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RESUMO

O cancer caracteriza-se como um problema de satde publica, sendo uma das principais causas
de morbidade e mortalidade no mundo. Diante disso, torna-se importante a producéo de novas
formas terapéuticas, as quais possuem eficacia na regressdo tumoral, juntamente, com a
reducdo de tocixidade. Os produtos naturais estdo cada vez mais sendo utilizados no
tratamento anticancer, isso tem motivado as pequisas, direcionando para o desenvolvimento
de medicamentos antineoplasicos a partir de produtos naturais, haja vista as suas propriedades
bioldgicas. Os polissacarideos (PS), de origem natural, sdo bastante estudados, por ser uma
fonte de agentes modificadores da resposta biologica e atraem consideravel atencdo devido as
suas propriedades terapéuticas aliadas a uma baixa toxicidade, em especial, as gomas naturais.
Dentre as espécies de plantas, das quais se podem obter goma, a Catingueira (Cenostigma
pyramidale), possui registros importantes de uso, tanto na cultura popular como na presenca
de atividades biologicas, como antioxidante, antimicrobiana, antinociceptiva, anti-
inflamatoria, gastroprotetora e neuroprotetora. Desse modo, esta pesquisa teve como objetivo
avaliar o potencial da goma da catingueira isolada exsudato de Cenostigma pyramidale
(GCat) sobre a inibi¢do tumoral, bem como os pardmetros toxicolégicos, mediante ensaios in
vitro e in vivo. Inicialmente, foi realizado o teste do MTT em diferentes linhagens celulares
para avaliar a citotoxicidade da GCat in vitro. Posteriormente, buscou-se avaliar o efeito
antitumoral da GCat nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia utilizando células tumorais de Sarcoma
180 transplantadas em camundongos Swiss. Perfil toxicoldgico foi avaliado por meio de
analise do peso relativo dos érgdos e parametros hematologicos. Os resultados demonstraram
que a GCat ndo apresentou efeitos citotoxicos in vitro até a maior concentragéo de 300 pg/mL
nas linhagens testadas. Quanto aos resultados in vivo, o modelo experimental de Sarcoma 180
demonstrou que a GCat inibiu o crescimento tumoral em 11,83% e 26% nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia, respectivamente. Ademais, foi observada uma diferenga significativa somente no
grupo controle positivo, utilizando o 5-Fluouracil (5-FU, 20 mg/kg/dia), com inibigdo tumoral
de 63,19%. Em relacdo ao peso relativo dos 6rgdos, diante dos resultados obtidos, observou-
se auséncia de diferencas estatisticas nos orgaos excisados dos animais tratados com as duas
doses de GCat e com 5-FU. Quanto aos dados hematol6gicos, também ndo foram observadas
divergéncias significativas entre grupos tratados com a GCat, entretanto, observou-se
diferencas significativas na quantidade de leucdcitos totais e de VPM (Volume Plaquetério
Médio) no grupo Controle Positivo (5-FU). Desse modo, foi possivel concluir, a partir do
trabalho realizado, que a GCat demonstrou propriedades antitumorais moderadas sem efeitos
toxicoldgicos significativos. No entanto, mais estudos devem ser realizados a fim de avaliar o
efeito antitumoral e toxicolégico em doses maiores ou investigar o efeito de associagdo da
goma com outros quimioterapicos.

Palavras-chave: Polissacarideo; Antitumoral; Sarcoma 180; Biocompatibilidade.



ABSTRACT

Cancer is characterized as a public health problem, being one of the main causes of morbidity
and mortality in the world. In view of this, it is important to produce new therapeutic forms,
which are effective in tumor regression, together with the reduction of toxicity. Natural
products are increasingly being used in anticancer treatment, this has motivated research,
directing the development of antineoplastic drugs from natural products, given their biological
properties. Polysaccharides (PS), of natural origin, are extensively studied, as they are a
source of biological response modifiers and attract considerable attention due to their
therapeutic properties combined with low toxicity, especially natural gums. Among the plant
species from which gum can be obtained, Catingueira (Cenostigma pyramidale) has important
records of use, both in popular medicine and in the presence of biological activities, such as
antioxidant, antimicrobial, antinociceptive, anti-inflammatory, gastroprotective and
neuroprotective. Thus, this research aimed to evaluate the potential of catingueira gum
isolated from Cenostigma pyramidale exudate (GCat) on tumor inhibition, as well as the
toxicological parameters, through in vitro and in vivo assays. Initially, the MTT test was
performed in different cell lines to assess the in vitro cytotoxicity of GCat. Subsequently, we
attempted to evaluate the antitumor effect of GCat at doses of 50 and 100 mg/kg/day using
Sarcoma 180 tumor cells transplanted into Swiss mice. Toxicological profile was evaluated by
analyzing the relative weight of organs and hematological parameters. The results showed that
GCat did not present cytotoxic effects in vitro at the highest concentration of 300 pg/mL in
the strains tested. As for in vivo results, the experimental model of Sarcoma 180 demonstrated
that GCat inhibited tumor growth by 11.83% and 26% at doses of 50 and 100 mg/kg/day,
respectively. Furthermore, a significant difference was observed only in the positive control
group, using 5-Fluouracil (5-FU, 20 mg/kg/day), with tumor inhibition of 63.19%. Regarding
the relative weight of the organs, given the results obtained, there was no statistical difference
in the excised organs of the animals treated with the two doses of GCat and with 5-FU. As for
hematological data, no significant differences were observed between groups treated with
GCat, however, significant differences were observed in the amount of total leukocytes and
MPV (Mean Platelet Volume) in the Positive Control group (5-FU). Thus, it was possible to
conclude, based on the work carried out, that GCat demonstrated moderate antitumor
properties without significant toxicological effects. However, further studies must be carried
out in order to evaluate the antitumor and toxicological effect at higher doses or to investigate
the association effect of the gum with other chemotherapeutics.

Keywords: Polysaccharide; Antitumor; Sarcoma 180; Biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cancer caracteriza-se como um problema de salde publica. De acordo
com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo. Inimeros fatores estdo envolvidos no surgimento de novos casos,
sendo fatores externos, como substancias quimicas e estilo de vida, e internos, como mutagdes
genéticas e alteracGes hormonais (SAKTHIVEL et al., 2018; INCA, 2023).

Os sarcomas s&o tumores malignos raros, presente em apenas 1% dos tumores, que, na
maioria dos casos, tém origem nas células que formam as partes moles do corpo, como
musculos, gordura, tend@es, ligamentos, vasos sanguineos e nervos periféricos. Além disso, é
um tipo de cancer perigoso e dificil de tratar, havendo mais de 30 subtipos, possuindo
facilidade em metastizar (DRUMOND, 2017; LIMA et al., 2020).

O Sarcoma 180 foi um dos primeiros tumores experimentais de camundongos a ser
transplantado na experimentacéo animal (DRUMOND, 2017). As terapias empregadas contra
a carcinogénese, como a quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e cirurgia ainda
demonstram limitacGes em relacdo a sua utilizagdo no manejo ao cancer, sendo primordial a
busca por novas formas de tratamento (LIMA et al., 2020; LIU et al., 2020). Junto a isso, 0s
ensaios pré-clinicos, com a participagdo de produtos naturais, sdo essenciais para 0

desenvolvimento de novos medicamentos (YANG et al., 2019).

A extracdo de produtos de origem natural é bastante utilizada na producdo industrial
como, por exemplo, na area de cosméticos e na producdo de medicamentos. Diversas
pesquisas demonstram que substancias a base destes produtos, com propriedades
biologicamente ativas, podem atuar sozinhas ou modificadas em processos fisiopatolégicos,
com finalidade preventiva ou curativa de doencas (LEITE et al., 2014; MIRANDA et al.,
2015; BAILAO et al.,2015).

Atualmente, inimeros estudos sao relatados na literatura sobre compostos secundarios
de origem natural que exercem efeitos anti-inflamatério (AZAB et al., 2016), antibacteriano
(VIEIRA et al., 2018), antiftingico (FERRAO et al., 2020), antiparasitario (BADIRZADEH et
al., 2020), anticancer (BARROS et al., 2020), dentre outros. Diante disso, & demonstrada a
importancia da pesquisa biotecnoldgica para o desenvolvimento de terapias que visem uma

eficacia cada vez melhor frente a inimeras patologias (ARAUJO et al., 2019).
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Dentre estes produtos, os polissacarideos (PS) naturais sdo, reconhecidamente, uma
fonte de agentes modificadores da resposta biolégica e atraem consideravel atencdo,
sobretudo dos pesquisadores da area de salde, devido as suas propriedades terapéuticas
aliadas a uma baixa toxicidade (LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Os PS
tém demonstrado diversas propriedades farmacéuticas como atividades antitumorais,
imunomoduladoras, anti-hiperlipidémicas e anticoagulantes, e a partir deles, os pesquisadores
tém desenvolvido cada vez mais, novos materias a base de gomas naturais e modificadas,

potencializando assim os seus efeitos biologicos (Al et al., 2018).

