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RESUMO

O cancer ¢ caracterizado por um conjunto de doengas que tem relacdo com o crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos. Diversos novos farmacos tém sido
descobertos para tratamento de diferentes tipos de cancer, oriundos de plantas, algas,
microorganismos e outros. Os polissacarideos extraidos de plantas possuem diversas
aplicagoes descritas na literatura como atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante e
atividade antitumoral in vitro e in vivo. No entanto, o efeito antitumoral dos polissacarideos
ainda nao esta totalmente elucidado. Assim este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antitumoral da goma do cajueiro, através de modelos in vitro e in vivo. A goma do cajueiro nao
demonstrou atividade citotoxica e antimigratoria in vitro em células tumorais murinas e
humanas na concentragdao de 100 pg/mL. Ja nos ensaios in vivo, a goma do cajueiro foi capaz
de inibir o crescimento tumoral em melanoma metastatico murino (B16F-10) em 35% e 40%,
nas doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente. Além disso, o polissacarideo ndo diminui o peso
dos animais, ja que o mesmo ¢ composto basicamente por cadeias de agucares. Em relagdo aos
componentes hematologicos, a goma do cajueiro ndo causou leucopenia, nem alteracdes
hematologicas significativas, demonstrando assim que este polimero possivelmente ndo causa
deplecdo ao sistema imunologico do animal. Os cortes histologicos dos 6rgaos demonstraram
que a goma do cajueiro ndo provoca lesdes toxicas no figado, rim, pulmao e bago. Além disso,
os cortes do tumor indicaram processo de morte celular indicativo de apoptose. A andlise do
tecido tumoral por FTIR, indicou processo de morte semelhante nos tratamentos com
ciclofosfamida e goma do cajueiro, pelo estiramento de bandas representativas de lipideos, e
grupamentos presentes no DNA. Em relacdo a analise de componentes antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimaticos (GSH, MDA e MPO), observou-se que a goma do cajueiro ndo
indicou a producdo de agentes antioxidantes, demonstrando possivelmente que este polimero
ndo provoca estresse oxidativo tecidual. Conclui-se, portanto, que este polissacarideo poderia
auxiliar no tratamento de neoplasias, através da possivel redugdo de efeitos colaterais gerados
pelos quimioterapicos, além de ajudar na reducao tumoral.

Palavras-chave: Polissacarideos. Goma do cajueiro. Antitumoral. Cancer.



ABSTRACT

Cancer is characterized by a group of diseases related to the disordered growth of the
cells, which invade tissues and organs. Several new drugs, derived from plants, algae,
microorganisms and other sources, have been investigated due to their potential to treat different
types of cancer. Polysaccharides extracted from plants have innumerable applications described
in the literature, such as antibacterial, antifungal, antioxidant and antitumor activities, in vitro
and in vivo. However, the antitumor effects of these polysaccharides are not fully elucidated
yet. This study aimed to evaluate the antitumor potential of the cashew gum, through in vitro
and in vivo models. The cashew gum did not demonstrate cytotoxic and antimigratory activity
in vitro in murine and human tumor cells at the concentration of 100 ug / ml. In vivo assays
showed that cashew gum was able to inhibit in 35% and 40% the tumor growth in murine
metastatic melanoma (B16F-10), at doses of 50 and 100 mg / kg, respectively. In addition, the
polysaccharide does not decrease the weight of the animals, since it is composed basically of
sugar chains. Regarding hematological components, cashew gum did not cause leucopenia, and
not significant hematological alterations, demonstrating that this polymer does not cause
depletion of the immune system of the animal. Histological sections of the organs have shown
that cashew gum did not caused toxic lesions in the liver, kidney, lung and spleen. Tumor slices
indicated a cell death process indicative of apoptosis in treatment with cashew gum. The
analysis of the tumor tissue by FTIR indicated a similar death process in treatments with
cyclophosphamide and cashew gum, by the stretching of lipids representative bands, and groups
present in the DNA. With regard to the analysis of enzymatic and non-enzymatic antioxidant
components (GSH, MDA and MPO), Cashew gum did not indicate the production of these
antioxidant agents, possibly demonstrating that this polymer does not cause tissue oxidative
stress. Therefore, it is concluded that this polysaccharide could help in the treatment of
neoplasias, by possibly reducing the side effects generated by the chemotherapeutic, besides

helping in the tumor reduction.

Keywords: Polysaccharides. Cashew gum. Antitumor. Cancer.
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1. INTRODUCAO

O cancer corresponde a um conjunto de centenas de doengas que t€ém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para
outras regides do corpo, formando metastases (WHO, 2018). As células tumorais param de
obedecer estritamente aos mecanismos de controle de divisdo celular, diferenciacdo e interagao
inter e extracelular e com a matriz extracelular, e tendem a ser muito agressivas e formar
tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Os tumores malignos apresentam algumas caracteristicas pré-estabelecidas, como
instabilidade genética, ineficiéncia do processo de apoptose, producdo continua de sinais
proliferativos, insensibilidade a fatores supressores do crescimento, potencial replicativo
ilimitado, inducdo da angiogénese e metastase, desregulacdo do metabolismo energético,
invisibilidade ao sistema imune e promocdo de inflamacdo associada ao tumor. Essa
instabilidade genética ¢ um componente chave na origem do tumor uma vez que ela possibilita
a geracao de diversidade genética que, por sua vez, induz a aquisi¢ao das demais caracteristicas
carcinogénicas (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011).

Os tratamentos atuais desta doenc¢a, englobam principalmente cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, que compreende a utiliza¢do de substancias naturais, sintéticas e semi-sintéticas.
Infelizmente as drogas antitumorais utilizadas atualmente ndo possuem especificidade para
tecidos tumorais provocando assim lesdes em outros tecidos normais, como ¢ o caso da
Doxorrubicina. Este farmaco ¢ largamente utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer,
induzindo diversos efeitos bioldgicos como apoptose, necrose, autofagia, parada de ciclo
celular, entre outros. Por outro lado, o tratamento com esta droga também causa varios efeitos
colaterais como vOmitos, nauseas, queda de cabelo e disturbios no sistema neurologico.
Também pode causar deplecao do sistema imunologico podendo levar a suscetibilidade a
infecgdes oportunistas, além de toxicidades em 6rgdos como coracdo, figado, rim e cérebro
(CARVALHO et al., 2009; JESWANI; PAUL, 2017; HORTOBDGY]I, 1997).

Assim diversas novas drogas tém sido descobertas para tratamento de diferentes tipos
de cancer, oriundas de plantas, algas, microorganismos e outros. Recentemente a FDA (Food
and Drug Administration) aprovou novas drogas advindas de plantas para o tratamento de
linfoma ndo-Hodgking, além de outros tipos, demonstrando assim a grande importancia da
pesquisa de novos agentes oriundos de produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 2013;
GORDALIZA, 2007)
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Os produtos naturais, para a industria farmacéutica, podem ser considerados como sendo
uma das matérias-primas mais utilizada na producdo de biomateriais (ZHU et al., 2011). A
ampla biodisponibilidade e a diversidade de atividades farmacoldgicas tornam os produtos
naturais promissoras fontes de produtos de interesse terapéutico. Dentre estes compostos
encontram-se os polissacarideos, moléculas ricas em agtcar que tem demonstrado atividades
bioldgicas interessantes (PINTO et al., 2002).

Os polissacarideos (PS) naturais sdo, reconhecidamente, uma fonte de agentes
modificadores da resposta biologica e tém atraido considerdvel atengdo, sobretudo dos
pesquisadores da area de saude, devido as suas propriedades terapéuticas aliadas a uma baixa
toxicidade (LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Diversos estudos de
caracterizacdo dos efeitos imunomoduladores, antitumorais, antimetastaticos, anticoagulantes
e de relacdo estrutura-atividade tém sido realizados com PS isolados de bactérias, fungos,
plantas, algas e invertebrados marinhos (LEUNG et al., 2006; POMIN; MOURAO, 2008;
TZIANABOS, 2000).

A goma do cajueiro, um heteropolissacarideo extraido do exsudato do caule de
Anacardium occidentalle, ¢ um composto que esta sendo estudado pelo nosso grupo ha alguns
anos e vém apresentando atividades biologicas diversas como gastroprotetora, antidiarreica e
anti-inflamatoéria (ARAUJO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; SOUZA FILHO et al.,
2017). Além disso, em 2008 outro grupo mostrou que a goma do cajueiro apresentava potente
atividade antitumoral in vivo (tumor murino sarcoma-180). No entanto, os mecanismos
antitumorais dessa molécula ainda ndo foram elucidados. Uma vez que estudos ainda ndo foram
realizados sobre o potencial anticancer desse polissacarideo in vitro, assim como em outros
modelos tumorais in vivo (FLORENCIO et al., 2007; MOTHE; DE SOUZA; CALAZANS,
2008).

Diante do exposto, este projeto propde desvendar o efeito antitumoral da goma do
cajueiro a fim de auxiliar na formulagdo de novos medicamentos para o tratamento do cancer.

Desse modo, o projeto visa estudar o potencial anticancer in vitro e in vivo da goma do cajueiro.
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2.  REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cancer

Ao longo do tempo, avancos importantes acerca do conhecimento sobre as neoplasias
foram obtidos, porém, ainda assim o cancer ¢ uma das doengas que mais mata na populagao,
apos as doengas cardiovasculares, sendo considerada assim um importante problema de satde
publica em todo o mundo. O niimero de novos casos desta doenga cresce a cada ano, assim
como a mortalidade, estando esta, ligada a uma série de fatores como maior exposicao a agentes
cancerigenos, localizacao primaria do tumor, falta de diagnostico precoce, entre outros (INCA,
2011a, 2018).

A estimativa mundial mostra que, em 2016, ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de
cancer ¢ 8,2 milhdes de obitos. Houve um discreto predominio do sexo masculino tanto na
incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%). De modo geral, as maiores taxas de incidéncia
foram observadas nos paises desenvolvidos. A estimativa para o Brasil ¢ de que para o biénio
2018-2019, haja a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos por ano. Destes, o cancer de
prostata e de mama serdo os mais incidentes em homens e mulheres, respectivamente. Neste
contexto, € essencial que novas perspectivas de tratamento e de prevengao sejam tomadas e

incorporem-se na rotina da gestdo em satude (INCA, 2018).

FIGURA 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por
sexo, exceto pele ndo melanoma.

Mfaen

Prdstata 68.220 3N T% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29.5%

Tragueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8,7% Cdlon e Reto 18.980 9.4%
Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estimago 13.540 6,3% Tragueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6.2%

Cavidade Oral 11.200 5.2% Glindula Tireoide 8.040 40%

Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 3.1% Como do Utera 6.600 3.3%

Laringe 6.390 3,0% Owdrio 6150 3,0%

Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Gentral 2510 27%

Sistema Nervoso Central 5810 2.7% Leucemias 4860 2.4%

FONTE: (INCA, 2018)

A maioria das células do corpo possui um maquinario de controle de ciclo celular,
algumas se proliferam constantemente como as células epiteliais e outras nunca se dividem,
como os neurdnios. Acreditava-se que as neoplasias se originavam por conta de influéncias
ambientais, como radia¢ao, que causavam o crescimento desordenado de células mutadas, e
que o mesmo nao tinha interagdo com o ciclo celular natural, porém posteriormente

demonstrou-se que a desregulagdo do ciclo celular provocava o descontrole da proliferacao
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celular, caracterizando assim o fenotipo maligno das neoplasias (INCA, 2011b; WILLIAMS;
STOEBER, 2012).

Os tumores malignos apresentam algumas caracteristicas bem descritas, como
instabilidade genética, ineficiéncia do processo de apoptose, produgdo continua de sinais
proliferativos, insensibilidade a fatores supressores do crescimento, potencial replicativo
ilimitado, indu¢do da angiogénese e metdstase, reprogramacao do metabolismo energético,
invisibilidade ao sistema imune e promocao de inflamacdo associada ao tumor (figura 2).
Essa instabilidade genética ¢ um componente chave na origem do tumor uma vez que ela
possibilita a geragdo de diversidade genética que, por sua vez, induz a aquisi¢do das demais

caracteristicas carcinogénicas (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011).

FIGURA 2: Fatores que caracterizam a proliferagdo de células tumorais.

Resisténcia a sinais
anti-proliferativos

Reprogramacaodo
metabolismo energético

Invasao tecidual
e metastase

FONTE: (HANAHAN; WEINBERG, 2011) com modificagdes

Uma das principais caracteristicas patogénicas das células tumorais, ¢ a capacidade de
escapar do processo de morte celular programada ou apoptose, além disso, essa capacidade
ainda fornece protecdo contra o estresse oxidativo e hipdxia a medida que a massa tumoral
cresce (HASSAN et al., 2014). A morte celular programada ¢ definida por morte celular
mediada por um maquinario intracelular. Acreditava-se que a apoptose era a unica forma de

morte celular programada, porém, na ultima década determinaram-se diversos outros tipos de
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morte celular programa, dentre elas a autofagia e a necrose programada ou necroptose (SU et
al., 2015).

