG et al., 2003).

Os niveis de Histidine-rich Glycoprotein (HRG) estdo diminuidos em
hepatocarcinoma e alguns tumores solidos, seu papel esta ligado a remocdo de
células necrdticas, complexos imunes e micro-organismos. Também esta envolvida
na angiogénese (DEUSCHLE et al.,, 2014). Os hepatocitos produzem a HRG e
através da circulacao € levada aos tecidos (TUGUES et al., 2014).

A composicdo de microparticulas de um peptideo ligado a um polimero tem
sido utilizada em formulagdes por conseguir controlar a cinética de degradacdo de
moléculas no interior de células. A poli-L-Histidina (PHis), € um exemplo dessa
composicdo (GUNAWAN et al., 2014).

2.2 HISTAMINA

A histamina foi identificada no inicio de 1900 como regulador de funcgbes

biologicas por Henry Dale e colegas de trabalho e as drogas que tem como alvo o
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receptor histaminico tiveram inicio de uso a mais de 60 anos. A sintese de histamina
foi descoberta por Windausa e Vogta em 1907 (SHAHID et al., 2010).

A histamina é sintetizada e liberada por diferentes células humanas,
especialmente  basdfilos, mastécitos, plaquetas, linfécitos e neurbnios
histaminérgicos, sendo estocada em vesiculas ou granulos que séo liberados sob
estimulacdo (JUTEL, BLASER, AKDIS, 2005; MAINTZ e NOVAK, 2007).

A histamina também €& conhecida por ser um modulador de crescimento de
tumor maligno e tem sido evidenciado ser um fator de crescimento potencial para o
cancer de mama, células de melanoma e colon linhagens cancerigenas (ADAMS et
al., 1994).

Adicionalmente, a histamina desempenha um papel central em varias
respostas fisioldgicas, incluindo a resposta imune, neurotransmissdo, secrecao
gastrica, entre outros (GARCIA-CABALLERO et al., 1988). Recentemente, tem sido
demonstrado que a histamina, liberada em processos inflamatérios, estimula a
osteoclastogénese (LONGUINI et al., 2013). Além disso, a histamina foi estudada
em cultura de fibroblastos, como parcialmente responsavel pela estimulacdo da
proliferacéo, migracdo e producdo aumentada de colageno (LEONARDI et al., 1999).

A constante revelacdo das novas relagcdes multifatoriais no estudo de
processos de reparacédo, regeneracao e na atividade oncogénica, nao tem explicado
satisfatoriamente a capacidade notavelmente alta de formacédo de histamina que
estd presente nos tecidos de rapido crescimento, como no processo de reparo,
figado em regeneracéo, tecidos embrionarios, medula 6ssea, tecidos de granulacéo
e de feridas e tumores malignos (KOZLOWSKI e MATTOS FILHO, 1995;
SCHNEIDER et al., 1993). A descoberta de receptores histaminicos intracelulares, o
aumento da biossintese do autacbéide experimentalmente e verificado em
neoplasias, a atividade inibidora de antagonistas histaminicos (RIVERA et al., 1993)
suportam a participacéo e o envolvimento da histamina na proliferacao celular.

Os efeitos da histamina sdao mediados pela sua ligacado direta com quatro
subtipos de receptores de histamina Hj;, Hy, Hz e Hy (JUTEL et al., 2005). Todos
esses receptores pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G
(CRIADO et al., 2010).

A descoberta do receptor histaminico H4 em humanos em diferentes tecidos
tem colaborado para o entendimento do papel da histamina em vérias condi¢cdes

fisiologicas e patologicas, revelando novas e complexas fungbes para histamina e
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abrindo novas perspectivas na investigacdo da farmacologia da histamina (MEDINA
e RIVERA, 2010).

No entanto, evidéncias continuam sendo descobertas para o envolvimento
direto de histamina na progressdo do cancer. Isto se deve principalmente aos
diferentes efeitos, e as vezes contraditérios, que a histamina pode causar sobre o
crescimento de células tumorais devido a ativagcdo de seus quatro receptores
especificos de membrana (CIANCHI, VINCHI, MASINI, 2008).

Os receptores de histamina tém sido por muitos anos, importante alvo de
drogas para regulagdo de diversas doengas. Sua relevancia na distribuigdo
fisiologica e patoldgica em vérios tecidos esta sendo elucidada, enquanto que o
papel exato dos receptores de histamina em imunobiologia ainda € incerto (SHAHID
et al., 2010).

Segundo Medina e Rivera (2010), evidéncias consideraveis tém sido
coletadas indicando que a histamina pode modular a diferenciagéo e proliferagéo de
células normais e malignas. Biossintese de grande quantidade de histamina agindo
em conjunto com os receptores da histamina tém sido relatadas em diferentes
neoplasias humanas, incluindo o melanoma, o cancer de mama e do coélon, e
também em tumores experimentais.

A presencga nestes tumores de uma concentracdo elevada de histamina faz
com que a resposta vasodilatadora e inflamatéria positiva favoreca a progressao
tumoral. Estudos mostram também a presenca de receptores de histamina
presentes na superficie celular de melanoma e outros tipos tumorais (POS et al.,
2005; TILLY et al., 1990).

Podem ser encontrados efeitos diretos da histamina no tumor, principalmente
autocrinos, entretanto os efeitos paracrinos de liberacdo histamina por células
tumorais tenham sido considerados influenciadores da resposta imune e promotores
da estimulacdo na angiogénese (FALUS e GILICZE, 2014). A histamina afeta
consideravelmente o equilibrio de citocinas, através de mudancas na producdo
(IDZKO et al., 2002). A producao local de histamina pode formar uma expressao
anormal no padrdo de citocinas via receptores de H,, o que pode resultar na
supressédo da imunidade do tumor (KUBECOVA et al., 2011).

Marks et al. (1986) utilizando antagonistas e agonistas especificos para
receptores histaminérgicos comprovaram o efeito mitogénico da histamina, fato

observado por TILLY et al. (1990) que confirmaram a capacidade da histamina de
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divisdo celular e de estimular a sintese de DNA, bem como promover resposta
quimiotética para células malignas. A histamina pode atuar regulando o turnover do

tecido epidermal abaixo das condicdes fisioldgicas (LI et al., 2005).

2.3 TERFENADINA

A terfenadina é um anti-histaminico de receptor H; de segunda geracéo que &
pouco absorvido pelo sistema nervoso central (SIMONS, 2004).

Varios anti-histaminicos Hj, incluindo terfenadina, loratadina e difenidramina,
tém sido estudados nas atividades anticancer. Esses antagonistas tém demonstrado
exercer efeitos inibitérios ao crescimento celular e apoptose em mastécitos
neoplasicos (HADZIJUSUFOVIC et al., 2010), e células de melanoma (JANGI et al.
2008) através de via metabolicas que envolvem disturbios na homeostase do célcio
intracelular e ativacdo de caspases (WANG et al, 2014).

Os antagonistas H; induzem a apoptose e danos ao DNA em diversas
linhagens celulares humanas de tumor (JIANG et al., 2006). No estudo de Jangi et
al. (2008) para que as células de melanoma fossem avaliadas quanto ao efeito da
histamina na viabilidade celular, utilizou-se a terfenadina, e observou-se que o
farmaco induz a tirosina-quinase e apoptose nestas células.

A terfenadina mostrou-se efetiva em linhagens celulares de céancer de
préostata PC-3 e DU-145, induzindo a ativacdo da cascata das caspases, e
posteriormente resultando em dano ao DNA e apoptose celular (WANG et al, 2014).

A terfenadina age como um potente agente indutor de apoptose em células de
melanoma, devido & modulagdo da homeostase do calcio, o que demonstra o
potencial desse farmaco para inibir células de melanoma através de diferentes vias
de sinalizacdo celular, como ativacdo de caspases, e poderia contribuir para a
definicdo de novas estratégias terapéuticas em melanoma (NICOLAU-GALMES et
al., 2011).
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2.4 CIMETIDINA

A cimetidina, um antagonista do receptor H;, € conhecida por inibir o
crescimento de varios tumores em humanos e em animais, no entanto, 0 mecanismo
de acdo responsavel por esse efeito permanece, em grande parte, desconhecido
(ZHENG et al., 2013).

A intrigante relacdo da cimetidina com o cancer ndo € recente. Elder et al.,
(1979) descreveram a cimetidina como uma droga que mascarava 0 cancer gastrico.
A cimetidina é usada para tratar pacientes com Ulceras pépticas, estados de
hipersecrecao e refluxo acido (WELAGE, 2005) e tem sido confirmado ter efeitos
anticancerigenos em varios tipos de malignidades (JIANGI et al., 2010) e parece
inibir a evolucdo de processos inflamatorios (LONGUINI et al., 2013).

Algumas evidéncias sugerem que as fun¢gdes imunomoduladoras séo a causa
da acgdo antitumoral da cimetidina. Era inicialmente postulado que a cimetidina
atuava reforcando o sistema imune, embora estudos mais recentes tenham
mostrado que a cimetidina atua através de varias vias diferentes, tais como
antiadesdo e antiangiogénese, para inibir a propagacdo de células de tumores e
metastases (KUBECOVA et al., 2011).

Estudos apontam que os antigenos Sialil Lewis™ possam estar associados ao
tumor. Quando ha expressdo desses antigenos, a progressao do tumor é mais
rapida, bem como o aparecimento de metastases (HAKOMORI, 1996; TAKADA et
al., 1993). Os antigenos Sialil Lewis* s&o reconhecidos por E-selectina, presente no
endotélio vascular e estdo presentes também nas células tumorais (VARKI, 1994) .
E possivel que a cimetidina seja um inibidor da selectina-E (KOBAYASHI et al.,
2000). De acordo com estes estudos, ndo ha razdo para suspeitar que a cimetidina
possa oferecer o beneficio de aumento moderado da sobrevivéncia de pacientes
com cancer (KUBECOVA et al., 2011), como comprovado com o melanoma, cancer
colorretal, e cancer de células renais (TANG et al., 2004).

A histamina - exdgena e endbégena - tem capacidade de estimular o
crescimento do melanoma maligno oriundo de implantes em ratos via receptores H..
Além disso, o implante B16BL6 estimulado por histamina teve seu crescimento
suprimido por coadministragcdo de cimetidina de um modo dependente da dose
(TOMITA, NAKAMURA, OKABE, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259747
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Estudos clinicos e pré-clinicos tém apontado propriedades anticancerigenas
e antitumorais de cimetidina. Estes atributos sdo mediados por inibicdo da adesao
de células tumorais, ativacdo do sistema imunitario e antiangiogénese (KUBECOVA
et al., 2011).

A cimetidina est4 sendo proposta como adjuvante na terapia do cancer.
Mackenzie et al. (2013) observaram apoOs a sintese do acido fosfo-valpréico, um
derivado do acido valproico (PV; MDC-1112) a inibicdo do crescimento de
xenoenxertos humanos em camundongos por 60%-97%, e 100% quando combinado
com a cimetidina no controle do cancer pancreatico. A cimetidina foi também
avaliada na evolucdo da periodontite e inibicdo do processo de reabsorcdo 6ssea
(CERRI, 2013), na angiogénese de cancer de colon (NATORI et al., 2005) e na
inibicdo da imunossupressao no pés-operatorio (KUBECOVA et al., 2011).

Entretanto o0s corretos mecanismos pelos quais a cimetidina afeta o
crescimento e a progressdo tumoral continuam incompreendidos (ZHENG et al.,
2013). Algumas atividades ja foram provadas, como inibicdo da proliferacdo de
células tumorais (REYNOLDS et al., 1996) e melhora da atividade imunoldgica
(ADAMS et al., 1994).