As gomas naturais sdo polissacarideos obtidos de exsudatos de tronco de arvore,
sementes, algas ou por fermentacdo microbioldgica (VUILLEMIN et al., 2020). As gomas
podem ser caracterizadas como moléculas de alto peso molecular com caracteristicas
hidrofilicas ou hidrofébicas, as quais tém propriedades coloidais com capacidade de produzir

géis ao combinar-se com o solvente apropriado (PEREIRA, 2015).

Diante disto, é primordial que novas estratégias terapéuticas sejam exploradas por
pesquisas e desenvolvidas no ambito cientifico, a fim de potencialiazar a eliminacdo da massa
tumoral, como também promover uma terapéutica eficaz, protegendo as células normais e
minimizando o desconforto do paciente. Este ponto tem motivado as pesquisas, incluindo a
busca por novos medicamentos antineoplasicos desenvolvidos a partir de produtos naturais.
Desse modo, a Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G. P. Lewis, popularmente
conhecida como catingueira, ¢ uma planta com registros na cultura popular e com poucos
estudos de suas atividades bioldgicas, o que motivou a busca pela investigacdo de suas
propriedades ainda pouco exploradas, por intermédio da goma desse polissacarideo natural,
onde que na literarura, o potencial antitumoral das gomas de produtos naturais ja demonstrou
dados importantes na atividade anticancer (MATIAS, 2014; FLORA DO BRASIL, 2020;
CNIP, 2020).

Em vista disto, a goma obtida de Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G. P.
Lewis, tornou-se um atrativo e uma possivel via promissora para futuras pesquisas acerca de
sua atividade antitumoral, podendo assim ser utilizada em estudos, para que, possa
potencializar a inibicdo tumoral aliado a baixa toxicidade. Desse modo, no presente estudo,

avaliamos a atividade antitumoral da goma da catingueira em testes in vitro e in vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

De acordo com o INCA (2023), o cancer é considerado uma das principais causas de
morte em todo o mundo (SAKTHIVEL et al., 2018; INCA, 2023). Para o Brasil, a estimativa
para cada ano do triénio 2023-2025 indica que ocorrerdo aproximadamente 704 mil novos
casos de cancer (INCA, 2023). Sendo o cancer de prostata 0 mais incidente em homens e o
cancer de mama em mulheres, ndo considerando o cancer de pele do tipo ndo melanoma
(Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo,
exceto pele ndo melanoma*

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e puimao 18.020 7,5% Colo do ltero 17.010 7,0%
Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, brénquio e pulmdo  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Eséfago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do dtero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10. Fonte: INCA (2023).

Segundo o INCA (2023), o termo Cancer engloba mais de 100 diferentes tipos de
doencas malignas, as quais ttm em comum o crescimento desordenado de células, que podem
invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a distancia. Com a divicdo acelerada, consequentemente,
tais células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, promovendo o desenvolvimento

de tumores, as quais podem espalhar-se para outros locais do corpo.

As celulas normais necessitam de sinais de crescimento e um ciclo celular fortemente
regulado para proliferacdo ocorrer de forma controlada com finalidade de manter a
homeostase, porém, esses mecanismos de regulacdo sdo interrompidos no cancer (FOUAD;
AANEI, 2017, HANAHAN, 2022).

As células neoplasicas apresentam defeitos nos diferentes mecanismos reguladores que
governam a proliferacdo celular. Desse modo, param de obedecer estritamente aos diferentes

mecanismos de controle de divisdo e diferenciacdo celular, adquirem caracteristicas mais
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agressivas e provocam formacdo de tumores em diferentes regides, por intermédio do
processo metastatico (HANAHAN, 2022).

No geral, as neoplasias malignas apresentam diferentes mecanismos moleculares e
chegam a adquirir capacidades de disseminacdo do seu local inicial. No estado maligno, as
células tumorais podem potencialmente se desprender da massa tumoral primaria e migrar em
diregdo a vasos, eventualmente invadindo o endotélio e entrando na circulagdo sanguinea.
Depois disso, as células tumorais podem circular por todo o corpo e migrar dos vasos
sanguineos para Orgdos distantes, onde podem formar outro tumor. Esse processo € conhecido
como metastase e uma vez que o cancer tenha metastizado, torna-se mais dificil o tratamento
(SAKTHIVEL et al., 2018).

Dessa forma, as metéstases sdo responsaveis por aproximadamente 90% da
mortalidade geral entre os pacientes com tumores solidos. A cascata metastatica das celulas
cancerigenas do local original para 6rgdos distantes compreende varios estagios distintos,
incluindo invasdo local, intravasamento, sobrevivéncia circulatoria, extravasamento e
recolonizacdo ectépica. Os tumores ndo apenas selecionam preferencialmente os locais de
propensdo para metastases, mas exibem duragdo de dorméncia variavel no curso temporario
(CHEN et al., 2015).

Hanahan (2022) descreve muito bem as marcas registradas do céncer e essas estdo
representadas na figura 2. Essas marcas compreendem diferentes capacidades bioldgicas
adquiridas durante o desenvolvimento tumoral. As varias etapas complexas incluem:
instabilidade genética, ineficiéncia do processo de apoptose, producdo continua de sinais
proliferativos, insensibilidade a fatores supressores do crescimento, potencial replicativo
ilimitado, indugdo da angiogénese e metastase, reprogramacdo do metabolismo energético,
desbloqueio da plasticidade fenotipica, reproducdo epigenética ndo mutacional, senescéncia,
microbiomas polimérficos, evasdo ao sistema imune e promocado de inflamacéo associada ao

tumor formando o microambiente tumoral.
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Figura 2 - Fatores essenciais que caracterizam a proliferacdo e progressao de células tumorais.
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Apesar dos efeitos adversos significativos, muitos medicamentos quimioterapicos
utilizados na medicina atualmente sdo considerados importantes componentes no tratamento
neoplasias malignas. Modelos experimentais de animais de laboratério sdo utilizados como
ferramenta para elucidar origem, mecanismos moleculares de compostos que atuem de forma
eficiente contra o cancer (ZITVOGEL et al., 2016). Assim, os modelos murinos, através da
inducdo tumoral com células malignas transplantaveis, sdo possiveis reproduzir diferentes
mecanismos que o cancer produz para seu desenvolvimento e progressdo, e avaliar novas
formas de tratamentos (SAKTHIVEL et al., 2018).

2.2 Experimentacao in vivo na pesquisa oncolégica

A experimentacdo animal é essencial na promoc¢do de informacBes sobre fatores
bioldgicos e genéticos do cancer, além de servir no desenvolvimento de novas estratégias de
intervencdo (GHANGHORIA; KESHARWANI; JAIN, 2017). Os camundongos apresentam
vantagens sobre outros modelos de mamiferos em experimentacdo e pesquisa, pois,
constituem em um menor tamanho, com manutencgéo barata e reproduzem-se de forma rapida
(CHEON; ORSULIC, 2011).
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O uso de modelos murinos € utilizado para estudos biolégicos e com frequéncia na
pesquisa do cancer associadas com estudos in vitro. Torna-se frequente devido ao fato de
diferentes linhagens de camundongos apresentarem caracteristicas conhecidas e por
apresentarem similaridades genéticas e fisiolégicas com o organismo humano, assim,
reproduzindo caracteristicas dos estagios dessa neoplasia (CHENG et al., 2018). Nas
pesquisas, as aplicacdes pré-clinicas demonstram diversas vantagens, podendo ser Util na
avaliacdo de fatores ambientais, mapear tumores, identificar genes associados ao cancer,
avaliar novas drogas com atividade anticAncer, bem como avaliar efeitos sistémicos,

toxicologicos e desenvolver analises histopatologicas (CHEON; ORSULIC, 2011).

Desse modo, com base nas vantagens do uso de modelos murinos e a necessidade da
busca no desenvolvimento de novos farmacos na terapia do céncer, torna-se importante a
utilizacdo desses modelos, com o objetivo de contribuir no aprimoramento da terapéutica do

cancer, o qual acomete inimeras pessoas e possui alta taxa de morbimortalidade.