No processo de apoptose, mediada por vias bioquimicas e genéticas distintas, que
desempenham um papel critico no desenvolvimento e na homeostase dos tecidos normais. Este
processo contribui para a eliminacdo de células desnecessarias e indesejadas para manter o
equilibrio saudavel entre sobrevivéncia e morte celular. Este processo pode ser dividido em via
extrinseca (através de receptores de morte), e intrinseca ou mitocondrial. Mecanismos de defesa
contra o processo de apoptose € crucial para a sobrevivéncia de células tumorais e € um passo

importe para a tumorigénese e resisténcia a terapia (LI-WEBER, 2013).

2.2 Estratégias terapéuticas do cancer

As células normais tendem a manter o equilibrio (homeostase) através de mecanismos
que possam regular o seu crescimento, sendo este regulado pelo balanco entre proliferagdo,
parada do crescimento ¢ mecanismo de apoptose. No caso de desequilibrios entre estas
caracteristicas pode resultar em hiperplasia ou neoplasia. Os tratamentos para esta doenga visam
retirar o tecido neoplésico e/ou provocar a morte de células neoplésicas. Diversos esfor¢cos vem
sendo realizados com o intuito de desenvolver ou aperfeigoar terapias antineoplasicas, sendo as
formas mais utilizadas atualmente a cirurgia, radioterapia, imunoterapia € quimioterapia
(MILLER et al., 2016).

Infelizmente muitos farmacos antitumorais utilizados ndo possuem especificidade para
tecidos tumorais, provocando assim lesdes em outros tecidos, como ¢ o caso da Doxorrubicina
e da Ciclofosfamida. Estes farmacos sao largamente utilizados para o tratamento de varios tipos
de cancer, induzindo diversos efeitos bioldgicos como apoptose, necrose, autofagia, parada de
ciclo celular, entre outros. Por outro lado, o tratamento com estas drogas também causa varios
efeitos colaterais como vomitos, nauseas, queda de cabelo e disturbios no sistema neuroldgico.
Também pode causar deplecao do sistema imunoldgico, o que pode levar a suscetibilidade a
infecgdes oportunistas, além de toxicidade em o6rgdos como coragdo, figado, rim e cérebro
(CARVALHO et al., 2009; JESWANI; PAUL, 2017; SHEWACH; KUCHTA, 2009).

A ciéncia busca constantemente novas estratégias a fim de combater a carcinogénese ¢
otimizar o tratamento dos pacientes. No entanto, nem sempre os resultados sdo satisfatorios.
Novas estratégias terapéuticas tem sido desenvolvidas a fim de eliminar a massa tumoral,
protegendo as células normais e minimizando o desconforto do paciente, com maior eficacia.

Até o século passado, o cancer era tratado efetivamente através de cirurgias, radioterapia e
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quimioterapia. Estes tratamentos usados em conjunto ou sozinhos, podiam significativamente
gerar impactos no crescimento tumoral e até mesmo promover a cura. Para a maioria dos
tumores solidos, um diagndstico cedo, juntamente com terapias eficientes sao suficientes para
a sobrevivéncia, porém, uma vez que este tumor tenha sofrido metéstase, o tratamento torna-se
um pouco mais complicado. Em muitos casos, mesmo a combinacao de técnicas de tratamento,
ndo conseguiam estender a vida por mais de 2 anos (ZEHNDER; GRAHAM; ANTONISSEN,
2018).

Mesmo causando grandes efeitos colaterais, muitos agentes quimioterapicos ainda sao
utilizados e sdo considerados importantes componentes no tratamento de neoplasias, como ¢ o
caso da Doxorrubicina. Muitos tecidos do corpo sdo suscetiveis aos efeitos da quimioterapia,
principalmente o coracdo e o cérebro. Pelo fato das cé€lulas musculares cardiacas e dos
neurdnios serem considerados células pos-mitoticas, os danos a estas sdo irreversiveis, o que
acaba gerando lesdes cronicas com perda de parte da funcdo, podendo levar a morte

(ABOTALEB et al., 2018).

2.3 Quimioterapicos e seus efeitos colaterais

Uma das principais formas de tratamento do cancer atualmente ¢ a utilizacdo de
quimioterapicos de origem natural ou sintética. A FDA (Food and Drug Administration) tem
aprovado mais de 200 compostos para atividade antitumoral, sendo que, destes, a maioria tem
demonstrado diversos efeitos colaterais. Muitos deles foram indicados como causadores de
estresse oxidativo, incluindo as antraciclinas, ciclofosmamida, cisplatina, busulfan, mitomicina,
fluorouracil, entre outras (CARR; NG; WIGMORE, 2008; CHEN et al., 2007; PRYOR et al.,
2006).

Os quimioterapicos atuais podem ser classificados como, antimetabolitos, agentes
alquilantes, antibidticos citotoxicos, hormonios agonistas e antagonistas, agentes biologicos e
anticorpos monoclonais. Os mecanismos de agdo e efeitos colaterais destes agentes populares,
estdo comumente associados a efeitos sistémicos como cardiovascular, renal e hepatico
(JESWANI; PAUL, 2017).

Os farmacos da classe das antraciclinas, conhecidas por sua caracteristica de pigmentagao
avermelhada, em sua maioria foram extraidas de bactérias do solo ou actinomicetos
(Streptomyces). Dentre elas encontram-se a daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, entre

outros. A doxorrubicina ¢ muito utilizada no tratamento de vérios tipos de cancer, ¢ ¢

frequentemente associada a cardiotoxicidade em apresentagdes agudas, subagudas e cronicas.
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Dentre os efeitos adversos demonstrados, encontram-se taquicardia supraventricular,
miopericardite, cardiomiopatia e até a morte (COCHRAN et al., 2017; FLOYD et al., 2005).

Agentes alquilantes como a ciclofosfamida sao comumente utilizados no tratamento de
complicagdes, tanto malignas quanto nao malignas, como cancer de mama, leucemia, linfoma,
mieloma multiplo, infec¢des fungicas, neuroblastoma, entre outros. Em baixas concentragdes a
ciclofosfamida provoca cardiotoxicidade, com processos arritmicos e alteracdo no
eletrocardiograma. Em altas doses, este farmaco pode causar cardiotoxicidade letal, e falha
congestiva do coragao, além de distirbios gastrointestinais e severa leucopenia, o que pode estar
relacionado com o aumento de infecgdes oportunistas (MONSUEZ et al., 2010; PONTICELLI;
ESCOLI; MORONI, 2018).

A atividade antitumoral destes agentes depende de varios mecanismos interconectados,
como intercalagdo no DNA, impedindo a transcri¢ao de proteinas, produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS), provocando apoptose e necrose (MONSUEZ et al., 2010). Em estudos
sobre os efeitos da ciclofosfamida, autores demonstraram que altas doses deste farmaco causam
deple¢ao de linfocitos T, provocando imunodepressdao, podendo assim abrir portas para
infecc¢des oportunistas (MOTOYOSHI et al., 2006; VEAL et al., 2016).

Outro importante quimioterapico utilizado na pratica clinica ¢ a cisplatina, sendo muito
conhecido por sua aplicacdo em tumores solidos principalmente de carater geniturindrio, cabeca
e pescoco e pulmdes. Porém, a cisplatina tem sido cada vez mais limitada por sua toxicidade
renal e neurotoxicidade acumulativa, além de possiveis mecanismos de resisténcia pelas células
tumorais (STATHOPOULOS, 2013).

O mecanismo de agdo da cisplatina ainda ndo esta totalmente elucidado, porém sabe-se
que este farmaco provoca lesdes no DNA e interage com o mesmo formando outro complexo
que, além de possuir alta citotoxicidade, também possui a capacidade de inibir a sintese de DNA.
O principal efeito colateral da cisplatina descrito em literatura ¢ a nefrotoxicidade, porém este
farmaco também provoca taquicardia supraventricular, bradicardia, isquemia aguda, infarto do
miocardio, também esta associado a toxicidade vascular, hipertensdao e isquemia cerebral
(FLOYD et al., 2005; MOHAMADI YARIJANI et al., 2018; OUN; ROWAN, 2017).

Farmacos conhecidos como antimetabolitos, como o 5-fluorouracil (5-FU), atuam
inibindo processos biossintéticos essenciais ou sendo incorporados ao DNA ou RNA, impedindo
seu funcionamento normal. O 5-FU ¢ muito utilizado no tratamento de varios tipos de cancer,
principalmente colorretal ¢ de mama, além de ser usado em associacdo com outros agentes
quimioterapicos, melhorando o efeito contra o cancer de mama, cabega e pescogo e o colorretal

(CHANDRAN; NATARAJAN; SHAHIMI, 2017).
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Os principais efeitos causados pela utilizagdo do 5-FU, correlaciona-se a cardiotoxicidade,
provocando isquemia, podendo levar a processos de infarto, sendo utilizado sozinho ou em
associagdes. Na terapia do cancer, este farmaco pode provocar mecanismos de apoptose e
necrose geralmente sem muita agressividade, porém a utilizagdo deste, em associacdo com
outros compostos, como o irinotecano, demonstrou alta agressividade (LI et al., 2010).

O Paclitaxel (taxol), foi originalmente extraido da planta Taxus brevifolia, por volta de
1967, e posteriormente passou a ser sintetizado no Instituto Nacional do Cancer (NCI — National
Cancer Institute), sendo considerado atualmente um dos quimioterapicos mais usados e mais
vendidos, com renda de cerca de 1,6 bilhdes de dolares (SOFIAS et al., 2017). Este diterpeno,
reduz a concentragdo de tubulina necessarias para a formacao de microtibulos, provocando
assim a parada do processo de mitose. De maneira geral, este composto provoca arritmias e
bradicardias assintomaticas, porém o taxol ¢ frequentemente utilizado em combinacdo com
antraciclinas, o que gera cardiotoxicidade muito mais severa (WEAVER, 2014).

Uma outra forma de tratar neoplasias malignas ¢ através de imunossupressores como as
Ciclosporinas, utilizados principalmente em casos de pacientes transplantados. Este farmaco foi
descoberto por volta da década de 70, e tornou-se um dos principais compostos utilizados para
promover a sobrevivéncia de pacientes transplantados, principalmente em tratamento contra
leucemias. Atua a nivel celular, inibindo a proliferacdo de linfocitos T através da inibi¢do de
TGEFB, e pela inibigdo da calcineurina provocando alteragdes intracelulares como producdo de
citocinas, inibigdo do processo de transcricdo (BARBARINO et al., 2013; BUXERAUD;
FAURE, 2017).

A talidomida foi inicialmente descrita como um sedativo ndo barbitirico com baixa
toxicidade, porém foi retirada do mercado por volta da década de 60, por conta dos seus efeitos
teratogénicos. Esta molécula foi utilizada nas ultimas décadas por conta da sua atividade
antineoplasica, através dos seus efeitos imunomodulatorio e antiangiogénico. A talidomida tem
mostrado atividade contra o cancer renal, sarcoma de Kaposi, metaplasia mieloide, sindrome
mielodisplasica, entre outros (NAKAMURA et al., 2013).

O mecanismo de agdo da talidomida tem sido extensivamente estudado por mais de 50
anos, e mais de 30 proposigdes ja foram fundadas. Dentre as suposi¢des de mecanismos de acao,
acredita-se que a talidomida pode agir das seguintes formas: 1) atuando na replicagdo e
transcricdo do DNA, 2) sintese e / ou fungao dos fatores de crescimento, 3) sintese ¢ / ou funcao
das integrinas, 4) inibicdo da angiogénese, 5) condrogénese e 6) provocando morte ou lesao

celular MENZINGER; LAFFITTE, 2015; RUIZ-MORI et al., 2018; ZHOU et al., 2013).
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Tendo em vista a importancia clinica da talidomida, ¢ de grande importancia conhecer os
efeitos colaterais gerados por este composto. Além de teratogénica, a talidomida possui certa
nefrotoxicidade, provoca hipertensdo, neuropatia periferal, além de constipacdo, sedacdo e
fadiga, além disso provoca risco de embolia pulmonar e trombose (NAKAMURA et al., 2013).

Em resumo, os tratamentos com quimioterapicos atuais, mesmo sendo eficazes e
provocando a redu¢do tumoral, possuem muitos efeitos adversos que podem deixar sequelas e
até mesmo levar a morte. Dentre os farmacos mais conhecidos, os efeitos colaterais mais
descritos sdo cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e neurotoxicidade, como pode
ser visto na tabela 01. Dessa forma a pesquisa por novas moléculas obtidas de fontes naturais ou
inspiradas nelas sdo de grande importancia para o tratamento farmacologico do cancer, uma vez

que as moléculas utilizadas atualmente ainda nao sdo ideais para o tratamento dessa doenca.

TABELA 1: Efeitos colaterais dos principais quimioterapicos utilizados na atualidade.

Quimioterapico  Mecanismo de a¢ao Efeito colateral Referéncias
Intercalante de DNA, Ecs;rrgis(fteo?:i:?c?;ii\éo’ (CHEN et al., 2007,
Doxorrubicina  inibi¢do da topoisomerase .. ’ FERRANS et al., 1997;
I nefrotoxicidade e GIRI et al., 2004)
neurotoxicidade. ?
(FLOYD et al., 2005;
Leucopenia, GOTTDIENER JS et
Intercalante de DNA, imuno depressﬁo al., 1981; MONSUEZ
Ciclofosfamida impede a sintese proteica, cardio tox?ci da de’ etal., 2010;
1clotos ! provoca a formagao de nefrotoxicidade é MOTOYOSHI et al.,
EROS hepatotoxicidad 2006; MULLINS;
cpatotoxicidade. ANDERSON;
SANTOS, 1975)
Cardiotoxicidade,
isquemia, hipertensdo, .
. e (FLOYD et al., 2005;
Causa 1espes a0 DNA, nefrotox1.01.dade, HARTMANN: LIPP.
Cisplatina _provoca c’1t0tox101dade e neurotox1§1.dade, 2003:
P s Ploxiodade | STATHOPOULOS,
gastrointestinal e 2013)
mielodepressao.
Impede processos (FLOYD et al., 2005;
biossintéticos, liga-se ao Cardiotoxicidade: Lletal., 2010;

5-fluorouracil

DNA e RNA impedindo a
sintese de enzimas

Erros no processo mitotico

isquemias e miocardite.