Em camundongos C57BL6/J portadores de tumor de pulm&o a cimetidina
exibe um efeito supressor. Curiosamente a cimetidina ndo mostrou efeitos inibidores
diretos sobre a proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e invasdo nas células de tumor
pulmonar in vitro (ZHENG et al., 2013).

Além disso, o efeito observado de cimetidina em células imunitarias do
hospedeiro é possivel que seja independente do seu efeito antitumoral, por isso, 0
seu beneficio potencial na terapia do sistema imune pode ndo ser especifico para
um tipo de tumor (ZHENG et al., 2013).

Em se tratando dos antagonistas de receptores H, a cimetidina ndo mostrou-
se capaz de induzir a diferenciacdo as células supressoras mielbdide-derivadas
(ZHENG et al., 2013).

2.5 TIOPERAMIDA

A tioperamida é um antagonista seletivo e potente de receptor Hz de

histamina que atravessa a barreira hematoencefafica. O maleato de tioperamida
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atua no sistema histaminérgico central e minimiza o tempo dos ataques e
convulsGes em ratos. Também melhora déficit de aprendizagem induzida por
drogas, como exemplo a escopolamina (SIGMA-ALDRICH CO., 2015).

A tioperamida € tida como um agonista inverso dos receptores Hs, e também
€ descrita por atuar como um agonista inverso no receptor Hy (PINTO, 2012).

O receptor histaminico Hs foi identificado como receptor pré-sindptico que
libera e regula a sintese da histamina no sistema nervoso central. Segundo Arrang
et al. (1987) a tioperamida foi descrita como o primeiro antagonista seletivo de
receptor H3 e a afinidade por esse receptor pode ser identificada em escala
nanomolar (JANSEN et al., 1994).

Farmacos que possuem afinidade pelo receptor Hz da histamina sao
sugeridos como benéficos para o tratamento de doencas neurodegenerativas, como
Parkinson e Alzheimer. O receptor H3 ativa a proteina G, para inibir a atividade da
adenilciclase e modular a fosfolipase A (BONGERS, 2007).

ApoOs a clonagem do receptor de histamina Hs, tornou-se possivel avaliar que,
ao lado de receptores H,, os receptores Hz podem ativar as vias de transducéo
intracelular relacionadas com o estimulo da atividade mitogénica (MORINI et al.,
2002).

As recentes descobertas fornecem evidéncias farmacolégicas que na mucosa
gastrica de rato, a proliferacéo celular, diferenciacdo e migracédo, sao susceptiveis a
regulacdo de receptores de histamina Hs;. Nesse estudo, as acfes de a-
metilhistamina, agonista do receptor Hs tem capacidade para estimular a proliferacao
celular, sendo este efeito inibido pelo antagonista de receptor Hs ciproxifan. A
metilhistamina apresenta-se de modo dose-dependente na proliferacdo celular
(MORINI et al., 2002).

Em células da mucosa gastrica de rato, a incidéncia de apoptose nao
aumentou com 24 h apo6s a administracdo de a- metihistamina, agonista de receptor
Hs (MORINI et al., 2002).

A proliferagcdo e migracdo de células desenvolvida por agonistas de
receptores Hs de histamina sugere ser uma resposta mediada de forma direta ou ser
o resultado de complexas interrelagbes com horménios e/ou com mecanismos
paracrinos (MORINI et al., 2000).

A proliferacdo de colangiocitos (em doencas hepaticas colestaticas), €

regulada por um minucioso equilibrio entre o estimulo (pela ativacdo de receptores
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H, e receptores H,) e inibicdo (pela ativacdo de receptores Hs e receptores Hy)
efeitos da histamina endégena (FRANCIS et al., 2007).

2.6 MELANOMA

Apesar dos avancgos significativos na pesquisa do cancer, a doenga continua
sendo um problema de saude mundial e a mortalidade mantém-se elevada (OZOLS
et al., 2007). Entre os tumores malignos, que s&o altamente nocivos, pouco
diferenciados, com crescimento rapido e infiltrativo, tem-se o melanoma (WADE e
WHITE, 1986; LITTLE, 1975).

O melanoma, representando cerca de 4% dos tumores de pele, € 0o mais
grave devido ao seu crescimento acelerado e da possibilidade de causar metastase.
O rapido crescimento associado a alta producdo de melanina faz o melanoma
manifestar-se, geralmente, como uma pinta escura (marrom a negra) de bordas
irregulares acompanhadas de coceira e descamacao (SCHUCHTER, 2001).

Histologicamente os melanomas apresentam anaplasia, ou seja, ndo séo
diferenciados, apresentando também pouco estroma e tecido anexo aos melandcitos
modificados (WADE e WHITE, 1986).

A progressdo do melanoma € afetada por dois fatores: a resposta imune do
hospedeiro e os fatores intrinsecos do potencial maligno do tumor (histolégicos,
clinicos, localizacdo anatémica da lesédo) (PHILIPHS et al., 1990).

A melanogénese € um processo que ocorre dentro dos melandcitos, células
pigmentares de origem neuroectodérmica, localizadas nas camadas mais internas
da epiderme. Os melandcitos liberam granulos de pigmentos denominados
melanossomos, onde a melanina é produzida e levada aos queratinécitos
circundantes. O conjunto formado por 36 queratinécitos e um melandécito constitui
uma unidade epidérmica de pigmentacdo (HADLEY, 1996). Os queratindcitos se
diferenciam e migram para as camadas mais externas da epiderme, e o0s
melanossomos sao degradados e ocorrendo a liberagdo da melanina, conferindo
pigmentacao a pele (HOOGDUIJN et al., 2004).

Assim, os melandcitos estdo sempre em intimo contato fisico e funcional com
outras células epidérmicas, o que poderia auxiliar para o controle do status
melanogénico de melandcitos devido a secrecdo de vérias citocinas e fatores

paracrinos. Nesse sentido, a pele contém uma diversidade de mensageiros quimicos
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com potencial para afetar a proliferacédo e diferenciacdo dos melandcitos (ESPARZA
et al., 1996).

Entretanto, o papel e as vias de sinalizacdo da histamina ainda nao estao
elucidados na melanogénese (LEE et al., 2012). Analises da expressdo da HDC no
melanoma mostrou que em melanomas primarios e em metastases cutaneas, a HDC
esta presente em indices elevados quando comparados a nevos benignos de pele.
Paralelamente, ndo somente a expressdo da HDC, como também a sintese de
histamina tém sido marcadamente comprovadas em melanoma (FALUS e GILICZE,
2014).

Histamina pode interferir no turnover do tecido epidérmico em condicfes
fisiolégicas, entretanto em trauma e inflamacéo, circunstancias patolégicas da pele,
a histamina em altas concentracdes pode inibir a diferenciacdo dos queratindcitos
humanos e a regeneracao da epiderme (RAN et al., 2005).

A andlise histologica de enxertos de melanoma em camundongos, tratados
com anti-histaminico, revelaram elevada infiltracdo de macréfagos para o
xenoenxerto de melanoma humano. De acordo com esses dados, foi proposto que,
além do efeito direto da histamina sobre o crescimento tumoral (dependendo do tipo
de receptores e equilibrio entre eles nas células de melanoma), a histamina
influencia localmente as células imunes competentes (FALUS et al., 2001).

O modelo, linhagem B16F10, foi apresentado pela primeira vez por Fidler,
1973, a partir de um tumor de melanoma espontaneo de camundongos C57BL6/J.
Através de selecdo progressiva, Fidler isolou variantes com diferentes potenciais
metastaticos. A B16F10 é uma dessas linhagens celulares variantes, adequada para
ensaios experimentais de metastase (OLIVEIRA FILHO, BEVILACQUA, CHAMMAS,
1997).

O modelo experimental de metastases de melanoma B16F10 € amplamente
utilizado em experimentos (RUSCIANO, LORENZONI, BURGER, 1994; WELCH,
1997). Metastases sdo originarias de cancer que se distanciou a partir de um local
principal, tornando-se capaz de formar novos tumores em outros 0Orgaos
(CHAMBERS, GROOM, MACDONALD, 2002). Este é um processo que envolve o
extravasamento de ceélulas a partir de um tumor primario para a circulacao,
promovendo a sobrevivéncia da célula, a localizagdo de um novo 6rgao e alojamento
em tecidos, a manutencdo do crescimento, e da vascularizagdo do tumor
metastatico (PANTEL e BRAKENHOFF, 2004).
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O melanoma de células B16F10 quando comparado com melandcitos néo-
cancerosos indica um sistema histaminérgico regulado, o que propicia a utilizacao
de células B16F10 como um modelo para investigar o sistema histaminérgico
enddgeno na funcao celular maligna (DAVIS et al., 2011).

Os tumores em diferentes 6rgédos tendem a ser muito diferentes, ndo apenas
na sua capacidade de proliferacdo e metdstase, como também na influéncia e
controle sobre o status metabolico do hospedeiro (KERN e NORTON, 1988) e,
consequentemente, em variacoes no perfil de aminoacidos do soro em relacdo ao
tipo de tumor. Niveis aumentados tém sido detectados por aminoacidos que
possuem determinadas especificidades em relacdo ao tipo especifico de tumor
(MASIAR e MEDEKOVA, 1988).

Metastases de melanoma B16F10 em baco de camundongos C57BL/6J foram
avaliadas quanto as alteracdes metabdlicas e verificou-se que a taurina, aspartato,
glutamato, O-fosfoetanolamina, niacinamida, ATP, lipidos e derivados de glicerol sdo
estatisticamente diminuidos enquanto alanina, malato, xantina, histamina, dCTP,
GTP, timidina, 2-desoxiguanosina sao estatisticamente elevados (WANG et al,
2014).

Em melanoma in vitro e carcinoma celular, as células tumorais podem
produzir proteina induzida por interferon (IP-10) em resposta ao interferon-g. Essa
proteina inibe a progressdo tumoral. A histamina, que se encontra proxima de
células tumorais pode sustentar a progressdo do tumor e envolvendo receptores H,
e a fosfoquinase A, consegue inibir a producdo de IP-10 (WATANABE e KANDA,
2002).

Além da elevacdo da histamina, ha o envolvimento dos receptores H, da
histamina, que sozinhos ou em combinagcdo com outros agentes, podem reduzir o
melanoma em humanos e em animais. Conforme Ucar (1991) o efeito antitumoral
tem sido atribuido a imunomodulagdo via inibicdo da atividade de linfocitos
supressores. Os receptores H, foram demonstrados em células de melanoma e em
células supressoras de linfécitos.

Poucos estudos mostram que a histamina estimula a acumulagdo de AMPc in
vitro e que o0s antagonistas H, atenuam esse efeito nos melandcitos e células de
melanoma, mas a atividade da tirosinase, acumulagédo de melanina ou proliferagao
ndo tem sido associadas as variagbes nos niveis de AMPc nessas células
(WHITEHEAD et al., 1988).



33

Pesquisas anteriores mostraram que a recorréncia de cancer e metastases
esta fortemente relacionada com a adesdo entre células tumorais e células
endoteliais. Uma variedade de moléculas de adeséo celular (CAM) induzidas por

citocinas e liberadas por células tumorais, promovem a adeséo (TANG et al., 2004).

2.7 DIFERENCIACAO CELULAR

A diferenciacdo celular é um processo biolégico complexo que regula a
expressdo de um grande numero de genes que possuem funcdes especificas nos
tecidos e controla a proliferagéo celular (NAVES e MORENO, 2000).

A diferenciacdo celular compreende varias etapas: proliferacdo de células
progenitoras, ativacao de resposta favoravel a mitose, ativacdo de genes, expressao
de proteinas, desativacdo ou diminuicdo de resposta favoravel a mitose, e
diferenciacao terminal, onde perde a capacidade proliferativa (NAVES e MORENO,
2000).