2.3 Aplicacg0es preé-clinicas com Sarcoma 180

Na busca por terapias que possam ser aplicadas no tratamento do cancer, torna-se
importante o uso de células tumorais e ferramentas pré-clinicas como forma de explorar
diferentes processos da carcinogénese (FERREIRA et al., 2015). O Sarcoma 180, conhecido
como tumor de Crocker, € um modelo animal de tumor utilizado em pesquisas para avaliacdo
de drogas anticancer in vivo (PATRIOTA et al., 2021).

O Sarcoma 180 foi um dos primeiros tumores experimentais de camundongos a ser
transplantado na experimentacdo animal (DRUMOND, 2017). Sao classificadas como
sarcoma, pois, provavelmente se origina de um tecido conjuntivo. Esta linhagem celular pode
ser cultivada in vitro ou por meio de inoculagdo em camundongos, pelo repique in vivo. No
processo de cultivo in vivo, pode ser implantado de duas formas, sendo inoculadas na
cavidade intraperitoneal, se desenvolvem formando um tumor ascitico, ou na regido

subcutanea ou no musculo, formando tumores sélidos (CHENG et al., 2018).

A linhagem celular de Sarcoma 180 € muito utilizada in vitro e in vivo, com o objetivo
de avaliar a atividade antiproliferativa/antitumoral de substancias sobre células tumorais, além
de investigar o mecanismo de acdo de compostos ativos. Assim, 0 uso do modelo Sarcoma

180 torna-se importante, isso devido a grande similaridade com o organismo humano, como
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também por reproduzir respostas sistémicas, como a imunidade, pela modulacdo do sistema
imunolégico (DRUMOND, 2017). Diante disto, o Sarcoma 180 é um modelo experimental
eficaz para a busca por novos produtos farmacologicos, 0s quais possam auxiliar na terapia

anticancer.
2.4 Produtos naturais: Polissacarideos (PS)

A pesquisa direcionada aos PS naturais demonstra o importante potencial
farmacol6gico. Ademais, inimeras aplicagdes biomédicas sdo descritas, como na atividade
cicatrizante através da producdo de filmes a base de polimeros naturais (MOREIRA et al.,
2015). Diversos polissacarideos, atualmente, sdo utilizados em indmeras aplica¢cGes, como
agentes com acdo anti-inflamatéria (AZAB et al., 2016), antibacteriana (VIEIRA et al.,
2018), antifungica (FERRAO et al., 2020), antiparasitaria (BADIRZADEH et al., 2020),
anticancer (FACCHINI et al., 2014; BARROS et al., 2020), dentre outros.

A atividade anti-inflamatéria de PS de plantas tem sido demonstrada presente em
estudos. Como observado no trabalho de Batista e colaboradores (2014), a fragdo de
polissacarideo sulfatado (PLS) extraida de Agardhiella ramosissima, onde o principal
constituinte era a carragenina, mostrou efeitos anti-nociceptivo e anti-inflamatério (BATISTA
et al., 2014). Ademais, os polissacarideos podem concomitantemente demonstrar atividades
bioldgicas in vitro e in vivo em células tumorais. No entanto, alguns apresentam efeito
somente em concentragdes elevadas, como no caso do polissacarideo sulfatado extraido de
Undaria pinnatifida, que apresentou atividade frente as células de cancer de mama (MCF-7)
com valores de Clsg acima de 200 pg/mL (WU et al., 2019).

Os polimeros podem também apresentar atividade citotoxica através da ativacdo do
mecanismo de apoptose por expressdo de proteinas apoptéticas como Bax e caspases 3 e 9,
reduzindo niveis de Bcl-2 e Bcl-xL (moléculas antiapoptoticas), como observado no estudo de
Dou et al. (2017) onde foi avaliado a atividade antitumoral de polissacarideos extraidos de
Senecio scandens Buch, -Ham root em carcinoma hepatocelular, a partir de ensaios in vitro e
in vivo. O tratamento aumentou significativamente as expressoes de Bax, caspase-3 e caspase-
9 em células H22, enquanto a proteina Bcl-2 foi significativamente regulada negativamente.
Além disso, outros mecanismos de atividade foram descritos, como aumento TNF-a, IFN-y ¢
IL-4, diminuicdo de IL-6, e 0 aumento de células imunes, incluindo linfocitos, macrofagos e

células NK, observado no estudo com o polissacarideo Solanum nigrumfracao, no qual exibiu
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um efeito imunomodulador nos camundongos portadores de tumor, elevando o nivel de
citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-4), podendo contribuir para a interrupcdo da morfologia das
células tumorais por necrose e apoptose. O aumento da infiltracdo de células imunes no tumor
solido também foi observado nos camundongos tratados, indicando melhora da resposta
imune do hospedeiro (RAZALI et al., 2016; DOU et al., 2017; LIU et al., 2018).

O termo goma se baseia nas caracteristicas fisicas e na origem dos materiais em
questdo. Inicialmente, as gomas podem ser descritas como exsudatos vegetais solUveis ou
dispersiveis em agua, incluindo os polissacarideos microbianos e as gomas vegetais
qguimicamente modificadas, bem como os polissacarideos de origem animal. A industria de
processamento de alimentos, assim como outras aplicagdes industriais das gomas, aproveita
suas propriedades fisicas, especialmente sua viscosidade e sua estrutura coloidal. Gomas séo

substancias incolores, inodoras, insipidas e ndo toxicas (PEREIRA, 2015).

De acordo com Lica et al. (2018) as gomas sdo polimeros naturais, formados por
unidades de monossacarideos em arranjos lineares ou ramificados, pertencentes a classe dos
carboidratos. S&o substancias translicidas, inodoras, insipidas, ndo toxicas, hidrofilicas,
amorfas, com propriedades coloidais, com fun¢des espessantes (ligacdo com moléculas de
agua), gelificantes (construcdo de rede, envolvendo zonas de ligagdo), emulsificantes,
estabilizantes e aglutinantes. Apresentam também, capacidade de controle de cristalizacao,
inibicdo de sinerese, encapsulacao e formacao de filmes. As gomas exsudadas séo produzidas
pelas células epiteliais de plantas quando o cortex é agredido por injdrias fisicas ou ataque
microbiano. A producgdo do exsudado gomoso ¢ um mecanismo de defesa destas plantas que

crescem em areas semiaridas (ANDRADE et al., 2013).

Além disso, é possivel também citar a utilizacdo da goma do cajueiro como
medicamento natural, sendo realizada ha décadas com base no conhecimento popular em
varias regides do Nordeste brasileiro, onde € utilizada como anti-inflamatoério, agente
cicatrizante de feridas, antidiarreico, gastroprotetor, dentre outros usos. O uso popular da
goma vem estimulando pesquisas cientificas com objetivo de confirmar tais propriedades
atribuidas ao exsudato de cajueiro. Nos estudos evidenciados na literatura, é observado o
potencial antiiflamatorio, antimicrobiano, antitumoral, antioxidadante e gastroprotetora
(QUELEMES et al., 2017; NICOLAU et al., 2019; RIBEIRO et al., 2020. BARROS et al.,
2020).
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De fato, o trabalho de Barros e colaboradores (2020) demonstrou o potencial
antitumoral da goma do cajueiro in vitro e in vivo frente as células de melanoma metastatico
murino B16-F10. De acordo com os resultados, a goma ndo apresentou citotoxicidade in vitro
para a linhagem testada. No entanto, a goma inibiu de forma significativa o crescimento
tumoral em camundongos C57BL/6 com cerca de 36,9% e 43% de reducdo tumoral nas doses
de 50 e 100 mg/kg/dia, respectivamente. Além disso, 0s animais tratados com a goma néo

apresentaram nenhum indicio de toxicidade para 0s 6rgdos ou sistémicos.

Dessa forma, diante dos varios estudos citados, podemos observar que compostos
naturais apresentam uma gama de propriedades farmacoldgicas e representam uma ferramenta
promissora para a descoberta de novos farmacos, 0s quais possam ser implementados como
terapias anticancer. Assim sendo, dentre os diferentes compostos naturais existentes, muitos
exibem um efeito antitumoral, podendo interferir em varias vias envolvidas no cancer como
alvos. Portanto, os polissacarideos tém chamado atencdo devido as suas propriedades
anticancer em diferentes tipos, cientificamente comprovados através de pesquisas in vitro e in
vivo envolvendo inibicdo de crescimento de células tumorais, inducdo de apoptose,

imunoestimulagéo, entre outros mecanismos.
2.5 Propriedades biolédgicas da Cenostigma pyramidale

A Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G. P. Lewis (Figura 3), pertencente a
familia Fabaceae, género Cenostigma Tul. (TROPICOS, 2020), popularmente conhecida
como catingueira, catinga de porco. E uma planta endémica do Brasil, apresentando
ocorréncia nas regides Norte (Amazonas) e Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéo,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe), nos Dominios fitogeograficos da Amazénia e Caatinga
(CNIP, 2020).
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Figura 3 - (A) Arvore Cenostigma pyramidale; (B) Tronco com exsudato.