Defeitos de condugao,

LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003)

Paclitaxel e neuropatia periférica, (WEAVER, 2014)
(inibi¢do) . S
hipersensibilidade.
Neurotoxicidade,
nefrotoxicidade,
Imunossupressdo, inibicao hlingglil:;?; (BARBARINO et al,,
Cldosponnas da calcineurina distarbios 2013; FLOYD etal,
. o 2005)
gastrintestinais,

infec¢des oportunistas
e malignidade.
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Imunomodulagio, inibi¢ao hiNer{r(I)lt(;XICchlzge’ha (NAKAMURA et al.,
Talidomida da angiogénese, morte periensao, embo 2013; ZHOU et al.,
pulmonar e
celular 2013)

teratogenicidade.

2.4 Produtos naturais e Cancer

As moléculas derivadas de fontes naturais, i. e., os produtos naturais, t€m um papel de
grande valor na descoberta de novos medicamentos, desde as primeiras intervencdes
farmacoldgicas realizadas pelo homem. Ao longo dos anos, inimeros farmacos oriundos de
fontes naturais chegaram ao mercado e muitos permanecem em uso na clinica até hoje. Assim,
os produtos naturais continuam a ser explorados, na busca por inovagao e¢/ou aprimoramento
dos tratamentos de diversas doengas (GOUVEIA et al., 2018).

Segundo a revisdo mais recente de Newman (2016), os produtos naturais permanecem
lideres em prover a molécula ou inspirar o desenvolvimento de mais de 60 % de todos os novos
farmacos aprovados para uso na clinica entre os anos de 1981 e 2014. Ao lado do protagonismo
das cléssicas fontes, como as plantas e o solo, os produtos de origem marinha vém conquistando
um papel de destaque na historia mais recente da Farmacologia (NEWMAN, 2016).

Assim, diversas novas moléculas oriundas de plantas, tém sido descobertas para
tratamento de diversos tipos de cancer. (CRAGG; NEWMAN, 2013; GORDALIZA, 2007). Em
estudo realizado por Cragg e Newman (2013), entre os anos de 1981 e 2010, cerca de 130
farmacos foram direcionados ao tratamento do cancer, que variam desde compostos complexos
como paclitaxel e vimblastina até compostos relativamente simples, como a combretastatina-
A4 (HERMAWAN; PUTRI, 2018; SANDERS et al., 2016).

Dentre estes, a vinblastina e a vincristina foram introduzidas pela primeira vez no final
dos anos 1960 e contribuiram para remissdes e curas de leucemia infantil, teratoma testicular,
doenca de Hodgkin e muitos outros tipos de cancer, com tratamento a longo prazo. Varios
analogos estruturais também estdo em uso clinico, € 0os mais notaveis sao vinorelbina e
vindesina. O etoposideo tem seu uso regular para o tratamento efetivo do teratoma testicular e
do cancer de pulmao de pequenas células, enquanto o teniposideo tem eficdcia contra leucemia
linfocitica aguda e neuroblastoma em criangas e contra linfomas nao-Hodgkin e tumores
cerebrais em adultos. Porém, dentre as substancias de origem natural, a mais conhecida, como
citado anteriormente, ¢ o Taxol, extraido da planta Taxus brevifolia, que mostra eficacia contra
o cancer de mama ¢ de ovario refratario, sendo o farmaco anticancer mais vendido (MANN,

2002; SANDERS et al., 2016).
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Além disso, os produtos naturais podem ser obtidos também através de organismos
marinhos, como no caso das algas vermelhas, esponjas e corais moles, que logo mostraram
produzir véarias espécies moleculares Unicas, como terpenos altamente halogenados e
acetogeninas. A mais promissora das substancias extraidas de organismos marinhos, ¢ a
briostatina 1, que ¢ isolada do briozoario Bugula neritina, e tem atividade contra varios tipos
de cancer. Tal como acontece com a maioria dos produtos naturais de origem marinha, enormes
dificuldades estdo associadas a coleta do material (GERWICK; MOORE, 2012).

Estes produtos, podem também ser obtidos a partir de microorganismos, terrestres ou
marinhos. Microorganismos tém sido a principal fonte de agentes antibacterianos, mas também
forneceram alguns dos principais medicamentos para a quimioterapia do cancer. As mais
notaveis sao as bleomicinas (Blenoxane), dactinomicina, mitomicina C e as antraciclinas
daunomicina e doxorrubicina (adriamicina). A grande maioria deles foi introduzida na clinica
antes mesmo de seu mecanismo de acdo ser elucidado. A doxorrubicina, por exemplo ¢ usada
no tratamento de leucemia aguda, sarcomas de partes moles e 6sseos, cancer de pulmao, cancer
de tireoide e linfoma de Hodgkin e ndo-Hodgkin. O acido tiacianico, outra substancia de origem
através de microorganisos, foi isolado de um endofito da arvore ameagada, Torreya taxifolia, e
testado em varias linhagens de células cancerosas e mostrou ser 5 a 10 vezes mais citotoxica
em linhagens celulares sensiveis a proteina quinase C, causando morte celular por apoptose

(DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; KUMAR; ADKI, 2018; MANN, 2002).

2.5 Polissacarideos e suas aplicacoes

Os polissacarideos (PS) naturais sao, reconhecidamente, uma fonte de agentes
modificadores da resposta biologica e atraem consideravel atencdo, sobretudo dos
pesquisadores da area de saude, devido as suas propriedades terapéuticas aliadas a uma baixa
toxicidade (LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Diversos estudos de
caracterizacdo dos efeitos imunomoduladores, antitumorais, antimetastaticos, anticoagulantes
e de relagdo estrutura-atividade tém sido realizados com PS isolados de bactérias, fungos,
plantas, algas e invertebrados marinhos (BAO et al, 2015; DIVVELA; DUPPALA;
KOLAPALLLI, 2016; TZIANABOS, 2000).

Os polissacarideos (PS) consistem em longas cadeias contendo centenas ou milhares de
monossacarideos. Sao componentes em quase todos os seres vivos, exercendo diversas fungdes.
Além disso, possuem numerosas aplicagdes bioldgicas nas mais diversas areas, assim como na

industria quimica e farmacéutica. O alto potencial para explorar estes biopolimeros com suas
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propriedades estruturais fisico-quimicas e funcionais tém estimulado a pesquisa de novos
polissacarideos (PANG; WANG; ZHANG, 2018).

Os polissacarideos naturais sao obtidos de varios organismos como algas, plantas,
microorganismos € animais, como pode ser observado na tabela 2. J& os polissacarideos

semissintéticos sdo produzidos pela modificagdo quimica ou enzimatica das macromoléculas-

mae (ZONG; CAO; WANG, 2012).

TABELA 2: Fontes de polissacarideos naturais utilizados na formulacdo de materiais e tratamentos.

Origem Polissacarideo Fonte
Algas Alginato algas pardas
Agarana algas vermelhas
Carragenana algas vermelhas

Exsudato de planta

Goma arabica
Tragacante
Goma do cajueiro
Goma do angico

Acacia spp.
Astragalus spp.
Anacardium ocidentale
Anadenanthera macrocarpa

Sementes Guar Cyamopis tetragonolobus
Alfarroba Ceratonia siliqua
Tamarindo T. indica
Frutas Pectinas magcas e laranjas
Tubérculo, cereais Amido milho, trigo, batatas
Inulina chicéria, Jerusalem artichokes
Animais Acido hialurénico humor vitreo de bovinos, cristas de
galinaceos
Heparina pulméo de bovinos ¢ intestinos de porcinos
Quitina carapacas de crustaceos
Quitosana carapacas de crustaceos
Fungos Glucanas P. ostreatus, Agaricus blazei
Bactérias Xantanas Xanthomonas ssp
Dextranas Leuconostoc spp
Gelana Sphingmonas elodea

As estruturas dos polissacarideos diferem entre si principalmente pela quantidade de
acucares presentes ou pela presenca de grupamentos sulfato, como ¢ o caso dos polissacarideos
extraidos de algas marinhas. Esta diferenca na estrutura dos polissacarideos pode determinar
suas caracteristicas fisicas e quimicas, e além disso, indicar sua possivel atividade bioldgica. A
goma do cajueiro por exemplo (polissacarideo extraido do exsudato de Anacardium ocidentale
L.), é considerada uma mistura de polissacarideos acidos sendo composta por cerca de 70% de
galactose e de somente 3% de ramnose. J4 a goma extraida do angico (4Anadenanthera

macrocarpa), ¢ composta por cerca de 70% de arabinose e 26% de ramnose, o que de certa
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forma acaba deixando a molécula um pouco mais hidrossoliivel (RIBEIRO et al., 2016; SILVA;
RODRIGUES; PAULA, 1998).

Em contrapartida, a composicdo de monossacarideos do polissacarideo extraido de
Agardhiella ramosissima, demonstrou a presenga de 45% de galactose e cerca de 27% de
glicose, além de outros monossacarideos. Observa-se, portanto, que estes polissacarideos
naturais possuem composi¢des semelhantes, porém em propor¢des diferentes. Ja& os
polissacarideos extraidos de algas marinhas, possuem grupamentos diferentes em sua estrutura,
além dos monossacarideos ja conhecidos. O polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha
Gracilaria birdiae por exemplo, ¢ caracterizado como sendo do tipo agar, e possui em sua
composicao majoritariamente galactopiranose ligada a galactose anidro. Esta caracteristica da
a este polimero uma estrutura mais hidrofobica. Em relacao as proporgdes dos seus compostos,
cerca de 86% sdo carboidratos, 3% proteinas e 8% componentes sulfatados (BATISTA et al.,
2014; SILVA et al., 2012).

Muitos polissacarideos sdo estudados ha muito tempo para diversas aplicagdes, como € o
caso da quitosana, caracterizado como um polissacarideo cationico obtido da desacetilagdo
alcalina da quitina. A quitina ¢ o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, depois da
celulose, sendo o principal constituinte do exoesqueleto de crustaceos e insetos, encontrando-
se também na parede celular de certos fungos. A quitosana ¢ composta por unidade acetiladas
e desacetiladas, unidas por ligacdes glicosidicas. Um conjunto de propriedades, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, propriedades de
absorc¢ao, capacidade de formar membranas, bioadesividade, atividade contra fungos, bactérias
e virus e poder hemostatico, tem contribuido muito para o interesse deste polimero. A aplicagao
mais conhecida da quitosana, e de certa forma a responsavel pela divulgagao comercial deste
polissacarideo, tem sido a sua utilizacdo em produtos dietéticos, mais propriamente como
inibidor da digestdao de gorduras (MOURA, 2012; SHARIATINIA, 2018).

A Carragenana ¢ um termo coletivo para um grupo de polissacarideos sulfatados extraidos
de algas vermelhas marinhas. Esse polimero pode ser encontrado nas espécies Soliera,
Eucheuma, Maristiella e Callophucis. As carragenanas sao classicamente utilizadas como
agentes para a indugdo de inflamagao experimental e dor inflamatoria. Eles também mostraram
varias propriedades farmacéuticas potenciais incluindo atividades antitumorais,
imunomoduladoras, anti-hiperlipidémicas e anticoagulantes. Alguns estudos in vitro sugerem
que as carragenanas também podem ter propriedades antivirais, inibindo a replicacao de herpes

e virus da hepatite A (Al et al., 2018; SUGANYA et al., 2016).
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As carragenanas pertencem a familia dos galactanos sulfatados lineares hidrofilicos. Os
galactanos sulfatados sdo classificados de acordo com a presenga da ponte 3,6-anidro no residuo
de galactona com 4 ligagdes e a posi¢ao e numero de grupos sulfato. A carragenana e suas
fragdes sdo soluveis em agua, sendo insoliveis em solventes organicos, 6leos ou gorduras. No
entanto, sua solubilidade em 4gua depende essencialmente dos niveis de grupos sulfato (muito
hidrofilico) e de seus cations associados (Al et al., 2018; CAMPO et al., 2009).

Ja em relacdo a polissacarideos extraidos de sementes, as galactomananas sao
caracterizadas como polissacarideos neutros extraidos geralmente do endosperma de sementes
de diferentes espécies da familia das leguminosas. O esqueleto polimérico de uma
galactomanana classica apresenta unidades de B-D-manose como cadeia principal, com ligagdes
do tipo éter 1—4. Os grupos laterais sdo constituidos por uma unidade de a-D-galactose, que
se encontra presa a cadeia principal pelas posi¢cdes 1 —6 (CERQUEIRA et al., 2011; ZHOU et
al., 2018).