Para o desenvolvimento do cancer a condicdo anormal necessaria € a
proliferacdo continua e desordenada das células comprometidas. Essas células
respondem incorretamente aos sinais que a controlam e, crescem e dividem-se de
forma descontrolada, e migram para os tecidos normais adjacentes, posteriormente
espalham-se causando a metastase (PEREIRA et al., 2008).

O crescimento descontrolado é resultado das anormalidades acumuladas nos
sistemas de que regulam o crescimento celular e o comportamento da célula torna-
se alterado, isso distingue as células neoplasicas das células normais (COOPER,
2001).

A hipotese de que a histamina pode estar relacionada a diferenciacdo e
proliferacdo celular foi proposta na década de 60, e permanece controversa até
agora (FALUS e GILICZE, 2014). A administracdo de histamina exogena, embora
administrada em doses fracionadas que, portanto, ndo mantém o nivel constante de
concentracdo, mas fazendo-se picos, modificou o curso da regeneragdo do
figado (BIONDO-SIMOES, 2000).

Tem-se que o figado € um dos 6rgdos mais complexos do corpo humano e a

necessidade da constancia de massa hepatica dos mamiferos ao longo da vida
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exige a manutencdo desse tecido (TARLA et al., 2006). Para isso, as células ovais
(progenitoras e bipotentes) podem diferenciar-se em hepatdcitos ou células epiteliais
biliares. Um bloqueio irreversivel do processo de diferenciacdo das células ovais
acredita-se que origine o hepatocarcinoma, devido a acdo de hepatocarcinégenos
(NAVES e MORENO, 2000).

O processo de diferenciagéo celular, os mecanismos e os sinalizadores para
a células tornarem-se tumorais ndo esta elucidado. Na regeneracdo hepatica, por
exemplo, h4 o envolvimento de fatores de crescimento e nutrientes (JESUS,
WAITZBERG, CAMPOS, 2000). Como exemplo, o B-caroteno (precursor da vitamina
A), foi relacionado ao cancer e dito como anticarcinogénico de origem alimentar
(NAVES, 1998) e que a suplementacdo com [-caroteno inibe a tumorigénese em
neuroblastoma in vivo através da indugcdo de diferenciagdo neuronal (LIM et al.,
2014).

Adicionalmente, Yoshida et al. (1995), referem que a glutamina aumentou a
taxa de regeneracdo hepatica, por estimulo da sintese de DNA nos hepatdécitos. A
glutamina é um aminoacido essencial, que estimula o sistema imunolégico a
combater agentes invasivos (ARDAWI, 1992).

Em contraste, foi relatado que ratos induzidos a hipocalcemia e deficiéncia de
vitamina D, hepatectomizados previamente, tiveram 0 processo de regeneragcao
hepatica prejudicado (GOUPIL et al., 1997), bem como em hepatopatas cronicos, as
alteracdes metabdlicas e nutricionais estado relacionadas diretamente com o grau de
comprometimento hepatocelular (JESUS, WAITZBERG, CAMPQOS, 2000).

A histidina, nos estudos de Letzien et al. (2014) também esta sendo avaliada
guanto ao seu envolvimento no crescimento e diferenciagao tumoral, sendo sugerido
que o efeito antineoplasico da carnosina (3-alanyl-L-histidina) pode ser atribuido a L-
histidina, e a carnosina atuando como um veiculo protetor para a L-histidina.

Com a administracdo exdgena de histamina em ratos parcialmente
hepatectomizados tem-se um maior niimero de mitoses (BIONDO-SIMOES, 2000). A
histamina também estimula a proliferagdo, migracdo e producdo de coladgeno em
fibroblastos normais e fibroblastos da queratoconjuntivite (LEONARDI et al. 1999) e
estimula o crescimento biliar, enquanto os mastocitos estacionam a proliferagcdo nas
colangiopatias, que séo caracterizadas pela perda da regulagéo entre crescimento e
perda biliar (KENNEDY et al., 2014).
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Embora os mecanismos de acdo nado tenham sido esclarecidos, a histamina
tem importante envolvimento na regulacdo da maturacdo dos mastocitos
(HALLGREN e GURISH, 2014; TAKANO et al., 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hallgren%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24319003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hallgren%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24319003
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da histidina, histamina, terfenadina, cimetidina, tioperamida e
associacdo histidina/cimetidina e a relacdo de estimulo pré e anti-histaminico em
células B16F10, bem como a resposta tumoral frente aos estimulos em

camundongos C57BL6/J portadores de melanoma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliacdo da viabilidade celular frente ao estimulo de solugbes de histidina,
histamina, terfenadina, cimetidina, tioperamida e associacdo de histidina/cimetidina
em células B16F10.

- Avaliacdo de alteracdes morfolégicas em células B16F10 apds tratamento com

solucdes de histidina, cimetidina e associacdo de histidina/cimetidina.

- Avaliacdo tumoral apdés administracdo das suspensdes de histidina, cimetidina e
associacdo histidina/cimetidina em camundongos C57BL6/J portadores de

melanoma.

- Avaliacdo hematoldgica dos camundongos e histopatoldégica do melanoma apés
tratamento com suspensdes de  histidina, cimetidina e associacao

histidina/cimetidina.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 CULTURA DE CELULAS

Cultura da linhagem tumoral B16F10, ATCC CRL-6475%, adquiridas de ATCC,
USA; em meio RPMI 1640 adquiridos de Cultilab®, Sd0 Paulo; suplementado com
Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% (v/v) Gibco®, adquirido de Invitrogen®. As células
foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de di6xido de carbono
(CO,) em garrafas estéreis de cultivo celular de 125 cm?. Para o cultivo, foi utilizada
uma mistura de antibidticos a 1% (v/v) de penicilina 10.000 unidades/mL e
estreptomicina 10.000 pg/mL adquiridos de Invitrogen®. Ao meio foi adicionado
tampao HEPES, com a finalidade de correcdo e manutencdo do pH do meio de
cultivo.

A substituicdo do meio foi realizada a cada dois ou trés dias, inicialmente, de
acordo com a confluéncia celular, a qual era observada em microscépio invertido e
as passagens (subcultivos) eram, entéo, realizadas. Quando as garrafas atingiram
100% de confluéncia o meio era aspirado, em fluxo laminar e a camada celular
lavada com solucdo tampédo fosfato salino sem calcio e sem magnésio (PBS).
Posteriormente, de acordo com a necessidade, procedia-se o descolamento das
células, utilizando-se solucdo de Tripsina 0,10-0,50% e EDTA 0,01-0,04% com
posterior centrifugacao e retirada da solucéo de Tripsina.

Quanto a escolha das células, a linhagem B16 cresce espontaneamente em
camundongos C57BL6/J (PETER et al., 2001). A linhagem B16 parece ser menos
invasiva que suas sublinhagens B16-F10 e B16-BL6 e a capacidade de formar
metastases aumenta segundo a ordem: B16-F0, B16-F1 e B16-F10, que € igual a
B16-BL6 (NAKAMURA et al., 2002).

4.2 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

Os ensaios de toxicologia séo largamente utilizados em estudos in vitro,
dentre eles o vermelho neutro e o MTT s&o 0s mais comuns para a deteccédo de

citotoxicidade ou de viabilidade celular apés a exposicdo a substancias toxicas,
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podendo apresentar sensibilidades diferentes para a mesma substancia (FOTAKIS e
TIMBRELL, 2006).

Esse ensaio de viabilidade celular verifica o potencial de morte celular e a sua
proporcao, causada pelos tratamentos utilizados. A viabilidade das células apés o
tratamento com as diferentes concentragdes das substancias histidina, tefenadina,
cimetidina, tioperamida e associagdo de histidina/cimetidina foi determinada
utilizando 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazéliobrometo (MTT, Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA), de acordo com o método de Tada et al. (1986).

A quantidade de 5x10° células foi adicionada em cada poco de uma placa de
96 pocos. Apos 24 h, as células foram expostas as solugbes de concentragfes 0,01,
0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM de histidina, 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 e 10 mM de
cimetidina, e associacdo de histidina 10 mM + cimetidina 0,01 mM e associacdo de
cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM por 24, 48 e 72 horas. As concentracoes
estudadas foram baseadas no trabalho de Jiangi et al. (2010).

Adicionalmente as células foram expostas as solucdes de concentracdes
0,01, 1, 10 e 20 mM de histamina, 1, 10, 100 nM e 1uM de terfenadina e 1, 10, 100
nM e 1uM de tioperamida por por 24, 48 e 72 horas. As concentragOes estudadas
foram baseadas no trabalho de Lukjanov et al. (2006).

Da solucéo de MTT de 0,5 mg/mL, foram adicionados 200 uL em cada poco e
a viabilidade das células foi entdo, avaliada em um teste colorimétrico através da
atividade da desidrogenase mitocondrial formando o complexo formazan (roxo) apés
3 horas de incubacdo em estufa a 37°C sob tenséo de CO..

A absorbancia de cada poco foi lida a 570 nm, utilizando um leitor de placas
(EL808B, BioTech Instruments®, Inc., Winooski, VT, EUA).

4.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR VERMELHO NEUTRO

O corante Vermelho Neutro tem sido utilizado como indicador de
citotoxicidade em culturas de hepatécitos e em outras linhagens celulares.
Caracteriza-se por se acumular nos lisossomos de células viaveis (FOTAKIS e
TIMBRELL, 2006).
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Este ensaio de viabilidade celular Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-
amino-cloreto de fenazina) fornece dados sobre as fun¢des metabdlicas celulares,
especificamente do lisossomo, uma organela que realiza varios processos celulares,
inclusive apoptoticos (FRANCA, 2008).

Muitas substéncias danificam as membranas celulares e lisossomais
resultando no decréscimo de captura e internalizacdo do vermelho neutro. O
transporte do corante € passivo, através da membrana plasmatica das células
higidas, e, armazenado dentro dos lisossomos (DOYLE e GRIFFITHS, 1998).
Portanto, é possivel a distincdo entre células vivas e mortas pela medida da
intensidade de cor final (viabilidade celular). Células vivas, porém danificadas, nao
conseguem reter o corante em seu interior. Assim, esse ensaio é um indicador de
danos provocados aos lisossomos (FRANCA, 2008).

A quantidade de 5x10° células foi adicionada em cada poco de uma placa de
96 pocos. Apos 24 h, as células foram expostas as solugdes de concentragdes 0,01,
0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM de histidina, 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 e 10 mM de
cimetidina, e associacdo de histidina 10 mM + cimetidina 0,01 mM e associacdo de
cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM por 24, 48 e 72 horas. As concentragdes
estudadas foram baseadas no trabalho de Jiangi et al. (2010).