Fonte: Iagens cedidas por Irisvan da Silva Ribeiro (2022.

A catingueira € uma espécie arbustivo-arbdrea com 4 a 8 m, podendo chegar a 10 m e
didmetro de até 50 cm, quando vegeta nas varzeas Umidas. No Seridd semiérido, se reduz a
arbustos de menos de 2 m e poucos centimetros de didmetro na base, o caule apresenta casca
viva de espessura delgada (MAGALHAES, 2020). Apresenta periodo de floracéo de janeiro a
maio, novembro e dezembro, com flores amarelas. Ja a frutificagdo ocorre entre maio e
outubro conforme banco de dados fenolégicos do Ndcleo de Ecologia e Monitoramento
Ambiental (NEMA) da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF).

Na medicina popular o uso das cascas, folhas e flores s&o utilizados no tratamento de
disenterias, diarreias e infeccbes respiratdrias. O polissacarideo proveniente do exsudato do
Cenostigma pyramidale, conhecido como goma da catingueira, possui pouca utilizacdo em
pesquisas, embora considerada uma planta bastante utilizada nas praticas culturais das
comunidades, principalmente as mais pobres. Na literatura, ha registros das propriedades
farmacologicas, evidenciado nos estudos a sua atividade antioxidante, antimicrobiana,
antinociceptiva, anti-inflamatoria, gastroprotetora e neuroprotetora (MATIAS, 2014; FLORA
DO BRASIL, 2020; CNIP, 2020).

Na importancia cultural e econdémica, devido ao seu rapido crescimento, essa espécie
pode ser utilizada em reflorestamentos de areas degradadas e também em projetos de
paisagismo urbano (SILVA et al., 2012). Pode ser manejada, através da poda, para produzir
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forragem durante a época seca, quando normalmente se encontra sem folhas. As folhas desta
espécie, quando estavam a processo de fenacdo, oferecem uma massa forrageira volumosa e
bastante nutritiva (LOIOLA et al., 2010). No viés ecoldgico é considerada uma importante
fonte de recursos para algumas abelhas que sdo seus principais polinizadores. Outros
visitantes florais também coletam néctar das flores de catingueira como, por exemplo,
borboletas, beija-flores e abelhas sem ferrdo (SILVA et al., 2012).

As plantas medicinais podem auxiliar na resolucdo de inumeros problemas de salde,
principalmente com o uso de fitoterapicos, além de serem produtos para pesquisa e producéao
de fitofarmacos e farmacos (ANDRADE JUNIOR et al., 2018; ANDRADE JUNIOR et al.,
2020). Além disso, os estudos direcionados as plantas medicinais e seus metabolitos oferecem
tratamentos alternativos do controle microbiano e contribuem no manejo de substancias

menos toxicas e eficazes (LIRA et al., 2020).

Na medicina popular, a Catingueira é utilizada no tratamento da asma, gripe, diarreia,
gengivorragia, hemorragias utilizando a raiz, flor, folha e casca para fazer o cha. A flor
também ¢ utilizada como lambedor em problemas respiratorios, tosse. Ja a casca também é
usada para tratar hemorragias (FLORA DO BRASIL, 2020; CNIP, 2020).

Assim, novas estratégias terapéuticas sao necessarias para o desenvolvimento de novos
medicamentos que atuem reduzindo o crescimento tumoral, além de oferecer protecdo sobre
as células normais, minimizando dessa forma o desconforto do paciente. Tal fato motiva a
busca por novos medicamentos antineoplasicos desenvolvidos a partir de produtos naturais
(CARVALHO et al., 2015). Desse modo, a proposta desse projeto € avaliar o potencial da
goma da catingueira sobre a inibigdo tumoral de camundongos Swiss transplantados com

sarcoma 180.

23



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antitumoral in vitro e in vivo e parametros toxicolégicos da goma da
Catingueira (GCat) (Cenostigma pyramidale) em camundongos Swiss transplantados com

células de sarcoma 180.
3.2 Objetivos especificos

e Averiguar a atividade citotoxica da GCat em células tumorais e ndo-tumorias in vitro,
por meio do teste do MTT;

e Verificar o potencial antitumoral da GCat em modelo murino de sarcoma 180;

e Desenvolver analises biométricas (peso corporal e peso dos 6rgdos) dos animais
transplantados com sarcoma 180 e submetidos ao tratamento com a GCat;

e Analisar parametros hematoldgicos dos animais transplantados com Sarcoma 180,

apos tratamento com a GCat.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

A figura 4 representa o desenho experimental da pesquisa ao qual foram

desenvolvidos ensaios in vitro e in vivo. Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade in vitro da

GCat isolada em diferentes linhagens de células tumorais e ndo-tumorais. Posteriormente,

foram realizados ensaios in vivo em camundongos Swiss para avaliar o potencial antitumoral e

parametros toxicoldgicos da GCat.

Figura 4 - Delineamento experimental.
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Fonte: elaborado pelo autor (2023). 5-FU: 5-Fluorouracil.

4.2 Obtencdo da Goma da Catingueira

4.2.1 Obtencéo da goma da Catingueira (Cenostigma pyramidale)
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O exsudato da catingueira foi coletado na cidade de Senador Pompeu, Ceara
(coordenadas -5,5824880, -39,4624960) no ano de 2020 através de incisdes no tronco. A
atividade de acesso ao Sistema Nacional de Gestdo Genético e do Conhecimento Tradicional

(SisGen) foi registrada com numero de cadastro AOOFBD8 (Anexo 1).

A goma obtida foi cedida gentilmente pela Profa. Dra. Regina Célia Monteiro de Paula
do Laboratério de polimeros (LabPol), localizado no Departamento de Quimica Organica e

Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.3 Cultura de células

4.3.1. Manutencao das linhagens celulares in vitro

As linhagens celulares tumorais murinas: melanoma metastatico (B16-F10), carcinoma
de colon (CT26.WT), carcinoma mamario (4T1) e ndo-tumorais: fibroblastos (L929), foram
manuseadas em ambiente estéril de cdmara de fluxo laminar vertical (Pachane, modelo PCR
T4 Eco, classe Il) e mantidas em incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (Thermo
Scientific, modelo 8000 WJ Series).

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 RPMI 1640 (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 através
de microscépio invertido (ZEISS, modelo Axiovert Al).

Para manté-las, o meio de cultura consumido foi retirado e as células foram lavadas
duas vezes com Tampdo Fosfato-Salino (PBS). Posteriormente, foi adicionada solugdo de
tripsina para soltura das células do fundo da garrafa. Apds suspensas, a acdo da tripsina foi
inativada pela adicdo de meio de cultura suplementado com SBF. Por fim, parte das células

foi removida da garrafa e o volume foi preenchido com meio de cultura.
4.3.2 Manutencéo de Sarcoma 180 in vivo

A linhagem celular do Sarcoma 180, utilizada no modelo de progressdo tumoral in
vivo, foi cultivada na regido intraperitoneal de camundongos Swiss (Figura 5). Para a
manutencdo celular in vivo, foi feita a coleta do liquido ascitico do camundongo doador e
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transplantado na regido intraperitoneal de camundongos receptores a cada 10 dias a fim de

garantir a manutencdo do tumor em sua forma ascitica.

Para isso, a cada 10 dias, os animais doadores foram eutanasiados para a retirada do
liquido ascitico contendo as células do Sarcoma 180. Uma aliquota foi corada com uma
solucdo de azul de tripan (0,4%) para contagem das células em camara de Neubauer. Em
seguida, foi realizada uma diluicdo em ringer lactato, com intuito de ajustar a densidade de

células tumorais, para 0s ensaios in vivo.

Figura 5 - Representacdo do aspecto externo de camundongos (Mus musculus) Swiss portadores de Sarcoma 180
na forma ascitica, em regido intraperitoneal, no 10° dia ap6s a inoculacéo de células neoplasicas.