Hé alguns anos, estudos cientificos realizados por diferentes grupos de pesquisa mostram
que os PS naturais apresentam importante efeito antitumoral (FLORENCIO et al., 2007;
PAIVA, 2003). Além disso, diversas outras aplicacdes biomédicas tem sido descritas, como por
exemplo atividade cicatrizante, como ¢ demonstrado em estudo de Moreira e colaboradores
(2015), através da produgdo de filme a base de polimeros naturais.

Alguns polissacarideos podem apresentar atividades bioldgicas in vitro e in vivo contra
células tumorais, porém a maioria destes s6 apresenta um efeito consideravel em doses
elevadas, como ¢ o caso do polissacarideo sulfatado extraido de Undaria pinnatifida, que
apresentou atividade contra células de cancer de mama (MCF7), inibindo a proliferagdo em
cerca de 50%, porém este efeito so foi observado na concentragdo de 200 pg/mL. Em relagdo a
eficiéncia contra a formacdo de colonias, este polimero também apresentou atividade contra
células de cancer de mama, variando entre 60 e 70%, nas concentragdo de 25, 100, 200 pg/mL
(WU etal., 2018).

Outros polimeros podem apresentar atividade citotoxica através da ativagao do
mecanismo de apoptose por expressao de proteinas apoptoticas como Bax e caspases 3 € 9,
reduzindo niveis de Bcl-2 e Bcl-xL (moléculas antiapoptdticas). Além disso, outros
mecanismos de atividade foram descritos a nivel fisiologico, como aumento TNF-a, IFN-y e
IL-4, diminuicao de IL-6, e o aumento de células imunes, incluindo linfocitos, macrofagos e
células NK (LIU et al., 2018).

Os polissacarideos podem estimular o sistema imune in vitro € in vivo e contribuir

favoravelmente no processo cicatricial, podendo ser utilizados como materiais para tratamento
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biologico. O heteropolissacarideo proveniente do exsudato do Anacardium occidentale L.,
usualmente chamado de goma do cajueiro, vem sendo utilizado em diversas pesquisas e tem
apresentado resultados terapéuticos satisfatorios, potencializando, em estudos preliminares, o
processo de cicatrizagdo de lesdes cutdneas em camundongos (RIBEIRO et al., 2016;
SCHIRATO et al., 20006).

Ainda sobre esta classe de compostos, estudos também demonstram atividade anti-
inflamatéria de alguns polimeros oriundos de plantas. Em pesquisa sobre a atividade do
polissacarideo extraido de Agardhiella ramosissima, observou-se que este € rico em
carragenana e possui atividade anti-nociceptiva e anti-inflamatdria em modelo de peritonite em
ratos (BATISTA et al., 2014).

Polissacarideos estdo presentes também nas estruturas de algas marinhas como dos
géneros Fucus e Sargassum. Estes organismos aquaticos produzem polimeros com estruturas
diferentes dos encontrados em organismos terrestres e, portanto, podem ter atividades
bioldgicas especificas, como as encontradas no Fucoidan. Estudos sobre a atividade antitumoral
deste polimero demonstrou que seu efeito esta relacionado a inibi¢ao da proliferagao celular,
induzindo parada do ciclo celular na fase Go/G1, provocando também morte celular através do
mecanismo de apoptose, regulando moléculas de sinalizagdo de crescimento e inibindo
metastases e angiogénese (SENTHILKUMAR et al., 2013).

Em resumo, como demonstrado anteriormente, hd diversas aplicagdes para os
polissacarideos provenientes tanto de plantas quanto de algas marinhas, como pode ser visto na
figura 3, demonstrando assim a grande importincia de novas pesquisas a cerca destas

substancias.
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Figura 3 : Aplicacdes de polissacarideos naturais
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2.5.1 Goma do cajueiro

A goma do cajueiro (GC) ¢ um polissacarideo extraido de uma fonte de baixo custo e
facilmente disponivel, a arvore Anacardium occidentale, amplamente distribuida no nordeste
do Brasil. O exsudato desta planta pode ser facilmente obtido de forma natural como pode ser
observado na figura 4. Considera-se que a goma contém, em peso, -D-galactose (72-73%), a-
D-glicose (11-14%), a-D-arabinose (4,6-5%), a-D-rhamnose (3,2-4%) e 4cido B-D-glucuronico
(4,7-6,3%). O polissacarideo GC ¢ composto por uma cadeia principal de B-D-galactose 1 — 3
ligada a cadeias laterais de galactose e glicose. Os outros monossacarideos estdo presentes como

unidades terminais (PITOMBEIRA et al., 2015).
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Figura 4 : Exsudato de Anacardium ocidentale L.

FONTE: Disponivel em: http://www.naturezabela.com.br/2011/09/cajueiro-anacardium-occidentale.html

A goma do cajueiro ¢ muito utilizada atualmente em véarios processos biotecnoldgicos,
como por exemplo, agentes de ligacao e suspensdo, materiais formadores de pelicula, inibidores
de cristalizagdo, agentes espessantes, nanoformulagdes, dentre outros (DE PAULA;
RODRIGUES, 1995). E um polissacarideo hidrofilico e ramificado, com uma massa molecular
elevada, porém ainda ha uma falta de compreensdo de suas propriedades fisico-quimicas,
limitando assim a sua utiliza¢ao em alimentos e produtos farmacéuticos (RIBEIRO et al., 2016).

Alguns deles também foram utilizados para a preparacdo de formulagdes farmacéuticas,
devido a sua ndo toxicidade, baixo custo e alta disponibilidade. Estudos revelaram ainda
aplicagdes terapéuticas, como efeito gastroprotetor (CARVALHO et al.,, 2015), anti-
inflamatério (YAMASSAKI et al., 2015), curativo (MOREIRA et al., 2015), dentre outros.

Em estudo sobre a atividade antidiarreica, Araujo e colaboradores (2015), demonstraram
importante atividade deste polissacarideo. Neste estudo, observou-se que este PS possui
atividade antidiarreica em roedores, em suas fases aguda, inflamatoria e secretoria. Tal efeito
provavelmente possa estar ligado a habilidade de inibicao de motilidade gastrointestinal, e
consequentemente prevencgao de acumulacdo de fluido intestinal e redugdo da secrecdo de agua
e cloretos pelo lamem intestinal (ARAUJO et al., 2015).

Da mesma forma, Carvalho e colaboradores (2015), demonstraram que a goma do
cajueiro possui atividade de protecdo gastrointestinal (GI). Tal atividade foi determinada pela

administragcdo em conjunto do polissacarideo e de drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais, que
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naturalmente provocam lesdes gastrointestinais. Para avaliacdo do processo inflamatdrio foram
dosadas enzimas oxidativas, além de testes histologicos e por microscopia. Demonstrou-se
através deste estudo que o mecanismo de protecao GI pode estar relacionado ao aumento do
muco gastrico aderente e a diminuicao da produc¢ao de radicais livres e a peroxidacao lipidica.
Esta atividade pode auxiliar na diminuigdo de alguns efeitos colaterais gerados pelo tratamento
atual do cancer, como nauseas ¢ vomitos.

Foi descrito também atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, na faixa de 20 a 40 mg/mL, onde as bactérias Gram-positivas demonstraram ser mais
susceptiveis a este polissacarideo. Foi possivel observar através de técnicas de microscopia de
forca atdmica, alteracdes morfoldgicas na estrutura das bactérias, possivelmente devido a
interacdo da goma do cajueiro com a parede bacteriana. Sabe-se que a baixa imunidade de
pacientes em tratamento contra o cancer pode provocar o surgimento de infec¢des oportunistas,
o0 que pode levar a sérios problema e até mesmo a morte. A possibilidade de utilizagcdo de um
tratamento que possa ser eficaz tanto para bactérias oportunistas, quanto para células tumorais,
se mostra promissor para futuras terepéuticas (CAMPOS et al., 2012).

Portanto, o estudo das atividades biologicas dos polissacarideos ¢ de grande importancia,
visto que poderia dar origem a uma nova forma de tratamento de doencas, assim como poderia
ser utilizado como coadjuvante em tratamentos contra o cancer. Diante do exposto, este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de um polissacarideo isolado de Anacardium occidentale L.
sobre a proliferacao e a migragao de células tumorais, bem como seu potencial antitumoral in
vivo em modelo animal de melanoma B16F10, por meio da avaliagdo do processo de morte
celular envolvido no processo de inibi¢cdo do crescimento tumoral, da toxicidade e da geragcao

de componentes antioxidantes enzimatico e ndo-enzimaticos.



34

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
e Avaliar o potencial antitumoral de um heteropolissacarideo complexo extraido do

exsudado do cajueiro Anacardium occidentale L. em modelos in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

e Averiguar a atividade citotoxica da goma do cajueiro em células tumorais humanas e
murinas in vitro utilizando o teste do MTT;

e Avaliar a migracao de células tumorais B16F10 in vitro na presenga da goma do
cajueiro;

e Verificar o potencial antitumoral da goma do cajueiro em modelo de melanoma B16F10
utilizando camundongos C57BL/6;

e Analisar os cortes histologicos do tecido tumoral e de O6rgdos extraidos dos
camundongos tratados com a goma do cajueiro;

e Avaliar os parametros hematologicos dos camundongos tratados com a goma do
cajueiro;

e Comparar o perfil de morte celular provocado pela goma do cajueiro, frente ao
tratamento com farmaco padrao, através do FTIR.

¢ Analisar a atividade antioxidante in vivo da goma do cajueiro, através da dosagem de

GSH, MDA e MPO.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Figura S : Desenho experimental da metodologia

Obtengao e
purificacdo da goma
do cajueiro
GOMA PURIFICADA
Experimen Experimen
to in vitro to in vivo
/‘\. l
(v .
A\ Inocu’laqao ~ BI6F-10
. das células
Migragdo Ensaio de
celular citotoxicidade l Tratamento
‘ * C-:Sorofisiologico 0,9%
+ Ciclofosfamida 25 mg/mL
Ensaio do *  Goma 50 mg/mL
MTT: * Goma 100 mg/mL
HCT116, HL6O,
SF295,PC3 € [
& | —
BiEL Eutandsia e
pesagem dos
orgdos
1 L
| == V ‘ v \ ‘ v
l | FTIR do tecido = Estresse oxidativo Avaliagdo  Avaliagdo

‘ tumoral do tecido tumoral

| hematoldgica histopatolégica

|GSH «<——

—> MPO

‘MDA‘é




37

4.2  Obtenciao da Goma do Cajueiro
4.2.1. Isolamento e purificacao do polissacarideo obtido do cajueiro Anacardium occidentale
L.

O processo de isolamento e purificagdo foi realizada seguindo metodologia descrita por
De Paula; Rodrigues (1995).

Para o isolamento, 30 g do exsudado bruto foram dissolvidos em agua Mili-Q, e deixados
sob agitacao durante 24 horas para completa solubilizacao. Para cada 10 g de exsudado utilizou-
se 100 ml de 4gua Mili-Q. Apos a solubilizagdo, 2 g de NaCl, para cada 100 ml de dgua, foram
adicionados a solu¢do em agitacdo. O ajuste de pH para 7 foi realizado com a utilizagdo de
NaOH 0,2 M. Para a precipitacdo o conteudo foi adicionado em um béquer contendo etanol
(300 ml para cada 100 ml de material solubilizado), para a precipitacdo da goma durante o
periodo de 24 h na geladeira, a solu¢do de goma de cajueiro foi colocada aos poucos para a
formag¢ao de um precipitado esbranquig¢ado. O precipitado formado no fundo foi separado do
liquido e lavado 2 vezes com etanol para a remogao de agua.

Para a purificacdo o precipitado formado tem que estar no fundo e € necessario retirar
grande parte ou o maximo que puder de agua presente. Apos o descarte da dgua, foi adicionada
uma pequena quantidade de etanol para a primeira lavagem, o procedimento foi realizado mais
duas ou trés vezes e todo o precipitado foi quebrado.

Logo apos as lavagens, o precipitado foi deixado em descanso para a sua precipitagdo no
fundo do béquer, para a retirada do etanol. O excesso de etanol foi retirado e adicionado uma
pequena quantidade de acetona (entre 30 e 60 ml) para a remogdo do etanol. O precipitado
lavado foi depositado em um almofariz ambientalizado com acetona, logo ap6s o precipitado
foi seco e macerado em fluxo de ar quente frequente, até¢ a obtengcdo da goma com coloragdo

bege claro a branco. O rendimento foi pesado e a goma foi reservada.

4.3  Estudos in vitro
A avaliacao da atividade antitumoral in vivo foi realizada no Nucleo de Pesquisa e

Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara (LOE-UFC), em colaboracdo com o Prof. Dr. Manoel Odorico.
4.3.1. Manuteng¢ao das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar
vertical (VECO, modelo Biosafe 12, classe II) ¢ mantidas em incubadora de CO,a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow).
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As linhagens tumorais utilizadas foram HL-60 (Leucemia promielocitica aguda), HCT-
116 (Carcinoma colorretal), PC-3 (Adenocarcinoma de prostata), BI6F10 (melanoma
metastatico murino) e SF-295 (Glioblastoma). As linhagens foram cultivadas em frascos de
cultura de células (25 cm?, volume de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL) em meio
RPMI1640 (Gibco) ou DMEN (Gibco) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e
1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). A manutencdo foi feita sempre que as células
atingiram uma confluéncia de 80 a 90%. O crescimento das linhagens foi acompanhado

diariamente pelo microscopio de inversdo (ZEISS, modelo Axiovert 40C).