Apés o tratamento, o meio de cultura contendo as substancias a serem
testadas sera substituido por meio de cultura sem soro contendo 100 uL do reagente
vermelho neutro 250 pmol/L™* (previamente incubado a 37 °C e filtrado em
membrana de 0,22 um para remocao dos cristais formados). A placa foi incubada a
37 °C (5% CO,) por 2 horas para a incorporacdo do corante pelos lisossomos das
células e estas foram lavadas/fixadas com tampao fosfato. A cada cavidade da placa
foi adicionado 100 pL de &cido acético 1% em etanol a 50% para a solubilizagéo do
corante, ou seja, rompimento das células e solubilizagdo do corante “internalizado”. A
placa foi agitada por 20 minutos e a absorbancia determinada em leitor de placas
(EL808B, BioTech Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) (AZEVEDO, 2005) em 540

nm.
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4.4 AVALIACAO MORFOLOGICA DE CELULAS B16F10

A quantidade de 5x10° células B16F10 em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de SFB foi adicionada em cada po¢o de uma placa de 24 pocos sobre
laminula redonda. Ap6s 24 horas, as células foram expostas as solucdes de
concentracbes 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM de histidina, 0,01, 0,1, 0,3, 1,0,
3,0 e 10 mM de cimetidina, e associacao de histidina 10 mM + cimetidina 0,01 mM,
associacao de cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM. Decorridas 48 horas as células
foram submetidas a coloragdo de May Grunwald-Giemsa, para identificacdo e
quantificacdo dos diferentes tipos celulares (BORELLI et al.,, 2009). As laminas
foram confeccionadas e a analise morfologica realizada em microscépio 6ptico,
sendo fotografados varios campos aleatérios. O ensaio foi realizado quatro vezes,

sendo que as imagens obtidas sédo resultantes de dois experimentos independentes.
4.5 QUANTIFICACAO DE HISTAMINA

A quantidade de 3x10* células B16F10 em meio RPMI suplementado com
10% de SFB foi adicionada em cada poc¢o de uma placa de 6 pocos. Apés 24 horas
de cultivo em estufa de CO, a 37°C, as células foram expostas as solucfes de
Histidina 0,01, 0,1 e 20 mM, Histamina 0,01 mM e 20 mM, Cimetidina 3mM e 10 mM,
tioperamida 100 nM, 1 pM e terfenadina 100 nM, 1 pM. Cada concentragéo foi
utilizada em duplicata. Decorridas 72 horas, as células foram tripsinizadas e o
contetdo de cada pogo colocado em eppendorf, centrifugado e o sobrenadante
separado para realizacdo de ELISA.

O protocolo foi desenvolvido seguindo as especificagdes do kit para ELISA:
Histamine EIA, Demeditec Diagnostics GmbH, Germany. A acilacdo da amostra foi
realizada e posteriormente as amostras transferidas para a placa de ELISA. A leitura

foi realizada em comprimento de onda de 450 nm em leitor de placas.
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4.6 MANUTENCAO DOS ANIMAIS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animal, processo
002/2014, com protocolo para pesquisa humero 765/2014, Pro-Reitoria de Pesquisa
e P6s-Graduacao, conforme documento anexo.

Foram utilizados camundongos C57BL6/J adultos obtidos de Biotério do Setor
de Ciéncias Biologicas e da Saude da UEPG. Os procedimentos seguiram as
normas de conduta com pesquisa animal e foram realizados apés a autorizacdo do
Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

A manutencdo dos animais e a experimentacdo foram realizadas no Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UEPG. Os animais receberam racao
e agua ad libitum, sendo mantidos durante todo o periodo experimental em uma sala
com temperatura ambiente (21 + 3°C) sob ciclo de iluminacdo natural de 12/12

horas, com um namero de 4 animais por gaiola.

4.7 IMPLANTE DAS CELULAS TUMORAIS

Varios modelos para o estudo dos melanomas estao disponiveis. Os modelos
murinos de melanoma possibilitam melhor compreenséo desta neoplasia e de seu
desenvolvimento. Embora nédo se possa extrapolar diretamente para o0s seres
humanos, constituem ferramentas experimentais importantes que possibilitam o
estudo de novas drogas e estratégias terapéuticas (PRADO, 2005).

A linhagem de células B16F10 foi cultivada em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB e adicionado antibiético penicilina 10.000
unidades/mL/estreptomicina 10.000 pg/mL Gibco® em estufa (37°C) com atmosfera
de 5% de di6xido de carbono, até confluéncia.

Para o implante das células, os camundongos C57BL6/J tiveram a regido
posterior do dorso tricotomisada. As células B16F10, com contagem determinada
5 x 10* em 100 pL, foram injetadas via subcutanea no dorso dos camundongos. Para

este procedimento ndo foi necessario 0 uso de anestésicos, jA que esses
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camundongos nao apresentam inervacdo subcutanea, ndo sendo, portanto, um
processo doloroso ao animal. Este tipo de tumor possui um crescimento acelerado

sendo visivel em aproximadamente dez dias do implante (PLOWMAN et al., 1997).

4.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

ApGs a realizagdo do implante das células tumorais, exceto no Grupo 1, os
animais foram randomicamente divididos em 5 grupos de 8 camundongos C57BL6/J,

sendo cada grupo composto por 4 machos e 4 fémeas com idade de 8 semanas.
Grupos experimentais:

1. Grupo Controle Sadio

2. Grupo Controle Portador de Melanoma
3. Grupo Suspensao de Histidina

4. Grupo Suspensao de Cimetidina

5. Grupo Suspensao Histidina/Cimetidina

Para o Grupo Controle Sadio e Grupo Controle Portador de Melanoma foi
administrado via oral apenas veiculo (agua) durante o tratamento de 11 dias. Para o
Grupo 3 foi administrada via oral, suspensédo de cloridrato de histidina na dose de
21,4 mg/kg, em agua por 11 dias. Para o Grupo 4 foi administrada via oral,
suspensao de cimetidina na dose de 343,3 mg/kg de cimetidina em agua por 11
dias. Para o Grupo 5 foi administrada via oral, suspensdo com associacdo de
cloridrato de histidina/cimetidina na dose de 21,4 mg/kg de histidina/343,3 mg/kg de
cimetidina em agua por 11 dias.

A administracao foi realizada em uma unica dose diaria, mantendo o0 mesmo
horario de administracdo durante todo o tratamento. Cada animal era pesado antes
da administracao e a dose administrada adequada ao peso.

No final do experimento, os animais foram anestesiados com quetamina/
xilazina de acordo com a massa corporal de cada animal e posteriormente foram
retiradas amostras sanguineas para analises. ApOs o sacrificio, foram retirados os

orgaos e o tumor para a andlise histolégica.



43

4.9 PARAMETROS MACROSCOPICOS DO CRESCIMENTO TUMORAL

Apo6s o desenvolvimento visivel e palpavel do tumor implantado, 10 dias apos
a injecao das células, a massa corporal e o volume do tumor foram sequencialmente
determinados. A massa corporal € um importante critério de avaliagdo do
desenvolvimento do tumor, através dela pode-se acompanhar, por exemplo, se esta
ocorrendo processo de caquexia (OTALE et al., 2009).

O volume tumoral foi avaliado com auxilio de um Paquimetro Digital Marberg®
por 11 dias, com inicio no décimo dia apds o implante celular. A obtencao do volume
foi obtida em mm?®através da férmula (Kato et al., 1994):

Volume Tumoral = Medida longitudinal (mm) x [(medida transversal (mm)]* x % {

4.10 ANALISES HEMATOLOGICAS

4.10.1 Determinagdes Bioquimicas

As determinacdes sanguineas sdo ferramentas precisas que podem predizer
quadros lesivos, indicam com alta sensibilidade as alteragcdes que ocorrem nos
sistemas organicos como um todo, podendo substituir técnicas mais dispendiosas.

As amostras sanguineas foram coletadas, ap6s sedacao de todos 0s grupos
experimentais, por via intracardiaca com utilizacdo do anticoagulante heparina. As
amostras foram separadas em centrifuga e congeladas a -20°C até o
processamento. Posteriormente foram realizadas as determinagbes de creatinina,
transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-pirtvica (TGP).

A creatinina € um produto formado devido a degradagéo da fosfocreatina dos
musculos, pela enzima creatina-quinase. Essa reagcédo ocorre através da contracao
muscular, ou seja, cada vez que o musculo é contraido a quebra de creatina
acontece produzindo creatinina, que é filtrada pelos rins, e excretada na urina.

Quando os niveis de creatinina no sangue encontram-se elevados, indicam
diminuicdo da funcdo renal, desidratacdo, obstrucdo do trato urinario ou doencas

musculares.


http://www.infoescola.com/fisiologia/contracao-muscular/
http://www.infoescola.com/fisiologia/contracao-muscular/
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As enzimas TGO e TGP, também chamadas de AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase), respectivamente, sdo enzimas
gue estdo presentes em maior concentracdo no hepatocito, e normalmente, séo
intracelulares. A ocorréncia de aumento dessas enzimas sugere lesdo hepatocelular.
A lesdo pode ser aguda: como nas hepatites, ou crdénica, como na doenca hepatica
gordurosa e lesao induzida por etanol.

A TGO esta presente também na musculatura estriada (coracdo e musculos
esqueléticos) e em menor concentracao nos rins, cérebro e pancreas. Essa enzima
forma aspartato, durante o catabolismo dos aminoacidos, no qual transfere grupos
amino do glutamato ao oxalato, e o produto formado é usado como fonte de
nitrogénio no ciclo da ureia.

A TGP, além do hepatdcito esta presente em quantidades muito menores na
musculatura estriada. Esta enzima catalisa a transferéncia do grupo amino da
alanina ao alfa-cetoglutarato, formando piruvato e glutamato.

As determinacbes de creatinina foram realizadas no equipamento de
automacdo para bioquimica Selectra-E, da Vitalab®, utilizando-se kit comercial para
creatinina da marca Kovalent® e as determinacdes de TGO e TGP realizadas no
equipamento de automacdo para bioquimica Miura® 500 (Série A-1230) com kit

comercial Kovalent®.

4.10.2 Determinacédo do Hemograma

As amostras sanguineas foram coletadas dos grupos experimentais e
colocadas em frascos contendo anticoagulante EDTA 5%. A analise da contagem
global celular (séries vermelha e branca) foi realizada em contador hematolégico
Hemacounter, da Hemogran®, e a contagem diferencial realizada em laminas
coradas por May-Grunwald/Giemsa de acordo com as técnicas utilizadas pelo
Laboratorio-Escola da UEPG.
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4.11 PREPARACAO DOS TECIDOS PARA ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apés o tratamento dos diferentes grupos, os camundongos receberam
sedacdo em doses adequadas ao peso do animal com a mistura quetamina/xilazina,
em seguida foram coletadas as amostras sanguineas e, posteriormente sacrificados.

Os o6rgaos cérebro, figado, baco e pulméo foram retirados, bem como o tumor
e imediatamente acondicionados em frascos de vidro contendo o Fixador Alfac
(composto por 85% de &lcool 80%, 10% de formol e 5% de &cido acético) e
permaneceram por 12 horas para que ocorresse a insolubilizacdo das proteinas e
manutencdo dos tecidos com estrutura proxima a que estavam no organismo Vivo.
ApoOs esse periodo, passaram a ser acondicionados em frascos de vidro contendo
alcool 70%.

A segquir, realizou-se a desidratacdo do material, na qual as pecas anatdémicas
passaram por solucdes alcoodlicas crescentes que vao de 70% a absoluto,
respeitando-se os tempos de cada solucdo. Posteriormente sdo realizados dois
banhos em xilol, etapa necesséaria para o clareamento do material. Ap6s o
clareamento, inicia-se a fase de inclusdo, na qual o material € mergulhado em
parafina fundida em estufa a 60°C para que o xilol seja evaporado e 0s espacos
preenchidos por parafina. Em seguida sdo montados pequenos blocos em formas
feitas com papel.

Os cortes histologicos foram feitos em micrétomo com espessura de 5 um e a
coloracdo utilizada foi a Hematoxilina-Eosina (H.E.). Nos cortes histolégicos dos
tumores foi avaliado o infiltrado inflamatorio, as areas de necrose, a reacao estromal
e angiogénese, utilizou-se a classificacdo para quantificacdo da inflamacédo como
leve, moderado e intenso.

As etapas de retirada dos 6rgéos, fixacdo e desidratacao foram realizadas no
Laboratério Multiusuéario da UEPG e as etapas inclusao, corte histologico, montagem
de laminas e coloragédo foram realizadas no Laboratério de Histotécnica da UEPG

seguindo as técnicas e normas de trabalho desse laboratorio.
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4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente através do teste ANOVA
de 1-Via, com andlise posterior pelo teste de Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Test, sendo adotado como significancia 5%. Todos os calculos foram realizados com

0 programa estatistico Graph Pad - Prism Stat, verséo 3.0 (San Diego, CA, USA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DA LINHAGEM B16F10 UTILIZANDO
MTT

A viabilidade das células B16F10 foi avaliada apds 24, 48 e 72 horas de
tratamento conforme metodologia descrita no item 4.2. Os dados mostrados na
Figura 1 representam trés repeticdes independentes, com n=4 em cada repeticdo do
ensaio MTT.