Fonte: Laboratdrio de Cancerologia Experimental — LabCancer (2022).

4.4 Testes in vitro
4.4.1 Ensaio de citotoxicidade: Método do MTT
Principio

O ensaio do MTT é um método colorimétrico que tem como objetivo quantificar a
atividade de células metabolicamente ativas por meio da reducédo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil- brometo de tetrazlio (MTT), de cor amarela, resultando na formacdo de
cristais de formazan, de cor purpura, sendo a quantificacdo realizada por absorbancia em
espectrofotdbmetro (MOSMANN, 1983).
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Procedimento Experimental

As células em monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades,
seguindo as concentracdes de plagueamento de cada linhagem (Talela 1). As células foram
incubadas durante 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,, e posteriormentetratadas em
concentracOes variando de 4,6875 a 300 pg/mL. As placas foram incubadas por um periodo
de 69 horas. Apos o periodo de tratamento, 0 meio retirado e substituido por uma solucéo de
MTT (0,5 mg/mL) e reincubadas por mais 3 horas. O sobrenadante foi entdo desprezado e 0
precipitado ressuspendido em 150 pl de DMSO (dimetilsuféxido) para a solubilizacdo do sal
reduzido (formazan) pelas células viaveis. As absorbancias foram mensuradas a 595 nm em

espectofotometro de placa (Molecular devices, modelo spectramax 190 microplate reader).

Tabela 1 - Concentrag@es de plaqueamento das linhagens celulares utilizadas no teste de citotoxicidade in vitro,
por meio do ensaio do MTT.

Linhagem celular Concentragéo, de Meio de
plagueamento (cél/mL) cultura
Carcinoma de colon murino (CT26.WT) 8x10* RPMI
Fibroblasto ndo tumoral murino (L929) 1x10° DMEM
Melanoma metastatico murino (B16-F10) 5x10* DMEM
Carcinoma mamario murino (4T1) 5x 102 RPMI

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Analise estatistica

A concentracao inibitéria média (Clsg) com os respectivos intervalos de confianca (1C
95%) foi obtida por regresséo ndo linear utilizando o programa GraphPadPrism verséo 8.0.

4.5 Testes in vivo

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, sendo um total de
31 fémeas pesando entre 25 e 30g, com aproximadamente dois meses de idade, provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui,
Campus Petrénio Portela — UFPI. Os animais foram mantidos sob condi¢Ges monitoradas de
temperatura, equivalente a 25 £ °C, e luminosidade em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a
fase clara das 6:00h as 18:00h, com umidade relativa de 60%, sob regime de ingestdo ad

libitum de ragdo comercial tipo Purina® e 4gua durante todos 0s experimentos.
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A manutencdo, manuseio e procedimentos referentes a eutanasia dos animais foram
realizados em conformidade com o disposto na Resolu¢do normativa n® 37, de 12.05.2018,
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA. Os
procedimentos estabelecidos com o uso dos animais foram submetidos e aprovados com o
registro de protocolo N° 754/2022 (Anexo 2) pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal da UFPI.

4.5.2 Avaliacéo do efeito antitumoral da goma da catingueira (GCat) em camundongos

Swiss transplantados com Sarcoma 180

A linhagem celular de Sarcoma 180 foi cultivada inicialmente na forma ascitica na
regido intraperitoneal de camundongos como descrito no item 4.3.2. Para induc¢éo tumoral, foi
feita a coleta do liquido ascitico da cavidade abdominal dos animais. Posteriormente foi feita
uma suspensdo celular com ringer lactato e gentamicina seguido por um processo de
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido
novamente. Esse procedimento foi realizado trés vezes com o objetivo de eliminar as

impurezas.

O pellet resultante foi ressuspendido em meio de cultura RPMI-1640 suplementado
com SFB e antibiotico. Uma aliquota foi retirada, dluida 200 vezes, coradas com Azul de
Triapn (0,4%) e e contadas em camara de Neubauer a fim de determinar a concentracédo de
células. Logo apds, foi realizado o calculo do nimero de células, seguido da inoculagdo na
regido subcutanea axilar esquerda de camundongos Swiss em uma concentracdo final de
6x10° células/0,5mL/animal. Por fim, os animais foram subdivididos randomicamente em

quatro grupos (n=7 ou 8 animais/grupo) como apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Divisdo dos grupos experimentais e quantidade de animais utilizados no modelo de inducdo tumoral
com Sarcoma 180 por via intraperitoneal (IP).

Animais transplantados com células tumorais de Sarcoma 180

Grupos (mg[/)lggfdia) N° de animais
Salina - 8

5-FU 20 7

GCat 50 8

GCat 100 8

Total - 31

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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Apo6s 24 horas da inoculagdo das céulas, os animais de cada grupo foram marcados
com a numeracdo de 1 a 7 ou 8 para que fossem observados, e iniciou-se o tratamento por 10
dias consecutivos com solucdo salina (controle negativo), 5-Fluorouracil (%-FU, 20
mg/kg/dia) e GCat (50 e 100 mg/kg/dia) por via intraperitoneal (Figura 6).
Figura 6 - Design experimental de camundongos que foram transplantados Sarcoma 180 e submetidos ao

tratamento por via intraperitoneal com solucédo salina (controle negativo), 5-FU 20 mg/kg/dia (controle positivo)
e a GCat nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia.

" Céls S180
6x106
0.5 mL/animal
i i i —t i l i i I I | Dias
0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11
‘ Y ] Eutanasia

Tratamento

A

Solu¢do Salina

5-FU: 20 mg/kg/dia

Goma: 50 mg/kg/dia
100 mg/kg/dia

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Ao final do teste, no décimo primeiro dia, os animais foram pesados e anestesiados
para a coleta do sangue via pungédo cardiaca. Posteriormente, os animais foram eutanasiados
com doses letais de anestésicos (300 mg/kg de Ketamina associado a 30 mg/kg de Xilazina).
Por fim, foram retirados os 6rgdos e os tumores, que foram pesados e fixados em formol

tamponado a 10%.

O célculo para avaliar o percentual de inibicdo tumoral foi realizado seguindo a

seguinte férmula abaixo:

PI% = (A-B) x 100
A

Onde,
P1% = Percentual de inibi¢do tumoral;
A = Média dos pesos dos tumores do grupo controle negativo (solucdo salina);

B = Média dos pesos dos tumores de cada grupo tratado.
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4.5.3 Avaliacéo do peso relativo dos 6rgéaos

Apos a coleta e pesagem dos érgdos (bago, figado, rins, pulmdes e coracdo), o indice

de peso relativo foi calculado seguindo a férmula abaixo:

indice de peso relativo = Peso do 6rgdo (g) x 100
Peso do animal ()

4.5.4 Analise dos componentes hematologicos

Para elucidacdo do perfil de toxicidade da goma da catingueira, foram realizadas
anélises dos componentes celulares hematoldgicos (hemograma e leucograma). Como
mencionado anteriormente, no décimo primeiro dia, apds sedacdo, foi realizado a coleta
sanguinea com agulha heparinizada, por meio de puncdo cardiaca. O material biologico

coletado foi adicionado em tubos com anticoagulante EDTA para realizagdo de hemogramas.

Os tubos contendo sangue com EDTA foram destinados a avaliagdo dos parametros
hematoldgicos (eritrograma, leucograma e plaquetograma) utilizou-se um analisador
hematoldgico automatizado (Bc 3000 Plus). A andlise dos componentes celulares
hematologicos foi realizada seguindo o padrdo de leitura proposto pela SBAC (Sociedade
Brasileira de Analises Clinicas), com determinacdo das caracteristicas das hemaécias e

plaquetas, assim como a analise e contagem especifica dos leucdcitos.
Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 8.0. Os dados
foram expressos pela média e o erro padrdo da média por grupo (E.P.M.), a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa para valores de p< 0,05. Os dados foram analisados

comparados por ANOVA seguido do teste de Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do potencial citotoxico da GCat

Inicialmente foi realizada uma triagem in vitro, mediante o teste do MTT com a
finalidade de observar se a GCat apresentaria citotoxicidade frente a linhagens celulares.
Neste ensaio, foram utilizadas células tumorais e ndo-tumorais, sendo B16-F10, CT26.WT,
4T1 e L929.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, a GCat ndo apresentou efeitos
citotoxicos in vitro nas linhagens celulares testadas apds 72 horas de exposicdo, na

concentragdo méaxima de 300 pg/mL.