4.3.2. Estudos de citotoxicidade

4.3.2.1. Método do MTT
O ensaio do MTT ¢ um método colorimétrico que tem como objetivo quantificar a

atividade mitocondrial por meio da redugdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
brometo de tetrazélio (MTT), de cor amarela, resultando na formagao de cristais de formazan,
de cor purpura, em cé¢lulas metabolicamente ativas, sendo a quantificacdo realizada por
absorbancia em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

As células em monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades, em
densidade entre 0,7 x 10° ¢ 0,3 x 10° células/mL. As células foram incubadas durante 72 horas
juntamente com a amostra em analise, com concentracao variando de 100 a 3,125 pg/mL. Apos
o periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi
descartado. Cada cavidade recebeu 150 pl da solu¢do de MTT a 10% em meio RPMI 1640 e
foi incubada durante 3 horas em estufa a 37°C com 5% de CO?. Apds esse periodo, as placas
foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, o
precipitado foi ressuspendido em 150 pl de DMSO (dimetilsufoxido) para a quantifica¢do do
sal reduzido (formazan) nas células vivas. As absorbancias foram obtidas com o auxilio do
espectofotometro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX — 880), utilizando o programa

Multimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.) no comprimento de onda de 595 nm.

4.3.2.2 Ensaio de migragdo celular de células de melanoma B16F10 — Would Healing
O ensaio de migragdo celular foi baseado no modelo descrito por Chia e colaboradores

(2010), com adaptacdes. Este teste busca avaliar a capacidade de moléculas testadas em inibir
a migragao de determinadas células através de procedimentos mecanicos.
Para tanto, as células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pogos contendo 1 mL

de meio de cultura suplementado com 10% de SFB, até as mesmas atingirem confluéncia de
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aproximadamente 90%. Foi realizada uma lesdo na monocamada de células utilizando uma
ponteira (p200) pressionada contra o assoalho da placa de cultura, formando uma fenda na
camada de células. A cultura foi lavada trés vezes com PBS para retirada completa dos residuos
celulares da fenda formada. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio suplementado com
apenas 0,25% de SBF a fim de induzir privagdo de nutrientes e inibir a proliferagdo celular. Os
pogos foram fotografados (aumento 50x) a fim de capturar imagens correspondentes ao tempo
zero (To) de cada pocgo.

As células foram entdo tratadas com concentragdes nao citotoxicas da goma do cajueiro
(50 e 100 mg/mL) e o controle negativo recebeu o veiculo utilizado para diluicdo do composto
(H20 miliQ estéril). A migracdo celular foi monitorada apds 3, 6, 12 e 24 horas de incubagao,
até que ocorresse o fechamento do corte induzido pela migragao das células do controle
negativo. As células foram visualizadas em microscopio Optico e fotografadas novamente no

aumento de 50x para fins comparativos (Olympus, Tokyo, Japan).

4.4 Avaliacido da atividade antitumoral in vivo

Todos os estudos foram realizados de acordo com os principios éticos de manipulagao de
animais, obedecendo aos critérios de cuidados no manuseio, habitat, alimentacdo, controle
sanitario e genético, minimizando ao maximo a dor durante as experimentagdes. Para tanto, o
projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal
do Ceara para aprovagao dos procedimentos realizados, sendo aprovado com numero de

protocolo 22/17, como demonstrado no termo em anexo.

4.4.1 Animais

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceara.
Foram utilizados 64 camundongos (Mus musculus, linhagem C57BL/6) fémeas, com idade de
4-5 semanas, pesando aproximadamente 25 g.

Os animais foram acondicionados em gaiolas confeccionadas em polisulfona, medindo
44x31x21 cm, com grade aramada em aco inoxidavel, comedouro e encaixe para bebedouro.
As tampas contém filtros micro isoladores € a sala de experimentacdo possui sistema de
exaustdo. A higienizagdo e desinfeccdo das gaiolas foram realizadas apos cinco dias em
estacdo de troca/cabine de biosseguranga. Os animais foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura (25 + 2°C) com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro e umidade relativa de 60%. Os mesmos tiveram acesso ad libitum a agua potavel da

rede publica, sendo alimentados com ragcdo comercial (Nuvilab®) ad libitum. Os animais foram
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mantidos em cama com maravalha irradiada, sendo aclimatados por sete dias antes do inicio
do experimento.

A manuten¢do e manipulacdo dos animais durante a execucao do projeto, eutanasia e
descarte das carcagas foram realizados em consonidncia com as resolugcdes do Conselho
Nacional de Experimentagdo Animal - CONCEA (CONCEA, 2016). Os procedimentos
adotados no uso de animais foram submetidos a Comissdo de Etica no Uso de Animais —

CEUA da Universidade Federal do Ceara e supervisionado por um médico veterinario.

4.4.2 Avaliacdo do efeito antitumoral do polissacarideo isolado do cajueiro
Anacardium occidentale L. em camundongos transplantados com melanoma murino B16F-10.

A inducdo experimental do tumor foi realizada utilizando células transplantaveis de
melanoma murino (B16F-10), cultivadas primariamente in vitro, e posteriormente transferidas
aos animais. Esta linhagem foi estabelecida por Fidler (1973) oriunda do melanoma de
ocorréncia natural de camundongo C57BL/6. As células foram inoculadas via subcutanea na
regido axilar esquerda de camundongos C57BL/6 fémeas. Os animais foram divididos em
grupos de 8 animais, onde o grupo de tratamento recebeu duas doses distintas do polissacarideo
isolado sendo estas, 50 mg/mL e 100 mg/mL durante 15 dias consecutivos. As doses foram
escolhidas de acordo trabalhos anteriores para experimentos in Vvivo com O mesSmo
polissacarideo como o de Aratjo e colaboradores (2015). Vinte e quatro horas apos o tltimo
dia de tratamento, os animais foram anestesiados com Xilazina (10 mg/kg) e Ketamina (90
mg/kg) e o sangue foi coletado via infraorbital para andlise bioquimica. Os animais foram
eutanasiados por hipovolemia. Os 6rgaos (figado, bago, rins, pulmao) e o tumor foram coletados
por meio de técnicas cirirgicas, foram pesados e armazenados em Formol 10% para posterior
analise histopatologica.

Foi utilizada como via de administragdo a via intraperitoneal para todos os tratamentos.
O polissacarideo foi administrado nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia. A ciclofosfamida foi
utilizada como controle positivo na dose de 25 mg/kg/dia, visto que 0 mesmo provoca redugao
tumoral em cerca de 70%, sendo assim utilizada como farmaco padrdo para o tratamento desta
doenga, e a salina a 0,9% foi utilizada como controle negativo, ja que ndo provoca reducao
tumoral. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados e eutanasiados.

A progressao do crescimento tumoral foi acompanhada por meio da mensuracao do
tamanho do tumor, utilizando paquimetro digital, a partir décimo terceiro dia do experimento,

quando o tumor ja era mensuravel (palpavel) em todos os animais dos grupos, até o décimo
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sexto dia (Gltimo dia de tratamento). Para calcular o volume tumoral (mm3) foi utilizada a
seguinte formula (STEEL, 1977):

Volume do tumor (mm?) = (D x d?)/2

Onde:

D = medida do diametro maior (mm).

d = medida do didmetro menor (mm).

O percentual de inibi¢ao tumoral (IT) foi calculado a partir da férmula:
IT(%) = [(A-B)/A] x 100
Onde: A = média dos pesos dos tumores no grupo controle

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados

Andlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de cada grupo.
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas estatisticas entre os grupos, os dados foram
comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguido por Teste de Tukey’s, com nivel de

significancia de 5% (p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism versao 6.0.

4.4.3 Analise morfologica e histopatologica dos tecidos

A coloragdo por hematoxilina e eosina, ¢ uma técnica que permite avaliar a morfologia
celular, ja que permite diferenciar o citoplasma do nucleo e, consequentemente, a analise de
estruturas celulares. Esta técnica permite analisar alteragdes que possam estar ocorrendo, €
assim permitir sugerir os efeitos toxicos causados pelo composto em teste.

Apbs o periodo de teste e o sacrificio dos animais, o tumor, baco, rins, figado e pulmdes
foram retirados, pesados e fixados em solucdo tampao de formol a 10%. Para a preparagdo das
laminas, os tecidos foram retirados da solug¢dao de formol ¢ seccionados em micrétomo. O
material entdo foi fixado em formol a 10% por 24h, desparafinizado em xilol por 15 minutos,
desidratados em solucgdes crescentes de alcool etilico até 70%, lavadas com dgua destilada e

coradas com hematoxilina e eosina.
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4.4.4 Analise do tecido tumoral por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Esta técnica permite demonstrar o perfil de variagao dos constituintes teciduais a partir
da analise dos espectros de transmissdo em diferentes nimeros de onda. E possivel avaliar
grupamentos especificos que podem indicar alteracdo e/ou indugdo de certos componentes
celulares como proteinas, acidos nucléicos, lipideos, entre outros, permitindo assim identificar
diferencas ou semelhancas entre os tecidos andlises e assim determinar possivelmente o
mecanismo de morte gerado.

Para analise dos tecidos por FTIR, 100 mg de tecido foram desidratados com etanol em
solugdes gradativas de 70, 80, 90 e 100%, por uma hora em cada solucdo. Foi utilizado
espectrometro na regido do infravermelho Shimadzu IR Affinity-1S, na faixa espectral de 4000
a 700 cm™! de resolugdo, com modulo ATR (Atenuated Total Reflectance). Todas as analises

foram feitas com 45 scans, em cristal de seleneto de zinco.

4.4.5 Avaliacdo de estresse oxidativo através de quantificagdo de GSH, MDA e MPO
Para a realizacao da dosagem de componentes antioxidantes, utilizou-se o tecido tumoral

retirado dos animais. Utilizou-se 5 amostras para cada grupo.

4.4.5.1 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida ¢ um antioxidante hidrossoluvel, muito importante nos sistemas
vivos. Estd relacionada com a metabolizacdo de perdxido de hidrogénio e desativagdo de
radicais livres no ambiente tecidual. Condi¢des severas de estresse aumentam 0s nimeros
celulares e extracelulares de GSH, assim, este componente pode ser encontrado na forma
reduzida, apds reagdo com radicais peroxido.

Preparou-se um homogenato do tecido a 10% de EDTA (ex. 100 mg de tecido em ImL
de EDTA 0,02 puM), macerado e ultraturrax. Colocou-se em um eppendorf, 400 pL de
homogenato + 320 puL de H>O destilada + 80 puL de acido TCA 50%. Centrifugou-se a 4°C
(3000 rpm por 15 min). Transferiu-se 400 uL do sobrenadante para um outro eppendorf e
adicionou os seguintes componentes:

v 320 pl de tampao de TRIS 0,4 pH =8,9

4 20 uL de DTNB 0,01 pM (preparado na hora — FOTOSSENSIVEL)

Agitou-se por 3min apds colocar o DTNB e realizou-se a leitura no Espectrofotometro a

412 nm.
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4.4.5.2 Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido ¢ um produto final da peroxidacao lipidica que contribui para a reagao
inflamatoria por ativagao de citocinas pro-inflamatodrias, como TNF-f e IL-8. O processo inicia-
se pela reacdo de um radical livre com um &cido graxo insaturado e resulta na formagao de
hidroperéxidos lipidicos e aldeidos. Este composto € utilizado como parametro para determinar
o aumento de radicais livres no tecido.

Preparou-se um homogenato do tecido a 10% em KCL 0,15 M. Adicionou-se 1,5 mL de
H3PO4a 1% em um tubo de ensaio, com 250 uLL do homogenato e 500 pL de solugdo de acido
Tiobarbiturico 0,6%. Colocou-se os tubos com a mistura em banho Maria a 100° por 45 min.
Resfriou em agua corrente (realizou choque térmico em uma bacia com agua gelada e gelo).
Ap6s o resfriamento, adicionou-se 2 mL de n-butanol. Agitou-se no vortex por 1 minuto,
centrifugou-se a 4000 rpm por 25 min. Retirou-se a fase butanolica (sobrenadante) para a leitura

em 520 e 535 nm.

4.4.5.3 Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase ¢ uma enzima encontrada principalmente em células de defesa como
neutrofilos, eosinodfilos e macrofagos. Os produtos oxidativos gerados pela MPO estdo
relacionados a intimeros processos de danos teciduais. Devido a isso, acredita-se que esta
enzima estd relacionada a patologias de diferentes doengas como aterosclerose, cancer,
esclerose e Alzheimer (JI; PENG; WANG, 2018).

Para quantificacdo desta proteina, pesou-se as amostras (no maximo at¢ 100mg) e
adicionar HTAB na propor¢ao de 1:20 (1mg de tecido para 20 uL de HTAB). Macerou-se as
amostras em ultraturrax. Centrifugou a 4.500 rpm por 20 min a 4° C.