Na Figura 1-A, observou-se o crescimento celular aumentado em relagdo ao
controle nas seguintes concentracdes 0,1, 0,3, 1,0 e 3,0 mM de histidina, 0,01, 0,1
mM de cimetidina e associagao de histidina 10 mM + cimetidina 0,01 mM que nédo
foram estatisticamente significativas em relagcdo ao controle em 24 horas. Esse
crescimento aumentado n&o ocorre na avaliacdo em 48 horas (1-B), onde todas as
concentracdes avaliadas tém crescimento celular diminuido em relacdo ao controle e
estatisticamente significativo nas concentracdes 3,0 e 10 mM de cimetidina e
associacdo de cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM indicando diminuicdo da
viabilidade celular.

Apés 72 horas (Figura 1-C), apenas a concentragdo de 20 mM de histidina
apresentou crescimento celular aumentado em relagdo ao controle. As demais
concentragcbes apresentaram limitacdo do crescimento celular em relagcdo ao
controle, sendo estatisticamente significativa nas concentragbes 0,01 mM de
histidina, 3,0 e 10 mM de cimetidina e associacdo de cimetidina 10 mM + histidina

0,01 mM indicando diminuicdo da viabilidade celular.
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FIGURA 1. Teste de viabilidade celular (MTT) com células B16F10. Células B16F10 (CTL), solucdes
de histidina (H) nas concentrac¢des 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM, solu¢des de cimetidina (C)
nas concentracées 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 e 10 mM, e associacdo de histidina 10 mM + cimetidina
0,01 mM (HC) e associacédo de cimetidina 10 mM + histidina 0,01 mM (CH), avaliado em (A) 24 horas,
(B) 48 horas e (C) 72 horas. Teste ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey. As barras verticais representam a
média + E.P.M. (n=12/grupo). Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparados
ao grupo Controle. ***P<0,001.

0.74 A
0.6

0.5+

0.4 -T— _T_ I -T—

0.3+

D.C.{ua)

0.2+

0.0~ T T T T T T T 1 1
CTL 0,01H 0,1H 0,3H 1,0H 3,0H 10H 20H 0,01C 0,1C 0,3C 1,0C 3,0C 10C HC CH
24 h

0.7+ B
0.6

0.5+ T T l T = T T
0.4 T T T l

0.3

. &

D.0.ua.)

0.2+

0.1 i

&

] ] ] 1 Ll 1 ] ] ] 1 Ll 1 ] ] ]
CTLO0.,01H0,1H 0,3H 1,0H 3,0H 10H 20H 0,01C0,1C 0,3C 1,0C 3,0C 10C HC CH
48 h

0.7 C
0.6

0.5

0.4- T

RalnnnnannaaD.

0.0~
CTLOO1H01H 03H 10H 30H 10H 20H 001CO1C D3C 1OC 30(3 10C HC CH
72 h

D.0O.{ua.)




48

A histidina, precursora da histamina, limitou a viabilidade celular em baixas
concentracfes, enquanto a sobredosagem de 20 mM estimulou o crescimento apos
72 h de tratamento, sugerindo um papel importante na modulacdo da proliferacédo
celular, sendo inibitério ou estimulante dependendo da dosagem/dias de tratamento.

Esse papel modulatério da histamina foi também encontrado por Li et al.
(2005), porém com resultados contrarios, em estudo com queratindcitos, no qual a
histamina em altas concentragdes inibe o crescimento de queratinécitos e em baixas
concentraces promove proliferacdo celular dos queratinécitos.

As concentracdes de cimetidina estudadas levaram a inibicdo da proliferacao
celular. Dados que corroboram com Jiang et al. (2010), gue encontraram resultados
semelhantes ao avaliar o crescimento de células de cancer gastrico, através do
método de MTT. As células SGC-7901 e MGC-803 expostas a varias concentracoes
de cimetidina determinaram um significante decréscimo na viabilidade, sendo esse
evento dependente da dose e do tempo.

Posteriormente realizado o teste de viabilidade para utilizando-se histamina,
tioperamida e terfenadina em diferentes concentracdes, conforme citadas no item
4.2. Os dados mostrados na Figura 2 representam duas repeti¢cdes independentes,
com n=3 em cada repeticdo do ensaio MTT.

Na Figura 2-A, observou-se o crescimento celular aumentado em relacédo ao
controle nas seguintes concentracfes 1, 10 e 100 nM de tioperamida que nao foram
estatisticamente significativas em 24 horas. Esse crescimento permaneceu
aumentado na avaliacdo em 48 horas (2-B) para a concentracdo de 1 nM de
tioperamida.  Adicionalmente a concentracdao de 0,01 de histamina e as
concentragbes de 1, 10, 100 nM e 1 uM de terfenadina tiveram crescimento celular
aumentado em relacdo ao controle em 48 h (2-B), sendo estatisticamente
significativos nas concentracdes de 1 e 100 nM de terfenadina, indicando aumento
da viabilidade celular.

Na avaliacdo de 72 horas (2-C), apenas a concentracdo de 1uM de
terfenadina apresentou crescimento celular aumentado em relacdo ao controle,

porém nao estatisticamente signicativo.
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FIGURA 2. Teste de viabilidade celular (MTT) com células B16F10. Células B16F10 (CTL), solucdes
de histamina (HT) nas concentracdes 0,01, 0,1, 10 e 20 mM, solu¢cbes de tioperamida (TI) nas
concentracdes 1, 10, 100 nM e 1 uM, e terfenadina (TE) nas concentracdes 1, 10, 100 nM e 1 uM,
avaliado em (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 72 horas. Teste ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey. As
barras verticais representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Os simbolos representam o nivel de
significancia quando comparados ao grupo Controle. ***P<0,001.
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Com relagdo as concentragcbes 0,1 e 10 mM de histamina utilizadas,
apresentaram crescimento celular diminuido em relagdo ao controle, porém néao
estatisticamente significativo (2-B) na avaliacdo de 48 horas, sendo na concentracéo
de 20 mM de histamina a diminuicdo da viabilidade celular estatisticamente
significativa (2-B).

As concentracbes de terfenadina apresentaram crescimento celular
diminuido em todas as concentracdes, porém estatisticamente significativo nas
concentracfes 1, 10 nM e 1 uM (2-A) na avaliacdo de 24 horas. Na avaliacdo de 72
horas (2-C), as concentracdes de 10 nM de terfenadina e 1, 10, 100 nM , 1 uM de
tioperamida apresentaram crescimento celular diminuido, estatisticamente
significativo em relacéo ao controle, indicando diminuicdo da viabilidade celular.

A terfenadina, antagonista de receptor H;, € conhecida por causar apoptose
em linhagens celulares (JIANG et al., 2006). No presente estudo, foi eficaz na
diminuicdo da viabilidade celular nas concentragbes testadas em 24 horas, e
posteriormente ndo manteve esse efeito em todas as concentracoes, revelando em
48 horas, até um estimulo ao crescimento celular estatisticamente significativo. Em
72 horas a concentracdo de 10 nM de terfenadina apresentou diminuicdo da
viabilidade celular estatisticamente significativa.

Uma hipétese € que a concentracdo do farmaco terfenadina utilizada foi
baixa, ndo conseguindo manter o efeito de inibicdo do crescimento celular de acordo
com o tempo decorrido. Conforme HADZIJUSUFOVIC et al. (2010) os efeitos
encontrados em estudos com caninos e humanos em mastocitose primaria utilizando
loratadina e terfenadina indicaram inibicdo do crescimento celular e evidenciam que
os farmacos séo dose-dependentes, sendo a IC 50 da terfenadina de 1 a 20 uM e da
loratadina 10 a 50 yM.

Com relacdo ao farmaco tioperamida, antagonista de receptor Hs, pode-se
observar que o presente estudo apresentou diminuicdo da viabilidade celular em
todas as concentracOes testadas na avaliacdo de 72 horas. Apesar de poucos
estudos terem sido realizados com esse farmaco com o intuito de avaliar a
viabilidade celular, esse efeito ja foi observado, como em estudo com células
linféides, no qual a tioperamida apresentou efeito apoptético. (KAIDASHEV et al.,
2007).

Os resultados obtidos nas diferentes concentragdes de histamina mostram

que ela atua como um modulador no crescimento celular, dependendo da


http://scicurve.com/author/Hadzijusufovic%20Emir
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091674906032295
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dosagem/dias de tratamento. Os resultados corroboram com os encontrados por
Blaya et al. (2010) que a histamina exdgena estimula a proliferacdo de células de
melanoma humano e migracéo celular de modo dependente da dose. No presente
estudo, o estimulo ocorreu em 48 horas, sendo a viabilidade celular diminuida em 72
horas.

Devido a estas células apresentarem resisténcia a tratamentos, caracteristica
comum de células tumorais (RUMJANEK et al., 2001), pode-se avaliar como
satisfatorio os resultados apresentados por esses testes. Um largo intervalo de
concentracdes das drogas foi avaliado e as concentragcées mais baixas de histidina
(0,01 mM), 1 e 10 mM de histamina e as mais altas de cimetidina (3 e 10 mM)
utilizadas, bem como o sinergismo (10 mM cimetidina/0,01 mM histidina) causaram
efeitos deletérios as células. Posteriormente, observou-se esse mesmo efeito para
as concentracbes de terfenadina em 24 horas e para as concentracbes de
tioperamida em 72 horas. Fica evidenciado neste teste, o qual reflete funcionamento
das mitocdndrias celulares, que nas concentracfes citadas, ha diminuicdo da

viabilidade.

5.2 ENSAIO DE TOXICIDADE DA LINHAGEM B16F10 UTILIZANDO VERMELHO
NEUTRO

Neste ensaio as células B16F10 foram plaqueadas e tratadas com diferentes
concentracbes de solugcdo de histidina, solucdo de cimetidina e associacdo de
solucgdes histidina/cimetidina conforme descrito no item 4.3.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 3. Neste ensaio, o0
tratamento das células B16F10 com histidina nas concentra¢des de 0,01, 0,1, 0,3,
1,0 e 3,0 mM, bem como o tratamento com cimetidina nas concentracdes 0,1, 0,3 e
1,0 mM e associagao histidina 10 mM/cimetidina 0,01 mM sugerem em 24 horas
(Figura 3-A) aumento do crescimento celular que mantém-se até 72 horas nas
concentracbes 0,1 e 3,0 mM histidina. O tratamento com histidina nas
concentragdes de 10 e 20 mM, e com cimetidina nas concentragbes 0,01, 3,0 e 10
mM e associacdo de cimetidina 10 mM/0,01 mM de histidina tiveram a viabilidade

celular diminuida em 24 horas.
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O tratamento com solugdo de histidina no intervalo de concentragdes
utilizadas, nao foi significativamente eficaz na diminuigdo da viabilidade celular ou
efeito citotéxico para as B16F10 nos trés tempos avaliados (Figura 3-A, B e C). As
células apoptoticas mantém sua integridade de membrana por algum tempo apés o
inicio do processo apoptotico, podendo a perda desta integridade ocorrer somente
nos estagios finais do processo (McGAHON et al.,, 1995). Portanto, por esta
metodologia, células que se encontram nos primeiros estagios de apoptose poderdo
ser contabilizadas como células viaveis, provocando as possiveis diferencas de
sensibilidade entre essa metodologia e o MTT.