Tabela 3 - Efeito citotéxico da GCat sob linhagens de células tumorais e ndo-tumorais apds 72 h de incubacéo
por meio do ensaio do MTT.

Linhagem Celular / Clsp (ng/mL)

Tumorais N&o-Tumoral
CT26.WT B16-F10 4T1 L929
GCta
>300 >300 >300 >300

Os valores de Clsq (ug/mL) foram calculados a partir de regressdo ndo linear, utilizando o programa GraphPad
Prism Software versdo 8.0. Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Devido ao suporte que a literatura trds sobre alguns polissacarideos ndo apresentarem
efeitos in vitro, mas somente atividade in vivo, foi decidido prosseguir com os testes e

averiguar o potencial antitumoral da GCat em modelos murinos.

5.2 Avaliacdo da atividade antitumoral da GCat em modelo de Sarcoma 180 em

camundongos Swiss

A GCat foi administrada nos animais via intraperitoneal nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia, durante 10 dias consecutivos. Como controle positivo foi usado 5-FU (20

mg/kg/dia) e solucdo salina como controle negativo.

Foram registradas fotografias diarias dos animais selecionados de cada grupo a partir
do 6° até o 10° dia de tratamento para comparacdo visual do crescimento tumoral. Foram
registradas fotos dos mesmos animais nos dias subsequentes de tratamento, para fins de

avaliacdo da progressao tumoral (Figura 7).
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Figura 7 - Fotografias de camundongos Swiss transplantados com Sarcoma 180 no 6° e 10° dia de tratamento.
Animais do grupo salina (controle negativo), grupo 5-FU 20 mg/kg/dia (controle positivo) e grupos tratados com
a GCat nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia.

Salina 5-FU GCat S0 GCat 100

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Os animais foram pesados a cada trés dias para ajuste da dosagem do 5-FU, GCat 50
e GCat 100 e, ao fim do experimento, foi feita uma pesagem final para comparagcdo com a
pesagem inicial, realizado no primeiro dia e para fins de compara¢do com o peso relativo dos
Orgdos de cada animal para analises. Como podem ser observados na tabela 4, alguns animais
morreram antes da eutanasia, logo, os mesmos ndo foram utilizados para a avaliagdo dos

demais parametros.

Como apresentado na tabela 4, os animais tratados com a GCat nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia inibiram apenas 11,83% e de 26% da massa tumoral, respectivamente, quando
comparados com o controle negativo. O controle positivo, 5-FU (20 mg/kg/dia), inibiu
63,19% de inibicdo tumoral. A figura 8 mostra os aspectos mascroscépico de todos o0s

tumores utilizados para as analises.

Tabela 4 - Efeito inibitorio da goma de catingueira (GCat - 50 e 100 mg/kg/dia) no crescimento de células
tumorais de sarcoma 180 transplantadas em camundongos Swiss.

Dose NUmero de Peso do Taxa de

Grupos . aidiay  eso dosanimais (o) animais  tumor (g) inibicio

33



o _ (inicial/final) tumoral
Inicial Final (%)
Salina - 28,719 32+1,6 8/7 328+0,3 -
5-FU 20 343+2,2 31,7+1,3 7/6 1,21 +0,3* 63,19
GCat 50 26+21 325+1,7 8/6 289+0,2 11,83
GCat 100 27,7+1,3 324+1,2 8/7 242 +0/4 26

Resultados expressos como média + erro padrdo. Salina foi utilizada como controle negativo e 5- Fluorouracil
(5-FU) foi utilizado como controle positivo. *p < 0,05 em comparagcdo com o grupo salina por ANOVA seguida
pelo teste de Tukey.

Figura 8 - Aspectos macroscépicos de tumores de Sarcoma 180 dissecados em animais tratados com GCat (50 e
100 mg/kg/dia) por 10 dias. O controle negativo foi tratado com solug&o salina e o controle positivo com o
quimioterapico 5-FU (20 mg/kg/dia).

GCat
Salma 5 FU 50

1 1) 0
XY

GCat
Salma 5-FU 50 100

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

5.3 Peso relativo dos 6rgdos de camundongos Swiss tratadas com a GCat

Como se sabe, substancias e/ou moléculas toxicas podem refletir em alteragcdes no
peso relativo de d6rgdos que compde o organismo através do aumento ou diminui¢do dos
mesmos. Nesse sentido, apos a dissecacdo dos animais foram coletados cinco érgaos (baco,

figado, rins, coracdo e pulmdes) para avaliar seus pesos relativos.

De acordo com as analises, ndo houve alteracdes significativas nos orgdos excisados
dos animais tratados com as duas doses (50 e 100 mg/kg/dia) da GCat quando comparado

com os valores do grupo controle negativo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Peso relativo de 6rgédos extraidos de animais tratados com Goma da Gatingueira (GCat — 50 e 100
mg/kg/dia) ap6s 10 dias de tratamento. O controle negativo foi tratado com solucéo salina e o controle positivo
com o quimioterapico 5-FU (20 mg/kg/dia).

Peso relativo de 6rgaos

Grupos Dose .
(mg/kg/dia)  Peso do Peso do Peso dos Peso do Peso do
figado (g) baco (g) rins (g) pulméo (g) coracdo (Q)
Salina - 526+0,16 083+0,04 1,32+0,04 0,74+006 044+0,01
5-FU 20 531+0,18 0,82+0,11 136+0,08 0,59+0,03 0,4 £0,02
GCat 50 53+046 0,77+0,07 137+0,12 0,83+0,18 0,4+0,03
GCat 100 573+0,38 0,87+0,07 128+005 065+004 045+0,04

Resultados expressos como média + desvio padréo. *p < 0,05 comparado ao controle negativo (solucgéo salina) e
analisado por ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

5.4. Determinacdo de parametros hematoldgicos em modelo de Sarcoma 180 em

camundongos Swiss

Os animais que foram transplantados com tumor Sarcoma 180 foram pesados no
primeiro e Ultimo dia de tratamento. Apds a eutanasia, foi coletado o sangue dos animais,
sendo que este descreve parametros importantes sobre condicdes fisioldgicas e patoldgicas

nos organismos Vivos, tais como avaliagdes hematoldgicas.

Através do sangue é possivel avaliar varios pardmetros hematoldgicos, tais como,
glébulos vermelhos, hemoglobina, Volume Corpuscular Médio (VPM), Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM),
hematdcrito, glébulos brancos totais e diferenciais, contagem de plaquetas, nUmero e tamanho
de plaquetas (FAILACE, 2015).

Na analise hematoldgica de hemécias, hemoglobina, HCM, CHCM, plaquetas e VCM
ndo houve divergéncias significativas entre os grupos. A tabela 6 mostra os resultados de
hematocritos, a Amplitude de Distribuicdo dos Eritrocitos medido como Desvio Padrdo
(RDW-SD, do inglés Red Cell Distribution Width - standard deviation) e Amplitude de
Distribuicdo dos Gldobulos Vermelhos medido como Coeficiente de Variagdo (RDW-CV do
inglés Red Cell Distribution Width - coefficient of variation) também ndo foram observadas
divergéncias significativas entre grupos, entretanto, a quantidade de leucdcitos totais e de
VPM (Volume Plaquetario Médio) foram observadas diferencas significativas apenas no
grupo Controle Positivo (5-FU), onde causou reducdo consideravel no nimero de leucocitos
totais (Salina: 12,13 + 1,60 células/mm?®; 5-FU: 3,86 + 0,45 célulass/mm?). Acompanhado do
aumento do volume plaquetario do grupo 5-FU, quando comparado aos grupos Salina (Salina:
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6,64 + 0,07 fL; 5-FU: 7,62 + 0,19 fL).

Tabela 6 - Perfil hematoldgico do sangue periférico de animais tratados com Goma da Catingueira (GCat — 50 ¢
100 mg/kg/dia) apos 10 dias de tratamento. O controle negativo foi tratado com solucdo salina e o controle

positivo com o 5-FU (20 mg/kg/dia).