A solugdo de leitura foi preparada da seguinte forma:

v' 27 mL de 4gua destilada

v" 3 mL de tampao fosfato

v' 15 uL de H202a 1%

v" 5 mg de o-dionisidina

Para a leitura das amostras, colocou-se em uma placa de Elisa 10 pL do sobrenadante da

amostra e 200 uL da solucdo de leitura em duplicata ou triplicata e realizar a leitura a 450 nm.
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4.4.5.4 Analise estatistica dos dados
Os dados foram analisados a partir das média e erro padrao da média dos grupos. A analise

da diferencga estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism 6.0, onde utilizou-se

os testes de analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Dunnet.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, objetivou-se avaliar o perfil citotoxico e antitumoral in vitro e in
vivo do heteropolissacarideo isolado do cajueiro (Anacardium ocidentale), para isso iniciou-se
a pesquisa estudando o efeito citotoxico da goma do cajueiro em diversas linhagens celulares
tumorais humanas e murinas através do teste do MTT. Nesse ensaio ndo foi observado efeito
citotoxico em nenhuma das linhagens celulares testadas (HL-60, HCT-116, SF-295, PC-3 e
B16F-10) nos modelos in vitro, em concentragdes de até 100 pg/ml.

Este fato corrobora com dados da literatura que mostram que alguns polissacarideos
acidos obtidos de plantas e algas ndo apresentam atividade citotdxica in vitro. Autores, como
Yang et al., (2013) e Sarika et al., (2015) relataram que a baixa ou a auséncia citotoxicidade de
polissacarideo em células tumorais pode estar relacionada ao tamanho da cadeia de
heteropolissacarideo, que ¢ incapaz de penetrar na membrana celular, além dos grupamentos
presentes nas extremidades do polimero que ndo possuem efeito a nivel celular, ndo tendo assim
atividade tanto em células normais como as cancerosas. Contudo, outro estudo relata o uso de
modificagdes de polissacarideos como carboximetilagdo, quaternizacdo, metilagdo, entre
outros, que podem melhorar efeitos bioldgicos das gomas, como por exemplo efeito
antibacteriano (QUELEMES et al., 2017).

Porém, outros autores sugerem que este efeito citotoxico dos polissacarideos acidos, pode
estar relacionado a atividade mediadora como demonstrado nos dados de Divvela et al, (2016),
referente ao uso dos polissacarideos naturais como via de controle e proliferagao de células
cancerigenas em modelos in vivo. J4 em estudo recente de Wu e colaboradores (2018), um
polissacarideo sulfatados extraido da alga marinha Undaria pinnatifida apresentou efeitos
citotoxicos em células tumorais de mama (MCF-7), gerando morte celular por apoptose além
de inibir a migracao dessas células tumorais, em concentragdes acima de 200 pg/mL. Assim
decidiu-se, portanto, avaliar os efeitos antimigratorios da goma do cajueiro frente as células de
melanoma metastatico B16-F10,

No ensaio de migragdo celular in vitro, ndo foi observado efeito inibitério sobre a
migracao celular da goma do cajueiro na concentracao de 100 pg/ml, ndo sendo assim possivel,
sugerir que este polissacarideo isolado de cajueiro possa interferir na migracao desse tipo
celular (figura 6). Os resultados encontrados contrastam com os dados de Mishima e
colaboradores, (1998), que observaram uma redu¢ao significativa da migracao celular em
modelo in vitro com células metastaticas de melanoma da linhagem B16-BL6, quando

colocadas em contato com polissacarideo sulfatado extraido da alga Spirulina platensi.
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Figura 6 : Ensaio de migragdo para goma do cajueiro (GC) na concentragio de 100 pug/mL. As células do
controle negativo tratadas com o veiculo de dilui¢do (PBS)

Tempo O h Tempo 24 h
Controle
Negativo
100 ug/mL - -

Polissacarideos extraidos de algas marinhas, geralmente possuem em sua estrutura uma
porc¢ao sulfatada, ou seja, um grupamento SO4 em uma das extremidades, o que possivelmente
fornece as caracteristicas de utilizacao bioldgica a esses polimeros, assim como descrito por
Mishima e colaboradores (1998). A goma do cajueiro ndo possui em sua estrutura quimica
nenhum grupamento sulfato, e possivelmente o resultado negativo relacionado a migracao
celular obtido neste teste estd relacionado a esta caracteristica.

Assim como demonstrado em trabalho de Jeff e colaboradores (2016), alguns
polissacarideos naturais podem exibir efeitos anticancer in vivo devido a acdo
imunomodulatéria, através do recrutamento de macrofagos e estresse oxidativo. Alguns desses
efeitos ja foram descritos e podem demonstrar resultados diferentes quando comparado ao
efeito in vitro, ja que, por ter uma estrutura relativamente grande, o polissacarideo muitas vezes
ndo possui a capacidade de entrar na célula, ndo exercendo portanto sua atividade a nivel celular
e sim a nivel fisioldgico, objetivando assim os testes in vivo realizados neste trabalho.

Assim, devido ao suporte da literatura que demostra que alguns polissacarideos naturais
nao apresentam atividade in vitro, mas mesmo assim apresentam atividade in vivo foi decidido
averiguar se a goma do cajueiro apresenta efeitos antitumorais in vivo em camundongos

C57BL/6 transplantados com células de melanoma metastatico B16-F10. Foi observado que os



47

animais tratados com 50 e 100 mg/kg/dia de goma do cajueiro, inibiram cerca de 50% do
crescimento, em relagdo ao grupo Controle negativo. Enquanto que o controle positivo
(ciclofosfamida) reduziu cerca de 75% do crescimento tumoral comparado com o Controle

negativo (Graficos 1A e 1B).

GRAFICO 1: Efeito antitumoral in vivo da goma do cajueiro nas doses de 50 ¢ 100 mg/kg/dia sobre a proliferagio
tumoral de camundongos C57BL6 transplantados com melanoma B16F10. O grupo controle negativo (C-) foi
tratado com soro fisioldgico 0,9% e o grupo controle positivo (C+) foi tratado com ciclofosfamida (25 mg/kg/dia).
(A) Mensuragdo diaria do volume tumoral, utilizando paquimetro digital, a partir do décimo segundo dia de
tratamento até o dia da eutanasia dos animais. (B) Percentual de crescimento tumoral com base no peso do tumor
apos excisdo cirurgica.
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Legenda: (*) p <0,05.

De acordo com o grafico 3, observou-se que a substincia padrdo utilizada para o
tratamento de melanoma causa perda de peso dos animais, fato ndo observado no tratamento
com a goma do cajueiro, onde na maior dose utilizada (100 mg/kg/dia), ndo se observou esta
caracteristica. Essa perda de peso pode indicar uma das principais evidéncias de que o farmaco
em estudo possa estar gerando toxicidade ao animal (efeitos ndo desejados). A perda de peso
ndo foi observada nos animais tratados com a goma do cajueiro, podendo assim indicar possivel

auséncia de toxicidade sistémica.

GRAFICO 2: Curva de peso dos animais durante os 15 dias de tratamento com Goma do cajueiro (CG) nas doses
de 50 e 100 mg/kg/dia. O controle negativo foi administrado Soro Fisiologico 0,9%. Ciclofosfamida (25
mg/kg/dia) foi utilizada como controle positivo.
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O mecanismo utilizado pelo polissacarideo extraido de Anacardium ocidentale L. para
explicar o seu efeito antitumoral, ainda nao foi elucidado. Em relagdo a polissacarideos acidos,
em estudo sobre a atividade antitumoral de polissacarideo extraido de Phellinus linteus, contra
células de melanoma metastatico murino (B16F10), observou-se que este efetivamente inibe
metastases tumorais. Em termos de seu modo de acdo, verifica-se que o polimero ativa fungdes

de macrofagos e inibe a adesdo e a invasdo de células cancerigenas (HAN et al., 2006).

ApOs observar que a ciclofosfamida reduzia o peso dos animais e que a goma do cajueiro
ndo, aliado aos dados da literatura que demonstra que farmacos citotdxicos, como a
ciclofosfamida, geralmente geram potentes efeitos adversos (CARR; NG; WIGMORE, 2008;
VEAL et al., 2016), decidiu-se avaliar a toxicidade dessas moléculas frente aos principais
orgdos metabolicos do organismo. Para isso, realizou-se a pesagem do pulmao, rins, figado e
baco dos animais, para identificar se houve crescimento ou diminuicdo dos 6rgdos podendo
demonstrar possiveis alteragdes morfoldgicas e/ou fisiologicas, como demonstrado no grafico
3.

De acordo com os resultados obtidos na pesagem dos pulmdes dos animais, observou-se
diferenca significativa entre os grupos Ciclofosfamida e Controle negativo. Em relagdo as
possiveis alteragdes nos rins, observou-se no grafico 3 diferenca significativa no grupo controle
positivo (Ciclo — ciclofosfamida, 25 mg/kg/dia), quando em comparagdo com o grupo controle
negativo (C-), onde foi utilizado somente o veiculo de diluicdo das substancias. Os agentes
alquilantes, como a ciclofosfamida pertencente a classe de mostardas nitrogenadas, produzem
efeitos toxicos marcantes por atuarem tanto nas células neoplasicas como nas células normais
em divisdo. (BATIST et al., 2016; FERDINANDI; FERREIRA, 2009).

A ciclofosfamida provoca diminui¢do na celularidade e no peso dos orgaos, além de
funcionar como uma droga supressora do sistema imune, diminuindo a quantidade de linfocitos,
podendo provocar uma série de quadros clinicos como depressdo da medula Ossea, cistite
hemorragica, alteragdes gastrointestinais, infec¢des oportunistas, entre outros (BIN-HAFEEZ
et al., 2001; SELVAKUMAR et al., 2006).

Autores afirmam que a utilizacdo de polissacarideos naturais para atividades biologicas
¢ de grande vantagem, visto que possuem baixissima ou nenhuma toxicidade e que seus efeitos
estdo mais relacionados a imunomodulagdo, como aumento de infiltragdo de células T, células
B e macrofagos no tecido tumoral, prevencao de metastases e equilibrio de Thl e Th2 (células

T modificadas, especializadas no sistema imune adaptativo) (LEUNG et al., 2006)
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Sendo o bago um dos principais 6rgdos relacionados a depoésito de células sanguineas,
além de participar do metabolismo de algumas substancias, ¢ de grande importancia a
observacao de alteragdes morfologicas neste 6rgdo. Nao se observou neste estudo alteracdes
significativas do peso do bago dos animais em nenhum dos grupos, como pode ser observado
no grafico 3.

Em relacdo ao peso do figado, ndo foi observado diferenca significativa entre os grupos
analisados, demonstrando possivelmente que nem o agente alquilante utilizado como controle
e nem o polissacarideo testado, provocaram alteracdes nas células hepaticas, como pode ser

observado no grafico 3.
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GRAFICO 3: Graficos dos pesos dos érgdos de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apés 15 dias

de tratamento com a goma do cajueiro. C- (salina), Ciclo (ciclofosfamida 25 mg/kg).
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De acordo com a analise histopatologica destes 6rgdos, nos grupos tratados com a goma
do cajueiro, ndo foram demonstradas lesdes e alteracdes significativas em relagdo aos controles,
com o figado apresentando estruturas anatomicas normais com presenca de processo
hemorragico no sistema porta, os rins com estrutura glomerular preservada, o baco com
presenca de megacaridcitos e os pulmdes com estrutura alveolar preservada com presenga de
infiltrado hemorragico.

No grupo tratado com ciclofosfamida foram encontrados sinais de toxicidade no rim, no
figado e nos pulmdes, como: focos inflamatorios e hemorragia no sistema porta-hepatico (figura
8), sinais de hemorragia glomerular fraca passivel de reversao (figura 9) e intenso infiltrado
hemorragico nos tecidos alveolares (figura 10). No baco ndo foi encontrado nenhum sinal de
alteracdo em relagdo ao controle negativo (figura 7).

Ja no tumor, em todos os grupos foi encontrado células com caracteristica de intensa
atividade proliferativa e areas de morte celular. O controle negativo (veiculo), apresentou
grande nimero de células, sendo as mais internas com presenga de morte celular com
caracteristicas de apoptose e necrose, relacionadas principalmente a morte celular fisioldgica
por conta do crescimento avangado do microambiente tumoral e hipoxia, ou seja, falta de
oxigénio e nutrientes para as células (figura 11).

O grupo controle positivo (ciclofosfamida), apresentou pouca quantidade de células, com
presenca de inimeros vacuolos e intensa morte celular na superficie do tumor, com a presenga
de varios restos celulares, podendo estar relacionado ao processo de apoptose e necrose. Ja os
grupos tratados com o polissacarideo do cajueiro, também demonstraram uma quantidade
menor de células em relagdo ao controle negativo, porém apresentaram maior nimero de células
em relacdo ao controle positivo, sendo que grande parte se encontrava em processo de morte
celular caracteristico de apoptose, com a presenca de condensagdo de cromatina (figuras 12 e
13).