No tratamento realizado com cimetidina, a concentracdo de 10 mM foi
estatisticamente significativa em relacdo ao controle em 24, 48 e 72 horas. Os
resultados mostraram que a associacao de cimetidina 10 umM/0,01 mM de histidina
foi capaz de exercer o seu efeito citotdxico sobre a linhagem de células B16F10 nos
trés tempos estudados, ndo sendo estatisticamente significativa em relacdo ao
controle somente em 24 horas. Nessas concentracdes, os efeitos antiproliferativos
mais acentuados foram obtidos, podendo-se sugerir que ha uma relacdo entre a
diminuicao da viabilidade e a citotoxicidade destes compostos, devido ao fato de que
foram as mesmas concentracdes que provocam efeitos prejudiciais a linhagem
celular B16F10, no ensaio do MTT.

Desta forma, no ensaio de citotoxicidade com o vermelho neutro, apos 72
horas de tratamento, as solucbes de cimetidina 1,0, 3,0 e 10 mM, provocaram
efeitos nocivos a membrana das células e, por consequéncia, ao sistema lisossomal,
resultando em dano a homeostasia da célula como um todo. Isso porque 0s
lisossomos sdo as organelas responsaveis pela degradacdo de moléculas,
reparacdo da membrana plasmética e ligagdo do material que sofreu endocitose
(TURK e TURK, 2009).
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FIGURA 3. Andlise da viabilidade celular das células B16F10 pelo método vermelho neutro. Células
B16F10 (CTL), solugbes de histidina (H) nas concentra¢des 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 e 20 mM,
solucdes de cimetidina (C) nas concentra¢bes 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 mM de cimetidina, e
associacdo de histidina 10 mM + cimetidina 0,01 mM (HC) e associacdo de cimetidina 10 mM +
histidina 0,01 mM (CH), avaliado em (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 72 horas. ANOVA -1 VIA, post
hoc Tukey. As barras verticais representam a média + E.P.M. (n=8/grupo). Os simbolos representam
o nivel de significancia quando comparados ao grupo Controle. ***P<0,001.
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5.3 ANALISE MORFOLOGICA DA LINHAGEM B16F10

Os resultados dos experimentos in vitro de viabilidade e citotoxicidade celular,
motivaram estudos de morfologia celular. As células B16F10 foram tratadas com
diferentes concentracdes de histidina, cimetidina e associagéo histidina/cimetidina,
conforme descrito no item 4.4.

Nos tratamentos realizados nao foram observadas diferencas morfologicas
nos prolongamentos celulares ou na basofilia do citoplasma como as observadas por
Zhao et al. (2001) em seus estudos de andlise morfolégica de células B16F10 em
fibrosarcoma, utilizando o composto acetato &cido bosvélico, ou como nos
resultados dos estudos de Luvison (2008) que também encontrou alteracdes
morfolégicas em células B16F10 de melanoma murino ao utilizar guanosina como
coadjuvante de quimioterapicos no tratamento de melanoma.

Nas imagens obtidas, pode ser observado o crescimento celular sem inibicao
por contato, que esta relacionado ao fato da linhagem utilizada ser tumoral e com
alto poder invasivo como mostra a figura 4 (A, B, C e D).

Nas células tratadas com solucdo de histidina nas concentracdes 0,01, 0,1 e
0,3 mM (Figura 4-B, C, D), verificou-se o efeito discreto de retracdo do citoplasma,
com a morfologia celular tornando-se arredondada, quando comparadas com as
células controle (Figuras 4-A), este efeito sugere perda da adesdo, uma vez que a
reducdo dos prolongamentos celulares sugere interferéncia nos pontos de adesao
celular.

Além disso, as células B16F10 quando tratadas com solucéo de histidina 0,1
MM apresentaram, de forma discreta, a presenca de “blebs”, como mostrado na
Figura 4 (C), que sao vesiculas, bolhas ou protuberéancias localizadas no citoplasma
das células durante o processo de apoptose. Essas protuberancias podem separar-
se das células de origem, tornando-se corpos apoptoticos. A presenca de “blebs”
indica que a célula esta sendo prejudicialmente exposta a algum processo ou

substancia, neste caso a solucao de histidina 0,1 mM.
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FIGURA 4. Microscopias da analise morfoldgica de células B16F10 apds 48 horas de tratamento. (A)
Controle, meio RPMI, (B) solucdo de histidina 0,01 mM, as setas indicam arredondamento celular (C)
solucdo de histidina 0,1 mM, as setas indicam “blebs” (D) solucdo de histidina 0,3 mM, as setas
indicam arredondamento celular. Exemplos obtidos de vérios campos. Apés fixagdo, coradas por
May-Grunwald-Giemsa. Aumento da objetiva: 40 X.

Pbdde-se observar, também, a vacuolizacdo perinuclear do citoplasma,
mostrado na Figura 4 (B e C) que € melhor evidenciada nas células tratadas com
solucdo de histidina nas concentragbes 3 mM e 10 mM (Figura 5-C, D), podendo
sugerir citotoxicidade, fato que é ausente no controle (Figura 5 A), utilizada como
comparacdo. A associacdo de histidina 10 mM/cimetidina 0,01 mM, apresentou
arredondamento das células, ou seja, células em processo de apoptose, como

mostrado na Figura 5 (D).
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FIGURA 5. Microscopias de analise morfoldgica de células B16F10 apos 48 horas de tratamento. (A)
Controle, meio RPMI, (B) solug&o de histidina 3 mM, as setas indicam vacuolos citoplasmaticos (C)
solugdo de histidina 10 mM, as setas indicam vacuolos citoplasmaticos (D) associacdo de histidina
10/ cimetidina 0,01 mM as setas indicam arredondamento celular. Exemplos obtidos de vérios
campos. Apos fixagdo, coradas por May-Grunwald-Giemsa. Aumento da objetiva: 40 X.

O tratamento com histidina manteve o padrdo celular, ndo levando a uma
diferenciacdo, e causando um processo discreto de morte celular. Permite-se afirmar
gue a droga utilizada causa citotoxidade a linhagem celular. Resultados semelhantes
aos obtidos por Letzein et al. (2014) que obtiveram sinais de necrose e diminuicéo
da viabilidade celular quando utilizaram histidina em células tumorais T98G, na
concentragcao 10 puM de histidina com 48 h e nas concentragbes de 10 a 50 uM em
72 horas, avaliadas por fluorescéncia.

Quando tratadas com solucdo de cimetidina, as células B16F10 apresentaram
arredondamento, indicando processo apoptoético, como mostrado na Figura 6-B, C e
D nas concentracdes de 0,01, 0,1 e 0,3 mM quando comparadas ao controle. As
células com esse aspecto sdo definidas pelo termo “rounded up cells”, que séo

células prée-desadesao e morte.
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FIGURA 6. Microscopias da analise morfoldgica de células B16F10 apds 48 horas de tratamento. (A)
Controle, meio RPMI, (B) solugdo de cimetidina 0,01 mM, (C) solugdo de cimetidina 0,1 mM, (D)
solugéo de cimetidina 0,3 mM. As setas indicam arredondamento celular. Exemplos obtidos de vérios
campos. Apos fixagdo, coradas por May-Grunwald-Giemsa. Aumento da objetiva: 40 X.

Adicionalmente, no tratamento com cimetidina, péde-se observar através das
micrografias que quando a concentracdo da droga foi aumentada, as caracteristicas
de morte celular aumentaram. Isso pode ser observado na Figura 7, com as
concentracdes 3 uM (B) e 10 uM (C), onde é evidente o processo de morte celular.

A Figura 7 (D) mostra a associacdo cimetidina 10 mM/histidina 0,01 mM que
revelou que houve uma tendéncia da associacdo em provocar a morte celular de
forma mais intensa que quando a cimetidina € utilizada isolada, possivelmente pelo
somatério dos danos celulares provocados na utilizagdo de histidina e na utilizacdo
de cimetidina nas concentracdes testadas, podendo-se afirmar que a droga causa

diminuicdo do crescimento celular e citotoxicidade.
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FIGURA 7. Microscopia da andlise morfolégica de células B16F10 ap6s 48 horas de tratamento. (A)
Controle, meio RPMI, (B) solu¢cdo de cimetidina 3 mM, (C) solugdo de cimetidina 10m M, (D)
associacdo de cimetidina 10/histidina 0,01 mM. As setas indicam arredondamento celular e morte.
Exemplos obtidos de varios campos. Apés fixagéo, coradas por May-Grunwald-Giemsa. Aumento da
objetiva: 40 X.

A andlise morfoldégica comprovou os resultados obtidos nos ensaios de MTT e
vermelho neutro, ou seja, as concentracdes de drogas que apresentaram diferenca
estatisticamente significativa nos ensaios de viabilidade celular foram as que

revelaram danos as células na morfologia celular.
5.4 QUANTIFICACAO DE HISTAMINA

O teste de ELISA para quantificacdo de histamina foi realizado conforme
descrito no Item 4.5 da metodologia.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que na amostra controle
0s niveis de histamina estavam abaixo da sensibilidade do teste, ndo sendo
detectados na leitura.

A quantificacdo de histamina apOs tratamento das células com diferentes
concentracdes de histidina e histamina estdo mostrados na Figura 8. Foram testadas
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para histidina as concentragdes que apresentaram-se estatisticamente diferentes no
teste de viabilidade celular, bem como a histamina nessas concentracdes para
comparacao. Nos sobrenadantes analisados de histidina, ha presenca de histamina,
porém, em quantidades menores do que quando tratadas com a prépria histamina.
De acordo com os resultados encontrados, a histidina na concentracdo de
0,01 mM apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo a histamina
na concentracdo 0,01 mM e 20 mM. A histidina na concentracdo de 0,1 mM
apresentou diferenca estatistica em relacédo a histamina na concentracao de 20 mM.
A histidina produziu histamina quando comparada ao controle, porém frente
aos resultados, acredita-se que a histidina deva participar de outras vias metabdlicas

intracelulares diferentes da producao de histamina.

Figura 8. Quantificac@o para histamina em sobrenadante de cultura celular B16F10. Células tratadas
por 72 horas com histidina (HTD) nas concentragbes 0,01, 0,1 e 20 mM e histamina (HTM) nas
concentracdes 0,01 e 20 mM. Teste ANOVA 1-VIA, p<0,001.
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Adicionalmente realizada a quantificacdo para os antagonistas de histamina,
terfenadina (antagonista de receptor H;), cimetidina (antagonista de receptor H,) e
tioperamida (antagonista de receptor H3), conforme esta mostrado na Figura 9.

A cimetidina na concentracdo de 3 mM apresentou valores estatisticamente
significativos em relacdo a tioperamida nas concentragcdes de 100 nM e 1uM.

A terfenadina na concentracdo de 100 nM apresentou valores
estatisticamente significativos em relacdo a tioperamida nas concentracdes de 100
nM e 1uM.



60

Figura 9. Quantificacdo para histamina em sobrenadante de cultura celular B16F10. Células tratadas
por 72 horas com cimetidina (CIM) nas concentracdes 3 e 10 mM, terfenadina nas concentracdes 100
nM e 1 uM e tioperamida (T10) nas concentracdes 100 nM e 1 uM. Teste ANOVA 1-VIA, p<0,001.
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Tem sido relatado o envolvimento da histamina na proliferacdo celular, no
desenvolvimento embrionario, e no crescimento de tumores. Efeitos biolégicos que
sdo mediados pelos receptores especificos de histamina ativados (Hi, Hz, Hs, € Hy)
diferem nos padrdes de expressao e funcdes dos tecidos. (BLAYA et al., 2010).

A histamina regula varias funcdes através da ligacéo as proteinas G de quatro
receptores (H;, Hy, Hz e Hy). O Hjz exerce seus efeitos por meio de ativacdo da
proteina G, reduzindo AMPc tendo na regulacdo das vias de crescimento um papel-
chave (FRANCIS et al., 2007).