Grupos de animais submetidos aos tratamentos

Parametros salina 5-FU 2(_) GCat SQ GCat 10_0

mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia

Hemacias 6,80 + 0,29 6,38 + 0,40 6,39 + 0,60 6,27 £ 0,32

Hemoglobina (g/dL) 10,70 £ 0,53 9,43 £ 0,56 9,72+ 0,84 9,87 £ 0,55
Hemataocrito (%) 38,88+ 2,28 32,62+2,25 3363+3,19 3481+213
VCM (fL) 56,03 £ 1,57 51,28 + 2,02 52,65+0,50 55,54+2,01
HCM (pg) 15,54 + 0,25 14,80 + 0,20 1525+0,19 15,74 +0,27
CHCM (g/dL) 27,76 £ 0,49 29,05+ 0,82 29,02 + 0,30 28,39+ 0,70
Leuc. Totais (mm3) 12,13+ 1,60 3,86 £ 0,45* 10,15+ 1,34 10,99 £ 1,66
Plaguetas (mm®) 613,3 + 60,74 562,5 + 62,89 564 + 65,67 634,2+52,05

VPM (fL) 6,64 + 0,07 7,62 £0,19* 6,85 + 0,25 7,10 £ 0,21
RDW-SD (%) 39,73+ 2,42 30,70 £ 2,76 32,80 + 1,09 36,56 + 3,89
RDW-CV (%) 21,89+ 1,02 21,23 + 1,56 19,78 £ 0,70 19,93+ 1,17

Valores correspondem a média + E.P.M. *p < 0,05 comparado ao controle negativo (solucdo salina) e analisado
por ANOVA seguido por Teste de Tukey. VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular
Média; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. RDW: Variabilidade do tamanho das
hemdcias; VPM: Volume plaquetario médio. Fonte: elaborado pelo autor (2022).

6 DISCUSSAO

O cancer continua sendo um desafio de saude publica e apresenta uma alta morbidade
e mortalidade em todo o mundo, sendo um dos principais entraves para 0 aumento da
expectativa de vida, apresentando grande necessidade de descobrir novos agentes
anticancerigenos seguros e com boa eficacia. O seu controle atualmente é compreendido
como um continuum de a¢Ges, as quais envolvem desde o inicio, com o controle a exposicdes
aos inumeros fatores de risco, na identificacdo precoce do agravo e por fim nos cuidados
paliativos. Esses dois Ultimos mencionados se reportam ao diagnéstico, tratamento,
seguimento durante o periodo de sobrevivéncia e cuidados de fim de vida para as pessoas que

ndo alcangam a cura ou o controle da doenca (LI et al., 2019; INCA, 2023).

Dentre as pesquisas em inovagdes direcionadas ao tratamento do cancer, os PS
naturais tem amplo espectro de efeitos bioldgicos, como, por exemplo, na atividade

antitumoral, atuando diretamente no metabolismo. O efeito anticancerigeno dos PS tem
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direcionado cada vez mais atencdo dos pesquisadores, em razdo de serem identificados como
adjuvantes seguros e com auséncia de toxicidade no tratamento anticancer (YANG et al.,
2013; PANG et al., 2018). Além disso, seus efeitos podem ser mediados por intermédio da
citotoxicidade direta, a imunoestimulacdo e pelos efeitos sinérgicos baseados no tratamento
combinado com a medicagdo antitumoral convencional (YANG et al., 2013; PANG et al.,
2018; Ll et al., 2019).

A intervecdo com PS pode demonstrar resultado inibitério direto do tumor, partindo,
desse modo, da citotoxicidade direta na interferéncia na indugdo, crescimento e
desenvolvimento do cancer, que faz com que ocorra apoptose celular e parado do ciclo
celular, consequentemente, inibindo a invasdo, adesdo e metastase do tumor (WISBECK et
al., 2017). Isso pode ser evidenciado nos mecanismos, como na regulacdo positiva da relagéo
Bax/Bcl-2, que iniciaria a morte das células tumorais, enquanto 0 aumento das caspases
ocasiona a apoptose, por intermédio de vias intrinsecas e extrinsecas (LIU, et al., 2017). Além
disso, podem invadir células cancerigenas, por meio da parada da progressao do ciclo celular
(LIU et al., 2018), porém ndo afetaria o funcionamento das células ndo-tumorais (LIU, et al.,
2017), diferentemente do que ocorre atualmente com o0s quimioterapicos no tratamento do

cancer.

Os diferentes efeitos antitumorais dos PS podem variar de acordo com a fonte natural
que é investigada. O estudo envolvendo o polissacarideo extraido de Bupleurum chinense
suprimiu de forma acentuada o crescimento do Sarcoma 180 em camundongos (SONG et al.,
2017). Nos animais, o nivel sérico de TNF-a foi identificado elevado, o que sugeriu que os
efeitos antitumorais possam ser ativados pela via de sinalizacdo do NF-kB em macréfagos.
Entretanto, o PS ndo evidenciou citotoxicidade in vitro em células de S-180 (ZHANG et al.,
2005).

Os PS podem regular todo o microambiente tumoral, onde a imunidade do corpo
humano é alvo de importancia (LIU et al., 2016). Os seus efeitos imunoestimulatérios
relacionam-se ao composto utilizado aumentar a funcdo imune do hospedeiro em estudo. Os
indices dos 6rgads relacionado a imunidade estardo aumentados no hospedeiro (XIA et al.,
2016), juntamente com os linfocitos (RAZALI et al., 2016), macréfagos e células NK (SHIN
et al., 2017). Os PS, na terapia antitumoral, tém sido utilizados como modulador imunolégico
na terapia antitumoral, melhorando o efeito terapéutico, como também reduzindo o efeito

toxico do tratamento (LIU et al., 2016). O suporte nutricional com férmula enteral
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constituida pelo o PS obtido de Crassostrea hongkongensis promove beneficios em pacientes
submetidos a quimioterapia com 5-FU (CAl et al., 2016).

Outro quimioterapico bastante utilizado é a Ciclofosfamida (Cy), entretanto esta
frequentemente associado a efeitos colaterais. De acordo com o estudo de (CAl et al., 2016),
os danos da barreira gastrointestinal induzido por Cy podem ser amenizados com 0 usO
do Fucoidan isolado de Acaudina molpadioides. Ademias, os efeitos sinérgicos com outros
quimioterapicos demostraram beneficios no potencial antitumoral quando comparados ao
agente isolado (YANG et al., 2013; PANG et al., 2018).

O Fucoidan é um tipo de polissacarideo amplamente utilizado em pesquisas
anticancer, principalmente por exercer sua acdo na parada do ciclo celular e indugdo de
apoptose (LIN et al., 2020). O seu mecanismo inclui a supressdo da proliferacdo das células
cancerigenas, inibindo a mitose e regulando o ciclo celular (ALEKSEYENKO et al., 2007;
LIN et al., 2020). Outro ponto é a ativacdo dos sinais de apoptose das células cancerigenas,
como na ativagdo das caspases-3, -7, -8, -9, condensacdo da cromatina e clivagem da poli
(ADP-ribose) polimerase (PARP) (KIM et al.,, 2010; LIN et al., 2020). Além disso, 0
Fucoidan pode inibir a formacdo do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF- do
inglés Vascular endothelial growth fator), suprimindo assim a angiogénese, impedindo, 0
suprimento de nutrientes e oxigénio do tumor, consequentemente, reduzindo seu volume e
blogueando a disseminacéo e transferéncia de células cancerigenas (HUANG et al., 2015).
Aliado a isso, também pode ativar o sistema imunoldgico, aumentando a capacidade das
células NK e das células T de promover a morte das células tumorais (ATASHRAZM et al.,
2016; LIN et al., 2020).

Diante do potencial antitumoral dos PS ja descritos na literatura, nosso trabalho
buscou avaliar os efeitos antitumorais da goma da Catingueira (GCat) em ensaios in vitro e in
vivo. A partir dos resultados demonstrados, nos estudos in vitro frente a diferentes linhagens
celulares, a GCat ndo apresentou sobre os efeitos citotoxicos até uma concentragdo méxima
de 300 pg/mL. Tais resultados corroboram com dados publicados por outro tabalho do grupo,
onde Barros e colaboradores (2020), descreveu o efeito antitumoral in vivo da goma do
cajueiro (Anacardium occidentale), um heterolopissacarideo arabinogalactano. No entanto,
nos ensaios de citotoxicidade in vitro, ndo foi observado efeito citotoxico ou antiproliferativo
na concentragdo de 100 pg/mL em diferentes linhagens celulares. Em outro trabalho
desenvolvido pelo nosso grupo, Araujo e colaboradores (2022) avaliaram o potencial

38


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/crassostrea
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fucoidan

antitumoral da Goma do Angico Vermelho (GAV) (Anadenanthera colubrina var. cebil
(Griseb.) Altschul) em células tumorais de colén murino CT26.WT e duas linhagens néo
tumorais de fibroblastos murino L929 e 3T3, também ndo observando alteracdes na
viabilidade nas linhagens testadas (dados ndo publicados). Estudo realizado por Yang e
colaboradores (2013) conclui que a redugdo ou auséncia de citotoxidade dos PS nas células
tumorais avaliadas poder estar atrelado ao tamanho da cadeia e grupos quimicos posicionado
nas extremidades do biopolimeros, desse modo, torna-se dificil a penetracdo na membrama
plasmatica, como também ocasionar danos a nivel celular (YANG et al., 2013; BARROS et
al., 2020).