Estes resultados sugerem que a goma do cajueiro auxilia no processo de morte celular por
apoptose, podendo ou ndo estar relacionado com a presenca de células de defesa no tecido
tumoral. Nao foi possivel diferenciar os tipos celulares neste tecido para evidenciar a presenga

de leucocitos ou macrofagos.
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FIGURA 7: Fotomicrografia do bago de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apds 15 dias de tratamento,
demonstrando tecido morfologicamente normal. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de dilui¢do da substancia, o controle positivo foi tratado com ciclofosfamida
na dose de 25 mg/kg/dia (B), ja os tratamentos foram realizados com goma do cajueiro nas doses de 50 (C) e 100 mg/kg/dia (D) via intraperitoneal. Colora¢do por
hematoxilina/eosina e visualiza¢do por microscopia optica. Aumento = 400x.
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FIGURA 8: Fotomicrografia do figado de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apds 15 dias de tratamento.
O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de dilui¢do da substancia, o controle positivo foi tratado com ciclofosfamida na dose de 25 mg/kg/dia (B), pode-se observar
nesta imagem a presenca de focos hemorragicos no sistema porta-hepatico, ja os tratamentos foram realizados com goma do cajueiro nas doses de 50 (C) e 100 mg/kg/dia (D)
via intraperitoneal. Coloragdo por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 400x.
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FIGURA 9: Fotomicrografia do rim de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados ap6s 15 dias de tratamento.
O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de dilui¢do da substéncia, o controle positivo foi tratado com ciclofosfamida na dose de 25 mg/kg/dia (B), pode-se observar
nesta imagem a presenca de focos hemorragicos no sistema porta-hepatico, ja os tratamentos foram realizados com goma do cajueiro nas doses de 50 (C) e 100 mg/kg/dia (D)
via intraperitoneal. Colora¢do por hematoxilina/eosina e visualizag@o por microscopia optica. Aumento = 400x.




56

FIGURA 10: Fotomicrografia do pulmdo de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apos 15 dias de
tratamento. O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de dilui¢do da substéncia, o controle positivo (B) foi tratado com ciclofosfamida na dose de 25 mg/kg/dia, pode-
se observar nesta imagem a presenca de focos hemorragicos nos alvéolos pulmonares, ja os tratamentos foram realizados com goma do cajueiro nas doses de 50 (C) e 100
mg/kg/dia (D) via intraperitoneal. Colorag@o por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 400x.




57

FIGURA 11: Fotomicrografia do tumor de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados ap6s 15 dias de tratamento.
O controle negativo (A) foi tratado com o veiculo de diluigdo da substancia, o controle positivo foi tratado com ciclofosfamida na dose de 25 mg/kg/dia (B) via intraperitoneal.
Coloragao por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 400x (figuras A, B1, B2 e B3) indicando altera¢cdes morfoldgicas sugestivas de mecanismo
de morte celular. Aumento = 100x (figura B), mostrando visdo ampliada da massa tumoral com altera¢cdes morfologicas presentes.
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FIGURA 12: Fotomicrografia do tumor de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apds 15 dias de tratamento.
O tratamento foi realizado com goma do cajueiro na dose de 50 mg/kg/dia (A) via intraperitoneal. Coloragdo por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia oOptica.
Aumento = 400x.
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FIGURA 13: Fotomicrografia do tumor de camundongos (Mus musculus) transplantados com melanoma metastatico murino (B16F10) e sacrificados apds 15 dias de tratamento.
O tratamento foi realizado com goma do cajueiro na dose de 100 mg/kg/dia (A) via intraperitoneal. Coloracdo por hematoxilina/eosina e visualizagdo por microscopia optica.
Aumento = 400x.
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Dentre as reagdes adversas mais comumente relatadas em pacientes que fazem uso de
quimioterapicos, a toxicidade hematoldgica ¢ a mais importante devido ao fato de que o tecido
hematopoiético apresenta elevada taxa de proliferacao celular. Devido a este efeito, os pacientes
devem ser monitorados constantemente para se determinar a duracdo da mielodepressao e o
tempo de recuperacdo. A leucopenia ¢ a primeira altera¢do importante a ser observada devido
a curta meia vida dos neutrdfilos, sendo esta de 6 a 10 horas. Os agentes alquilantes produzem
efeitos toxicos marcantes por atuarem tanto nas células neoplasicas como nas células normais
em divisao (FERDINANDI; FERREIRA, 2009; JESWANI; PAUL, 2017; PONTICELLI;
ESCOLI; MORONI, 2018).

Como pode ser observado no grafico 5, a utilizagdo do quimioterapico causa leucopenia
severa, a0 mesmo tempo que reduz o crescimento tumoral. Este comportamento pode levar a
outras alteracdes fisiologicas, além do aparecimento de doencas oportunistas. Este fato nao foi
observado no tratamento com o polissacarideo analisado, demonstrando que a diminui¢do do
nivel de leucocitos na dose de 100 mg/kg foi menos expressiva em relagdo ao controle positivo,

ao mesmo tempo em que o mesmo reduziu o crescimento tumoral em até 50%.

GRAFICO 4: Grafico do nivel de leucécitos no sangue apos os 15 dias de tratamento. Os dados estio apresentados
como os valores da média + E.P.M. * p<0,05 comparado com o controle por ANOV A seguido de teste de Tukey’s.

Leucoécitos
15-
©
E 10,27
@ 104 —— 84,68 75,40
et = - *
- o
o= 34,44
5 5 x
£
R |
2
0 T T
Salina Ciclo 50 100
| |
1 1
GOMA DO CAJUEIRO (mg/kg)

Legenda: (*) p <0,05.
Estes dados também podem ser observados no grafico 6, quando realizado em fungao

da quantidade de linfécitos presentes, onde pode-se observar uma diferenga significativa entre
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os grupos Ciclo e C-, confirmando dados anteriores e demonstrando a leucopenia causada pelo

farmaco utilizado.

GRAFICO 5: Grafico do nivel de linfocitos no sangue apés os 15 dias de tratamento. Os dados estio apresentados
como os valores da média + E.P.M. * p<0,05 comparado com o controle por ANOV A seguido de teste de Tukey’s.
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Legenda: (*) p <0,05.

Os polissacarideos protegem o sistema imunoldgico contra toxinas, antibidticos e
venenos ¢ podem interagir diretamente com alguns leucécitos para formar uma barreira de
protecdo fisica (PANG; WANG; ZHANG, 2018; WEINER; LANGILLE; QUINTERO, 1995).
As afinidades entre polissacarideos e superficies celulares assumiram um papel importante na
fungdo protetora dos polissacarideos.

Outros parametros hematologicos foram analisados e estdo demonstrados na tabela 2,
onde ¢ possivel observar que houve diferenca significativa entre os grupos Ciclofosfamida e
controle negativo para os parametros volume corpuscular médio, RDW e ntimero de plaquetas.
Foi possivel observar também, diferenga significativa entre os grupos Goma 50 mg/kg e

Controle negativo para os parametros Hematdcrito e RBC.



TABELA 3: Pardmetros hematologicos apos os 15 dias de tratamento. Os dados estdo apresentados como os

valores da média + DP. * p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido de teste de Tukey’s.

Salina Ciclofosfamida Goma 50 mg/kg Goma 100 mg/kg
Mondcitos 0,18 £0,03 0,28 £ 0,02 0,22 £ 0,07 0,14 +£0,05
Granuldcitos 1,65+0,2 1,33+£0,3 1,27+ 0,3 1,37+ 0,6
RBC 6,91+ 0,4 8,38+0,3 *7,69 + 0,4 6,99 +£ 0,1
Hemoglobina 9,58 +0,4 11,44+ 0,6 10,66 = 0,5 9,98 + 0,1
Hematocrito 31,5+ 1,6 38,71 £2,0 35,75+£1,2 32,62+0,6
Volume
Corpuscular
Meédio 455+0,2 *46 £ 0,6 44,86 + 0,1 46,8 £0,3
Hemoglobina
Corpuscular
Média 13,9+ 0,1 13,62 +£0,2 13,81 £0,1 14,28 £0,1
CHCM 30,4 +£0,3 29,54 £0,6 30,89 £ 0,3 30,52 +£0,2
RDWc 14,5+ 0,1 *14,6 £ 0,3 14,29 £ 0,05 15,24+0,3
Volume total de 6334 +
sangue 399 £24.2 595,2+93,5 4924 + 67,0 71,5
Numero de
plaquetas 0,25 +0,01 0,4 +0,07 0,31 +0,04 0,42 +£ 0,04
Volume
plaquetario
médio 6,35+ 0,11 6,68 0,26 6,37 +0,08 6,72+ 0,16
PDW 33,33+0,4 35,08+ 1,0 34,13+0,4 35,26 £ 0,4

Em estudo sobre a atividade de polissacarideos contra leucopenia induzida por
ciclofosfamida, Yang e colaboradores (2003) demonstraram que estes possuem bioatividade
significativa contra leucopenia induzida por este firmaco em camundongos e que o aumento do
contetudo de grupos carboxila pode resultar no aumento da bioatividade.

Estes dados, demonstram o potencial deste polimero para utilizagdo no tratamento de
patologias que possam causar imunodepressdo, ao mesmo tempo em que pode auxiliar na
atividade e/ou diminuir os efeitos colaterais de farmacos padrao.

A identificagdo da morte celular apoptdtica e necrdtica pode ser importante para a
avaliacdo dos efeitos dos agentes anticancerigenos. A apoptose descreve um tipo de
autodestrui¢do programada, sendo definida por grandes alteragdes morfoldgicas: encolhimento
celular, formagdo de bolhas nas membranas e condensagdo da cromatina. Em contraste, a
necrose refere-se a morfologia observada quando as células morrem de lesdo grave, onde uma
das caracteristicas observadas ¢ o aumento da pressdo osmotica celular e consequentemente
ruptura da membrana celular (HENGARTNER, 2000). Assim, a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) tem sido amplamente aplicada na biologia e
na medicina. O FTIR expandiu o conhecimento acerca da estrutura, conformacao e dindmica

de varios componentes moleculares da célula, com esta técnica € possivel demonstrar estruturas
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relacionadas a lipideos, proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos (DI GIAMBATTISTA et
al., 2011).

A andlise feita pelo FTIR-ATR com os tecidos de Melanoma murino demonstrou
conformidade entre os materiais analisados, como pode ser observada na figura 14. Na regido
entre 2931 e 2846 cm™! pode ser observado o estiramento de C-H, sendo estes demonstrados
como caracteristicos em tecidos tumorais (DOVBESHKO et al., 2000). Estas bandas
demonstraram-se presentes em todos os tecidos analisados, indicando a caracteristica do tecido.

Em 1742 cm’!, assim como em 874 cm™', observou-se estiramento de C=0 referente a
presenga de lipidios, possivelmente relacionado a ruptura da membrana plasmatica (SHETTY
et al., 2006). Este estiramento pode estar relacionado ao processo de morte celular causado pelo
uso do farmaco e por células do sistema imunologico do animal. A ciclofosfamida sendo um
agente alquilante, forma complexos com o DNA das células provocando morte celular por
apoptose e necrose. Na necrose € no final do processo de apoptose, héd ruptura da membrana
celular provocando liberagdo de lipideos no meio extracelular, sendo estes possivelmente
identificados pela espectroscopia de infravermelho.

O estiramento destas mesmas bandas nos grupos tratados com polissacarideo, pode
indicar a presenca do processo de morte celular semelhante ao ocorrido no grupo tratado com
ciclofosfamida, porém em menor quantidade, que pode estar relacionada a menor intensidade

da banda.
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FIGURA 14: Espectro na regido do infravermelho dos grupos tratados (Goma 50 e Goma 100) e controles
(Ciclofosfamida e Salina).
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Na regido de 1149 cm™!, observa-se estiramento simétrico possivelmente relacionados a
grupos fosfatos, principalmente observados na estrutura do DNA e RNA ou aos
oligossacarideos da membrana (DI GIAMBATTISTA et al., 2011; FUJIOKA et al., 2004;
GARCEZ et al., 2003; YOSHIDA et al., 1997). Este resultado pode se relacionar com as
caracteristicas dos processos de morte gerados.

No processo de morte celular por apoptose na via intrinseca, ha a permeabilizagdo da
membrana mitocondrial para liberacdo de proteinas pro-apoptdticas (citocromo c, fator de
inducdo de apoptose, entre outras), reduzindo assim o potencial transmembranico da
mitocondria. A liberagdo do citocromo ¢ provoca a formagao do apoptossomo, este complexo
ativa a cascata de caspases a partir da caspase-9. Ao final deste processo, as caspases efetoras
clivam o DNA causando a morte celular (HENGARTNER, 2000). Isso possivelmente pode
explicar a presenca de banda relacionada a estruturas do DNA nos grupos tratados com
polissacarideo.

Estas caracteristicas dos processos de morte celular, também se relacionam com as bandas
em 722 ¢ 719 cm™!, relacionadas a dobramento de N-H de grupos amida presentes em proteinas,
estando estas possivelmente relacionadas tanto a proteinas de membrana, como presenga de

proteinas pro-apoptoticas (STUART, 2001).
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Assim, as analises realizadas por FTIR-ATR indicaram processos de morte semelhantes
nos tecidos tumorais analisados, concordando com dados obtidos nos cortes histologicos, onde
foi possivel visualizar caracteristicas celulares tipicas de morte programada, além de restos
celulares.

Contudo, sabe-se que o mecanismo de acdo provocado por muitas substincias com efeito
antitumoral, pode estar relacionado a processos de estresse oxidativo e geragdo de radicais
livres, que acabam por provocar lesdes celulares e consequentemente morte, o excesso destes
radicais apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao dos lipidios de membrana e
agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA. O excesso
desses radicais ¢ combatido pelo corpo, por antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004). Devido a isso, ¢
de grande importancia a avaliagdo da quantidade destes compostos antioxidantes, a fim de
determinar possiveis vias de a¢do, além da possibilidade de toxicidade celular.