Os trés tratamentos realizados levaram ao estresse celular e aumentaram a
producdo de histamina. Essses resultados podem ser avaliados em duas hipoteses:
a) a inibicdo de receptores H; induz maior producdo de histamina pelas células
B16F10 ou o bloqueio desses receptores limita a recaptacdo de histamina; b) A
tioperamida induziu a uma menor producdo de histamina ou o bloqueio dos
receptores Hs permite uma maior recaptacao de histamina.

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, foi observada a
expressao dos receptores histaminérgicos envolvidos e sua expressao nas células
estudadas. De acordo com NCBI Genome (2015) os receptores H; localizados no
cromossomo 6 das células, sdo pouco expressos, também pouco expressos 0s
receptores H,, localizados no cromossomo 13. J& os receptores Hs, localizados no
Cromossomo 2, tem sua expressao aumentada.

O estudo de Jiang et al. (2008) avaliaram o efeito da histamina e terfenadina

em células A375 de melanoma humano. Verficaram que a histamina exégena atua
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sobre a proliferacao celular de um modo dependente da dose e do tempo e que a
terfenadina causa apoptose por outras vias celulares independentes da sinalizac&o
da histamina. E que a baixa expressao dos receptores H; nessas células causa
pouca interferéncia no efeito apoptético causado pela terfenadina.

A cimetidina, um antagonista do receptor da histamina do tipo 2, tem sido
utilizada para aumentar a sobrevivéncia de pacientes com cancer. Entretanto, os
mecanismos exatos pelos quais a cimetidina inibe o desenvolvimento de tumores
ainda devem ser avaliados (NATORI et al., 2005).

A terfenadina e a loratadina, em um estudo, inibiram o crescimento de uma
linhagem de células humanas HMC1 e duas linhagens caninas C2 e NI-1 de
mastécitos neoplasicos e também inibiram o crescimento em humanos com
mastocitose neoplasica priméaria (HADZIJUSUFOVIC et al., 2010).

Com relagdo ao antihistamico Hj, a terfenadina, estudos evidenciam que o
tratamento com terfenadina in vitro induziu a morte de células de melanoma por
apoptose e o tratamento in vivo inibiu o crescimento tumoral significativamente em
modelos murinos (BLAYA, et al., 2010).

5.5 EXPERIMENTACAO ANIMAL

5.5.1 Volume Tumoral

Os camundongos foram submetidos ao implante tumoral com células B16F10
conforme descrito no item 4.7. O volume tumoral foi avaliado durante 11 dias de

tratamento nos camundongos C57BL6/J, conforme descrito no item 4.9.


http://scicurve.com/author/Hadzijusufovic%20Emir
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FIGURA 10. Avaliagdo do volume tumoral apés tratamentos com veiculo (CTLP), histidina (H),
cimetidina (C) e associagdo de histidina/cimetidina (H/C) nos tumores B16F10 em camundongos
C57BL6/J portadores de melanoma. ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey, p>0,0001.
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De acordo com os resultados obtidos no estudo in vivo, os tratamentos com
Histidina e Cimetidina obtiveram diferenca estatisticamente significativa quando
comparados ao Controle Portador de melanoma, tratado com veiculo, até o sétimo
dia de tratamento (valor de p>0,05), nas condicbes experimentais utilizadas, como
pode ser observado na Figura 10. Nos demais dias, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos e o controle.

Os resultados obtidos corroboram com Tomika, Nakamura e Okabe (2005)
gue examinaram os efeitos da histamina exdégena e da cimetidina no crescimento de
melanoma maligno em ratos utilizando células B16BL6, nos quais roxatidina e
cimetidina suprimiram significativamente o crescimento do implante B16BL6 quando
comparado com o veiculo.

Nesse mesmo estudo, entretanto, observaram que a histamina e a cimetidina
agem de um modo dependente da dose. A histamina quando administrada
sistemicamente estimulou significativamente o crescimento de implantes B16BL6 e
conseguiu suprimi-los quando havia a coadministracdo de cimetidina (TOMITA,
NAKAMURA, OKABE, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259747
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Do oitavo dia em diante, uma das hipéteses para o crescimento tumoral em
todos os grupos é a de que a quantidade de histamina circulante é elevada e devido
ao seu papel modulatorio, poderia estar exercendo um efeito de estimulo ao
crescimento tumoral. Conforme Falus e Gilicze (2014) pode ser demonstrado que o
melanoma ndo somente tem a capacidade de produzir histamina, mas também
realizar a continua secrecdo de histamina no ambiente tumoral.

No tratamento com cimetidina, apds o sétimo dia uma das hipoteses € que a
dose da droga administrada estaria tornando-se baixa para contencédo do avanc¢o do

crescimento celular nessa fase da doencga na presenca elevada de histamina.

5.5.2 Determinacdes Bioquimicas

Amostras de sangue dos animais tratados foram coletadas no 12.° dia apés o

inicio do tratamento conforme item 4.10.1.

5.5.2.1 Andlise do perfil de Creatinina dos camundongos submetidos aos diferentes

tfratamentos

Com relagdo as substancias administradas nesse estudo, foi verificada
através da creatinina, a possivel toxicidade renal. Conforme Pontes et al. (2014), os
compostos para tratamento de cancer sao, em sua maioria, nefrotéxicos e podem
nao afetar os rins diretamente, mas proporcionam diferentes toxicidades alterando o
a excrecao renal. Esses agentes incluem os analgésicos, 0s quimioterapicos e as
terapias de alvo molecular. Assim, o monitoramento da funcdo renal em pacientes
com cancer € essencial para a administracdo segura de agentes terapéuticos.

O diagnéstico de insuficiéncia renal foi mais comumente atribuido para
individuos com diagndéstico coexistindo de cardiaca congestiva, doenca pulmonar
cronica, doencga renal cronica, cancer, e infecgdo pelo HIV (LIANGOS et al., 2006).

Em pacientes com melanoma avancado a insuficiéncia renal associada a intensa
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presenca de melanina circulante é um dos fatores de mau progndstico para o
paciente, sendo por isso, uma importante avaliagdo nesse estudo.

Os resultados das determinacfes de creatinina dos grupos tratados nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando comparados ao

controle sadio ou com o controle portador de melanoma, neste estudo, como esta
demonstrado na Figura 11.

FIGURA 11. Grafico das concentragdes de creatinina plasmatica em camundongos C57BL6/J. Grupo
Controle sadio (CTLS), Controle portador de melanoma (CTLP), e tratados com Histidina (HIS),
tratados com Cimetidina (CIM) e tratados com associagéo histidina/cimetidina (HIS/CIM), n=5/grupo,
teste ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey, p<0,05.
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Os resultados indicaram que o0s niveis de creatinina estdo discretamente
aumentados nos camundongos portadores de melanoma quando comparados ao
grupo controle sadio, porém néo indicando toxicidade.

5.5.2.2 Analise do perfil de Enzimas Hepaticas dos camundongos submetidos aos
diferentes tratamentos

Neste estudo, determinagcdes de TGO e TGP foram realizadas e as Figuras
12 e 13 mostram os valores plasmaticos das enzimas nos diferentes grupos
experimentais. Os valores de TGO e TGP apresentaram-se aumentados no Grupo
Controle Portador de melanoma quando comparadas ao Controle sadio, com
diferenca estatisticamente significativa em TGP.
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Em melanoma, o figado é um 6érgdo afetado rapidamente com possivel
comprometimento de funcdo e metédstases. No melanoma ocular, por exemplo,
conforme Mouriaux et al. (2012), € evidente a disseminacdo hematogénica e sua
tendéncia a metastase para o figado; o 6rgdo esta envolvido em 90% a 95% dos
casos, e consequentemente, é o principal alvo para a triagem de metastases.

De acordo com os resultados apresentados, os tratamentos com histidina,
cimetidina e associacdo histidina/cimetidina apresentaram valores de TGO e TGP
diminuidos em relacdo ao Controle Portador de melanoma. Conforme Pés, Safrany,
Muller (2005) os tumores malignos apresentam uma quantidade elevada de
histamina circulante, e, receptores de histamina nas células tumorais e de acordo
com Biondo-Simdes (2000) estudos mostram que, quando a histamina é
exogenamente administrada, ocorre regeneracdo celular em hepatdcitos.

A Histidina, utilizada como suplementacdo de histamina, poderia estar
auxiliando no efeito protetor aos hepatdécitos, resultando em valores de TGO e TGP
menores que os valores encontrados no Grupo Controle Portador de melanoma,
esses dados, entretanto, foram estatisticamente significativos somente em TGP,

guando a histidina foi administrada de forma isolada.

FIGURA 12. Gréfico das concentragbes de transaminase pirdvica (TGO) plasmatica em
camundongos C57BL6/J. Controle Sadio (CTLS) sem implante tratados com veiculo, Controle
Portador de melanoma, com implante tumoral e tratamento com veiculo (CTLP), com implante
tumoral tratados com Histidina (HIS), com implante tumoral tratados com Cimetidina (CIM) e com
implante tumoral tratados com associacéo Histidina/Cimetidina (HIS/CIM), n=5/grupo, teste ANOVA -1
VIA, post hoc Tukey, p<0,05.
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Em relagdo ao grupo experimental tratado com Cimetidina, houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao Grupo Controle Portador de
melanoma em TGO e TGP. Neste estudo, a cimetidina, ao se ligar aos receptores H,
de histamina, possivelmente mantém uma grande quantidade de histamina
circulante, proveniente do proprio tumor. A histamina, que € rapidamente
metabolizada, poderia estar permanecendo mais tempo na circulacdo, devido a
ligacdo da cimetidina aos receptores celulares H, (meia vida de 4 a 7 horas), o que

resultaria em um efeito protetor ou regenerador mais evidente para os hepatdcitos.

FIGURA 13. Gréfico das concentra¢cfes de transaminase piravica (TGP) plasmatica em camundongos
C57BL6/J Controle sadio (CTLS), Controle portador de melanoma, (CTLP), Histidina (HIS), Cimetidina
(CIM) e com associagdo Histidina/Cimetidina (HIS/CIM), n=5/grupo, teste ANOVA -1 VIA, post hoc
Tukey, p<0,05.
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5.5.3 Estudo dos Parametros Hematoldgicos

5.5.3.1 Avaliacéo da Série Vermelha

Em tratamentos com  quimioterdpicos  convencionais, alteracdes

hematolégicas sdo comuns, estando presentes na maioria dos casos, anemia e
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mielossupressdo. Os parametros hematoldgicos foram, por isso, avaliados nesse
estudo.

Os resultados obtidos dos eritrogramas estdo demonstrados na Figura 14 e
revelam que houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
experimentais para os valores obtidos nas determinagbes de hemacias, de
hemoglobina e hematdcrito.

De acordo com os dados, em todos os grupos, o melanoma B16F10 causa
diminuicdo no namero de hemacias, hemoglobina e hematdcrito, estatisticamente
significativos, que levam ao aparecimento de anemia quando comparados ao Grupo
Controle Sadio.

O Grupo Cimetidina apresentou menores valores na série vermelha quando
comparado aos outros tratamentos. Este fato pode estar relacionado ao farmaco
cimetidina, o qual traz em seus efeitos colaterais, a possibilidade de ocorréncia de
citopenias, fato que pode ser considerado para os valores de hemécias encontrados

nos eritrog ramas.