Em relagdo a liberagdo de componentes antioxidantes a nivel intra e extra celular, avaliou-
se a quantidade dos antioxidantes enzimatico e nao-enzimatico GSH (glutationa reduzida),
MDA (malondialdeido) e MPO (mieloperoxidase). De acordo com os resultados obtidos,
observou-se que houve uma maior liberagdo de MDA como pode ser observado no grafico 8.
Mesmo o dado ndo sendo significativo, observa-se uma tendéncia a significancia quando se

compara os tratamentos com o controle negativo.

GRAFICO 6: Avaliagio dos niveis de malondialdeido (MDA) em tecido tumoral de animais Mus musculus
transplantados com células de melanoma metastatico murino (B16F10), tratados com ciclofosfamida (Ciclo) e
goma do cajueiro.
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Situacdes de estresse oxidativo sdo caracterizados pelo aumento na concentragdo de
radicais livres, os quais podem gerar danos a diferentes niveis de organizagao celular. O MDA
¢ um subproduto da peroxidacao lipidica sendo utilizado como indicador da geragao de radicais
livres na célula (AHMAD et al., 2008; QIAN et al., 2018). A concentracdo deste composto no
tecido, além de ser um marcador da atividade da doenga, também demonstra a presenga de dano
celular.

Quando comparados os niveis de MPO, observou-se que a ciclofosfamida diminuiu
significativamente os niveis desta enzima, ja os grupos tratados com a goma do cajueiro os
niveis se mantiveram estaveis quando comparados com o controle negativo, como pode ser

observado no grafico 8.

GRAFICO 7: Avaliagio dos niveis de mieloperoxidase (MPO) em tecido tumoral de animais Mus musculus
transplantados com células de melanoma metastatico murino (B16F10), tratados com ciclofosfamida (Ciclo) e
goma do cajueiro.
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Legenda: (*) p <0,05.

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada predominantemente nos neutrofilos,
monocitos e alguns subtipos de macrofagos teciduais, liberada principalmente durante a
fagocitose. A MPO pode gerar varios agentes oxidantes que podem ser oxidados gerando
radicais livres, por isso, a superexpressdo desta enzima esta relacionada a danos
macromoleculares e degradacao tecidual (VANHAMME et al., 2018).

Em relacdo aos niveis de GSH, os grupos tratados com a goma do cajueiro ndo

demonstraram alteracdes significativas em relagdo ao grupo controle negativo. J4 o grupo
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tratado com a ciclofosfamida (controle positivo) demonstrou aumento significativo em meio

desta molécula, no modelo analisado.

GRAFICO 8: Avaliagio dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em tecido tumoral de animais Mus musculus
transplantados com células de melanoma metastatico murino (B16F10), tratados com ciclofosfamida (Ciclo) e
goma do cajueiro.
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Legenda: (*) p <0,05.

A glutationa peroxidase (GSH-Px) ¢ um antioxidante enddgeno conhecido
principalmente pelo seu significativo papel na prevencao de danos oxidativos na célula, através
da reducdo de hidroperéxidos. Ao reagir com peroxido de hidrogénio, esta enzima € convertida
em glutationa reduzida (GSH) que ¢ quantificada através da absorbancia. Desta forma, os
agentes antioxidantes enzimaticos, removem cataliticamente radicais e espécies reativas,
protegendo as células e os tecidos do estresse oxidativo (CORSO; ACCO, 2018).

Alteragdes nos niveis de GSH intra ou extracelular podem estar relacionados ao
crescimento e progressao tumoral, assim como indicativo de morte celular. O aumento nos
niveis de GSH podem estar associados com a resposta proliferativa e o crescimento tumoral,
além de poder estar relacionado com lesao tecidual podendo indicar processo de morte celular
(VIVANCOS et al., 2010). Além disso, o GSH pode se ligar a proteinas Bcl-2 para promover
prevencdo ao processo de morte celular programada em alguns modelos tumorais, além de
influenciar na ativagao das caspases (BALLATORI et al., 2005, 2009).

Em contrapartida, a quantificacdo do GSH pode sofrer influéncia com relagdo ao modelo
animal utilizado. Dependendo do tipo de modelo de experimentagdo tumoral em animais, os

niveis desta molécula ndo podem ser identificados ou sofrem variagdes positivas ou negativas.
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Além disso, muitos tratamentos em potencial podem interferir nos niveis de GSH em tumores
solidos, ja que a ativacdo do processo de apoptose pode causar destrui¢ao desta molécula de
maneira ainda ndo elucidada pela literatura (CORSO; ACCO, 2018). Para o modelo em questao,
nao foi observado na literatura descri¢des das alteragdes provocadas nos niveis de GSH,
indicando assim que os resultados obtidos nesta pesquisa podem ser inconclusivos para
demonstrar se o polissacarideo em questdo provoca reducao no estresse oxidativo gerado.

O aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS), seja por alteragdes fisiologicas na
célula ou por exposicdo a carcinogé€nicos quimicos, contribuem para o processo de
carcinogénese possivelmente por efeitos genotoxicos ou por modificacdo da expressdo de
genes. Além disso, neutrofilos, eosinofilos e macréfagos participam como uma fonte endogena
adicional para a formagdo de espécies reativas de oxigénio celular (MOLONEY; COTTER,
2018).

Os antioxidantes em doses adequadas sdo agentes responsaveis pela inibi¢ao e redugdo
das lesdes causadas pelas espécies reativas a biomoléculas, portanto, auxiliam na prevencao e
no tratamento do envelhecimento, de doencas degenerativas, como cancer e aterosclerose. A
superexpressao destas enzimas antioxidantes pode prevenir a morte celular desencadeada pelo
TNF-a, drogas citotdxicas, UV e irradiacdo, porém também pode causar lesdes a tecidos
adjacentes, além disso, pode estar relacionado ao processo de resisténcia a drogas antitumorais
por prevenir os danos a proteinas ou ao DNA, além de estar envolvido no processo de reparacao
do DNA (BALLATORI et al., 2005; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; DROZD et al.,
2016; GAL et al., 2015).

Em revisdo sobre a acdo de polissacarideos no tratamento anticancer, Zong e
colaboradores, (2012) descrevem que numerosos estudos sugeriram que os polissacarideos
podem inibir o crescimento do tumor através dos seguintes mecanismos comuns: (1) a
prevencdo da tumorigénese pelo consumo oral de preparagdes ativas; (2) atividade anticancer
direta, como a indu¢do da apoptose das células tumorais; (3) atividade de imunopotenciagao
em combina¢do com quimioterapia; e (4) a inibi¢do da metastase tumoral.

Polissacarideos naturais podem apresentar atividade in vitro ou in vivo contra células
tumorais, porém esta caracteristica pode estar diretamente ligada ndo s6 a estrutura € o peso
molecular, como também a conformagao destas moléculas. Em estudo sobre o isolamento,
caracterizacdo e atividade anticancer in vitro de galactomana extraida de S. cannabina, o
mesmo demonstrou forte inibicdo de crescimento tumoral nas concentragdes acima de 100
pg/mL, para linhagens de cancer humano (A549 — cancer de pulmao, Hela — cancer cervical,

HepG2 — cancer de figado, e MCF-7 — cancer de mama). Esta atividade foi relacionada com o
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aumento da expressdo de caspase-12, provocando assim, processo de morte celular por apoptose
(ZHOU et al., 2018).

Em estudo recente sobre o efeito antiproliferativo, antimigratorios e apoptdtico do
polissacarideo natural extraido de Undaria pinnatifida, contra células de cancer de mama
(MCF-7), o mesmo apresentou significativa atividade de inibi¢do da proliferagao celular, além
de diminuir a viabilidade celular e a eficiéncia da formagao de coldnias. Além disso, observou-
se também que este polimero induziu a parada do ciclo celular em fase S e G2/M, além de
demonstrar morfologia celular caracteristica de apoptose. Assim, esta molécula mostrou-se
promissora para futuras pesquisas acerca de sua atividade antitumoral (WU et al., 2018).

Alguns tipos de polissacarideos, podem ser ainda denominados de polissacarideos
modificadores de resposta bioldgica (BRM), e possuem diversas atividades a nivel celular ou
fisiologico. As fontes de BRM s3ao muito diversas, podendo em geral, ser originados de
bactérias, fungos, algas marrons e plantas fotossintéticas (LEUNG et al., 2006). A resposta
bioldgica que os BRM podem desencadear ¢ determinada pelo padrdo de expressao e pelos
eventos celulares/moleculares que podem ser desencadeados pelos receptores correspondentes
e proteinas de ligacdo. Muitas células de defesa possuem receptores especificos que os BRM
reconhecem e assim recrutam aquelas células para o sitio de acdo (PEISER;
MUKHOPADHYAY; GORDON, 2002).

O Fucoidan, polissacarideo sulfatado extraido da alga marrom Sargassum thunbergii,
demonstrou atividade antitumoral contra tumores transplantados de Sarcoma 180 e carcinoma
solido de Ehrlich. Este polissacarideo reconhece os receptores SR expressos em macrofagos,
células dendriticas (DCs), células endoteliais e células musculares lisas, promovendo o
recrutamento destas células com atividade citotoxica (ZHUANG et al., 1995).

Além desses, outros receptores expressos por células do sistema imune também sao
reconhecidos por BRM. O receptor de glicano ¢ amplamente expresso em mondcitos,
macrofagos, DC, neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos B e T. O receptor de manose € expresso em
macrofagos, DCs, células endoteliais hepaticas, células do miocardio, células traqueais e
pigmento retinal. E o BRM do tipo manano que se liga ao receptor de manose (LINEHAN et
al., 1999; SHEPHERD; TARNOWSKI; MCLAUGHLIN, 1991)

De forma geral, os polissacarideos oriundos de diversas fontes, podem ter atividade contra
células tumorais a partir da ativacdo e modulagdo do sistema imunolégico, através da ligagao
com receptores especificos. Em resumos esta atividade esta relacionada principalmente com a

ativacdo de macrofagos, linfocitos T e B e células Natural Killers.



70

Visto que a goma do cajueiro possui extremidades ricas em grupos carboxila, a sua
atividade antitumoral pode estar relacionada a presenga destes grupamentos e sua interagdo com
leucocitos, além do possivel recrutamento de macréfagos a ser elucidado. Em pesquisas sobre
a atividade da goma do caju contra sarcoma 180, pesquisadores demonstraram que este
polimero pode ser utilizado para o tratamento deste tipo de cancer além de poder ser utilizado
como adjuvante no tratamento com quimioterapicos (MOTHE; DE SOUZA; CALAZANS,
2008).
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6. PERSPECTIVAS

Visto que o polissacarideo estudado demonstrou efeito antitumoral interessante, além de
nao provocar toxicidade, acredita-se que este polimero possa ser utilizado de forma coadjuvante
no tratamento do cancer.

Assim, espera-se ainda avaliar a forma de atuagdo deste polissacarideo a nivel fisioldgico,
além de estudar sua interagdo com as células do sistema imunologico como macréfagos e
células dendriticas, através de receptores especificos como o receptor de manose. Além disso,
pretende-se determinar seu efeito antitumoral sinérgico e protetivo contra efeitos toxicos,

quando utilizado em conjunto com farmacos antineoplasicos atuais.
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7. CONCLUSAO
A utilizag@o de polissacarideos naturais oriundos de plantas ¢ de grande interesse para
a medicina, visto que essas substancias podem ser encontradas facilmente e em grande
quantidade. Identificou-se com o presente trabalho uma possivel atividade anticancer contra
melanoma murino, frente a utilizag¢@o de polissacarideo extraido de Anacardium ocidentale L.
Observou-se que este polimero ndo causa toxicidade celular a células normais
promovendo ainda a redu¢do tumoral em cerca de 40 a 50%, ndo promovendo reducao de peso
dos animais. Em relacdo aos tecidos tumorais e Orgdos analisados, observou-se que o
polissacarideo analisado ndo provoca toxicidade a tecidos normais como observado no controle
positivo.
Assim, demonstrou-se com este estudo, que o polissacarideo extraido do exsudato de
Anacardium ocidentale (goma do cajueiro), mostra-se promissor para futuras pesquisas acerca
de sua atividade antitumoral, podendo assim, possivelmente, ser utilizado em colaboracdo com

quimioterapicos ja utilizados na atualidade.
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Anexo 1: Certificado de aprovagio do Comité de Etica no uso animal - CEUA

Universidade Federal do Ceara
Comiss3o de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430970 Fortaleza — CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIACAO DO POTENCIAL
ANTITUMORAL E ANTIMETASTATICO DE UM HETEROPOLISSACARIDEO COMPLEXO
EXTRAIDO DO EXSUDADO DE ANACARDIUM OCCIDENTALE L.”, protocolo 22/17, sob
responsabilidade de Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho, que envolve a
producdo, manutengdo e/ou utilizacio, pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de n? 8 de
outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFC) da

Universidade Federal do Ceard, em reunido em 27 de junho de 2017.

Vigéncii do projgto 01/07/2017 a 28/12/2018

Espécie/Linhagem Camundongo Swiss e C57BL/6

4 Swiss e 112 C57BL/6

N2 de Animais

feso Swiss—18a20g/C57BL/6-19a22¢g
‘Sexo Fémea
‘Origem Biotério Central da UFC e Biotério do Nucleo de

Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos

Fortaleza, 29 de junho de 2017

N, Hoct B
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