FIGURA 14. Graficos dos eritrogramas. (A) Contagem de eritrdcitos circulantes (106/pL), (B) concentracdo de hemoglobina (g/dL) e (C) hematdcritos (%) em
camundongos C57BL6/J. Camundongos Controle Sadio (CTLS), Controle Portador de melanoma (CTLP), e tratados com Histidina (HIS), tratados com Cimetidina
(CIM) e tratados com associacéo histidina/cimetidina (HIS/CIM), n=5/grupo, teste ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey, p<0,0001.
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5.5.3.2 Avaliacéo da Série Branca

Quanto ao leucograma, avaliou-se o namero total de leucécitos, bem como a
contagem diferencial manual. Esta avaliacdo se fez necessaria considerando-se que
a diminuicdo do numero de leucécitos na contagem global pode caracterizar
leucopenia, o que indica uma agéo toxica ou imunossupressora sobre essas células.

Na contagem diferencial,

0S numeros de segmentados, bastonetes,

eosinofilos, linfocitos, basofilos e mondcitos s&o determinados em valores
percentuais. Nesse estudo, devido ao envolvimento da histamina no processo
fisiopatologico do melanoma, esperava-se encontrar valores aumentados de
eosinofilos, que sdo as células sanguineas armazenadoras de granulos de
histamina. Como ocorre nos seres humanos, a concentracdo de histamina no
sangue € de duas a trés vezes maior, em pacientes com tumores malignos
diagnosticados em comparacao com pacientes saudaveis (MORIARTY et al., 1988).

Células imunitarias, como os eosindfilos e os basdfilos, acredita-se que sao
as mais importantes fontes de mediadores nas doencas de pele (GUTOWSKA-
OWSIAK et al.,, 2014). Nos grupos experimentais de camundongos C57BL6/J
tratados, no entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos quanto ao numero de eosinoéfilos ou outras células sanguineas na contagem
diferencial, conforme dados mostrados na Tabela 1.

Os basdfilos ndo foram encontrados nas laminas analisadas e a contagem

global de leucdcitos também néo apresentou diferenca estatisticamente significativa.

TABELA 1. Contagem global de leucdcitos (103/uL) e diferencial de leucécitos (%) de camundongos
C57BL6/J. Grupos: Controle Sadio (CTLS) tratado com veiculo, Grupo Controle Portador de
melanoma (CTLP) com implante tumoral e tratamento com veiculo, e camundongos com implante
tumoral tratados com Histidina (HIS), tratados com Cimetidina (CIM) e tratados com associacdo
histidina/cimetidina (HIS/CIM), n=5/grupo. Teste ANOVA, p< 0,05. £ Desvio-padrdao da média.

CELULAS CTLS CTLP HIS CIM HIS/CIM
6076 4409.28 + 5688.33 3212.50 +
LEU 3410 + 1428.77 1409,28 2658,51 2632.78 755.92
SEG 17.75 £ 3.774 29 +5.033 41.42 +18.35 18.6 £9.9 29.75+8.34
BAS 1.25 +1.258 1.25+0.5 0.285+0.48 0.6 +0.54 1+0.816
EOS 0.5+ 0.577 1.5+1.291 2+141 26270 425+221
LIN 80.75 £ 5.315 69.5 + 6.557 55.28 + 18.36 75 +10.07 63.25 £ 9.17
MON 0.75+0.50 0.75 + 0.957 0.714+1.113 2.2+0.44 0.75+0.95
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5.5.4 Analise Histopatoldgica dos tecidos dos camundongos tratados

A analise histopatologica foi realizada com intuito de verificar possiveis
metéstases e alteragcbes morfofuncionais causadas pelos tratamentos nos tecidos
dos tumores quando comparados ao Grupo Controle Portador de melanoma e nos
principais orgaos (figado, baco, pulmdes, cérebro).

Nos cortes histolégicos dos orgaos, depoésitos de melanina foram
encontrados. Alteracdes histoldégicas e metastases ndo foram encontradas no
material analisado, sugerindo um ponto favoravel aos tratamentos realizados. Sendo
o melanoma B16F10 um tipo de cancer muito invasivo e causador de metastases,
conforme Bell e Wilson (2004); Shields e Shields (2009), no melanoma cutaneo, a
metéstase € frequente e envolve o figado, os pulmdes, 0s 0ss0s, 0s rins e o cérebro.
Adicionalmente, para Aboody et al. (2006), as metastases cerebrais sdo um
problema frequente e grave para pacientes com cancer, especialmente para agueles
com melanoma em quadro avancado.

As figuras 15, 16, 17 e 18 mostram tecidos normais de cortes histologicos
realizados dos 6rgdos dos camundongos tratados, sendo cérebro, figado, pulméo e

baco, respectivamente.
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FIGURA 15. Cortes histolégicos de cérebros de camundongos tratados. (A) Controle Portador de
melanoma, (B) Tratado com Histidina, (C) Tratado com Cimetidina, (D) Tratado com associagéo
Histidina/Cimetidina. Exemplos obtidos de vérias amostras. Coloracdo H.E. Aumento da objetiva: 40

X.

FIGURA 16. Cortes histoldgicos de figados de camundongos tratados. (A) Controle Portador de
melanoma, (B) Tratado com Histidina, (C) Tratado com Cimetidina, (D) Tratado com associacdo
Histidina/Cimetidina. Exemplos obtidos de varias amostras. Coloragdo H.E. Aumento da objetiva: 20
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FIGURA 17. Cortes histologicos de pulmBes de camundongos tratados. (A) Controle Portador de
melanoma, (B) Tratado com Histidina, (C) Tratado com Cimetidina, (D) Tratado com associagéo
Histidina/Cimetidina. Exemplos obtidos de véarias amostras. Coloracéo H.E. Aumento da objetiva: 20

X.

FIGURA 18. Cortes histologicos de bacos de camundongos tratados. (A) Controle Portador de
melanoma, (B) Tratado com Histidina, (C) Tratado com Cimetidina, (D) Tratado com associagéo
Histidina/Cimetidina. Exemplos obtidos de vérias amostras. Coloracdo H.E. Aumento da objetiva: 40

X.
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A avaliacdo dos cortes histoldgicos dos tumores foi realizada conforme
descrito no item 4.11 da metodologia.

No infiltrado inflamatorio dos melanomas, a predominancia de linfécitos, torna-
se um achado de prognostico favoravel ao portador de melanoma (BROWN, 1997).

A Figura 19 mostra cortes histolégicos do tumor dos grupos experimentais de
camundongos C57BL6/J portadores de melanoma, nos quais foi observada a
presenca de areas necroticas no Grupo Histidina (Figura 19-B). Essa morte tecidual
provavelmente esteja relacionada com citotoxidade celular causada por histidina. O
Grupo Cimetidina apresentou infiltrados linfocitarios (Figura 19-C) e o Grupo
associacao Histidina/Cimetidina (Figura 19-D), no material analisado, nao
apresentou areas necroticas ou infiltrado leucocitario. Neste estudo, o Grupo
Histidina apresentou inflamacé&o grau leve e Grupo Cimetidina grau moderado.

Os resultados obtidos com o Grupo Cimetidina diferem dos encontrados por
Tomita, 1zumi, Okabe (2003) no estudo de ratos tratados por 26 dias com cimetidina,
no qual a andlise histologica revelou aumento de areas necroticas nos tecidos de
tumor de colon implantados quando comparados ao grupo controle.

Quanto aos vasos sanguineos, observou-se as paredes vasculares integras e
com contorno regular, fato comum a todo material examinado, como pode ser
observado na Figura 20. Em processos fisiol6gicos e patolégicos como o cancer, a
angiogénese € um componente importante, estudos correlacionam a angiogénese
com a agressividade tumoral em varios tipos de cancer (PEREIRA et al., 2008).

Conforme Van Kempen, Muijen, Ruiter (2005) e Smolle, Hofmann-Wellenhof,
Fink-Puches (1996), a reacao estromal é formada por uma resposta a inflamacéao,
gue promove a angiogénese e remodela as proteinas extracelulares. Esses fatores
contribuem para formacdo do ambiente favoravel ao tumor capaz de sustentar seu
crescimento e metastase.

A quantidade de vasos né&o diferiu, no material analisado, nos tratamentos
com Histidina (Figura 20- B) e associacdo Histidina/Cimetidina (Figura 20-D) quando
comparados com o Grupo Controle Portador de melanoma (Figura 20-A), sugerindo
gue esses tratamentos ndo promoveram favorecimento da vascularizagdo. Os
resultados encontrados sao semelhantes aos dos estudos de Francis et al. (2014)
que mostram que ndo ha diferencas na angiogénese no microambiente tumoral
depois do tratamento com histamina, quando comparado com camundongos

tratados com veiculo.
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FIGURA 19. Cortes histolégicos de melanomas B16F10. (A) Controle Portador de melanoma,
(B) Tratado com Histidina, area de necrose indicada pela seta, (C) Tratado com Cimetidina, Infitrado
linfocitario indicado pela seta, (D) Tratado com associagdo Histidina/Cimetidina. Exemplos obtidos de
véarias amostras. Coloracdo H.E. Aumento da objetiva: 40 x.

FIGURA 20. Micrografias de cortes histolégicos de melanomas B16F10. Coloracdo H.E. Exemplo
obtido de varias amostras. (A) Controle Portador de melanoma, (B) Tratado com Histidina, (C)
Tratado com Cimetidina, (D) Tratado com associa¢do Histidina/Cimetidina. As setas indicam vasos
sanguineos. Exemplos obtidos de varias amostras. Aumento da objetiva: 40 x.
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O tratamento com Cimetidina, conforme mostrado na Figura 20-C, promoveu
favorecimento da vascularizacdo. Resultado semelhante foi obtido por Natori et al.
(2005) com células CMT93, de céancer de colon, em camundongos C57BL6/J, que
foram tratados com cimetidina por 14 dias que revelaram que muitos novos vasos
haviam sido formados no tumor, embora a densidade capilar tenha sido diminuida

em relacao ao controle.
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6 CONCLUSOES

Pode concluir-se que:

A maior concentragcdo de Cimetidina utilizada (10 mM) e a associacao
Cimetidina 10 mM/Histidina 0,01 mM diminuiram a viabilidade celular, sendo

toxicas para a linhagem celular B16F10 no periodo de 48 e 72 horas.

A Histidina ocasiona pequenas alteracdes na morfologia celular e a

Cimetidina modifica¢des condizentes com processo pré-morte.

A histamina nas concentracfes 0,1 e 10 mM diminuiu a viabilidade celular em
72 horas.

A terfenadina diminuiu a viabilidade celular nas concentragdes 1, 10 nM em
24 horas e 10 nM em 72 horas e a tioperamida diminuiu a viabilidade celular

nas concentra¢cdes de 1, 10, 100 nM e 1 uM em 72 horas.

Até o sétimo dia de tratamento tanto a Cimetidina quanto a Histidina limitaram
0 crescimento do tumor em camundongos C57BL6/J portadores de

melanoma.

As analises do hemograma apontam como principal achado a ndo prevencéao
dos efeitos anémicos do desenvolvimento tumoral pelos tratamentos

utilizados.

As andlises bioguimicas de TGO e TGP sugerem que o0s tratamentos nao

causaram sinais de hepatotoxicidade aos camundongos C57BL6/J.

O numero total de leucécitos e de eosindfilos ndo se alterou apos o0s

tratamentos em camundongos C57BL6/J.

A Histidina desenvolve um processo inflamatério leve no tumor enquanto a

Cimetidina apresenta moderado infiltrado inflamatario.
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Consideracoes finais:

O tratamento com histidina nas células B16F10 produziu histamina, porém
acredita-se que a histidina participe de outras vias metabdlicas intracelulares
diferentes da producéo de histamina.

Os achados demonstram que a Histidina, Histamina e seus receptores
influenciam na progressdo do melanoma, sendo inibitério ou estimulante
dependendo da dosagem/dias de tratamento, porém o0s mecanismos de acdo

envolvidos ainda necessitam de estudos.
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