No ensaio antitumoral in vivo, 0s animais tratados com a GCat nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia inibiram, respectivamente, apenas 11,83% e de 26% da massa tumoral em modelo
murino de Sarcoma 180 utilizando camundongos Swiss, respectivamente, quando comparados
com o controle negativo. Os dados demonstram uma possivel atividade antitumoral dose-
dependente, onde foi observado que com 0 aumento da dose ocorreu concomitante aumento
da inibicdo tumoral. Além disso, foi demosntrado que o controle positivo, 5-FU (20
mg/kg/dia), inibiu 63,19% do tumor. Ademais, torna-se imprescindivel investigar outras
formas para aumentar a inibicdo da CCat, podendo ser utilizagdo o sinergismo com 0S
quimioterapicos. Em vista disso, o efeito sinérgico dos produtos naturais com o0s
quimioterapicos pode demonstrar beneficios no potencial antitumoral, quando comparado ao
agente isolado (SANTOS, 2018). Isso se deve as interagdes farcodinamicas, as quais podem
potencializar o efeito da droga. Além disso, as interacdes farmacocinéticas influeciam na
absorcdo e disposicdo do medicamento, 0 que resulta em alteragdes na concentracdo
plasmatica (SANTOS, 2018).

No estudo in vivo de Santos (2018), investigou a associacdo de Camomila (Matricaria
recutita) e o 5-FU em modelo murino de Sarcoma 180, a partir do estudo foi possivel
observar que a inibi¢do tumoral, com o sinergismo, foi de 66,1% e 87,7% nas doses de 100 e
200 mg/kg/dia, respectivamente, de extrato aquoso da Matricaria recutita (EAMR),
associadas a 25 mg/kg/dia de 5-FU, o aumento da dose sugeriu a potencilizacdo do efeito do
farmaco, com uma diferenca de 21,6% entre as duas doses. Além disso, os dados
demonstraram uma inibicdo tumoral acima do controle positivo, sendo de 68,4%, na dose de
25 mg/kg/dia de 5-FU. Desse modo, a utilizacdo de terapias complementares envolvendo
plantas, tem sido frequentemente utilizada em associagdo com terapéuticas convencionais. O
uso da quimioterapia combinada tem a capacidade de reduzir a toxicidade de drogas, além de
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influenciar na resisténcia aos farmacos (WANG et al., 2013). Segundo Yu et al. (2015), uma
vez que as janelas terapéuticas dos antineoplasicos sdo bem curtas, interacfes sinérgicas
podem promover um avanco nos resultados dos tramentos oncoldgicos ou, até mesmo,

diminuir as dosagens padrdes dos antineoplasicos convencionais.

O estudo de Santos (2018), demonstrou que a maior dose do extrato de camomila (200
mg/kg/dia) associada surtiu maior efeito antitumoral do que a dose menor (100 mg/kg/dia)
associada. Alem disso, a dose maior sozinha apresentou uma pequena inibicdo tumoral em
comparacao a dose menor sozinha, a qual ndo inibiu o tumor. Isso evidenciou que a inibicéo
da dispersdo e proliferacdo de células malignas esta intimamente relacionado a concentracdo
ou dose e tempo (NIKSERESHT et al., 2017).

O modelo murino de Sarcoma 180 em camundongos Swiss € amplamente utilizado na
pesquisa oncoldgica (CHENG; LIU; WANG, 2021; RAMOS et al., 2019; CHENG et al.,
2018). Nos estudos de Araujo (2022), a GAV apresentou inibicdo significativa de 40,8% da
massa tumoral de Sarcoma 180 na dose de 50 mg/kg/dia (dados ndo publicados). Além disso,
no estudo de Barros et al. (2020) a atividade antitumoral da Goma do Cajueiro (GC) foi
investigado in vivo em modelo de melanoma B16-F10, no qual a inibicdo do tumor
significativa, com cerca de 36,9 a 43% de reducdo da massa tumoral, nas doses de 50 e 100
mg/kg, respectivamente, sem apresentar toxicidade para os 6rgdos. A inibi¢do do crescimento
tumoral pela CG decorreu independentemente da Caspase-3, com diminuicdo da expresséo de
vyH,AX. A fosforilacdo da histona H,AX é considerada um marcador de dano ao DNA
(SHARMA et al., 2012). Assim, a GC induziu inibicdo tumoral sem causar toxicidade a
outros drgaos (Barros et al., 2020). Observa-se, desse modo, que 0s polimeros biocompativeis

tém efeito sobre a inibicdo tumoral.

A analise do peso relativo dos 6rgdos extraidos dos animais nao apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao grupo controle negativo, o que é um indicativo de auséncia
de toxicidade aos tecidos normais. Da mesma forma, Aradjo et al., (2020), Barros et al.,
(2020), né&o observaram sinais de toxicidade utilizando a goma do angico e goma do cajueiro,
respectivamente, mostrando ser biocompativeis. Concomitante a isso, corroborando com esta
pesquisa, no estudo in vivo de Ribeiro et al., (2023), recentemente, demonstrou que a Goma
do Limdo (LG) é um polimero biocompativel, em razdo da sua auséncia de toxicidade, o qual
ndo foi perceptivel efeitos toxicos motores, como também n&o ocorreu diferencas estatisticas

no peso dos 6rgaos dos animais testados, mesmo na maior dose (5000 mg/kg), indicando que
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ndo foi capaz de induzir toxicidade, quando comparado ao controle negativo. Desse modo,
tais estudos demonstram que as gomas naturais sao polissacarideos biocompativeis, nédo
toxicos, biodeagradaveis e de baixo custo de obtencdo, obtendo, assim, um potencial para

inimeras aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas.

Foi evidente neste trabalho a auséncia de alteracdo hepatica e renal entre os grupos
estudados. O figado e os rins sdo 6rgdos importantes para a desintoxicacdo do organismo. No
entanto, em casos de intoxicacdo por drogas, ocorre modificacdo dos seus volumes ou massas.
Os rins apresentam elevado fluxo de sangue circulante, com estruturas responsaveis pela
filtracdo, junto a isso, possuem funcdo enddcrina e participa eliminando produtos da
degradacdo. Ocorrem que tais 6rgdos sdo alvos dos efeitos toxicos dos farmacos e alteragdes
na funcdo dos rins sdo indidicaticos de toxicidade farmacoldgica ocasionada pela excrecdo de
drogas e metabolitos inapropriados (HENRY, 2008; SANTOS, 2018).

No ensaio hematolégico foi demonstrado aumento do VPM e leucopenia no grupo
tratado com 5-FU, corroborando com os dados de Liu et al., (2020), onde relatou que o 5-FU
e alguns de seus metabdlitos sdo tdxicos para as células normais, ocasionando efeitos
adversos, sendo nocivos ao organismo. O 5-fluorouracil (5-FU), é uma fluoropirimidinaque
atua como um antimetabdlito andlogo da uracila. O 5-FU é utilizado antineoplésico na terapia
contra os canceres de mama, gastrointestinais e tumores de cabeca e pescoco. Os farmacos
antineoplasicos atuam inibindo processos biossintéticos importantes ou sao inseridos as
macromoléculas como o DNA e RNA, age interferindo na duplicacdo e transcricdo do DNA,
inviabilizando a sua atividade normal. Os efeitos adversos relacionados a esse quimioterapico
sdo varios dentre estdo a leucopenia, estomatite, diarréia, nauseas e toxicidade cardiaca
(SORRENTINO et al., 2012; SANTOS, 2018).

O baco é um 6égdo linféide importante no sistema imune. O 5-FU pode ocasionar
supressdo hematopoética. A diminuicdo do baco é um efeito adverso decorrente do tratamento
com grande parte dos quimioterapicos, indicando uma atividade imunosupressora da droga,
intensificando, desse modo, a suscepitibilidade a processos infecciosos. Na literatura ha
registros da atrofia do baco com o uso do 5-FU, ocasionando a reducdo de leucdcitos totais
(BRITTO et al. 2011; SANTOS, 2018). Em nosso estudo, ndo foi observado reducdo no peso
do baco apo6s tratamento com GCat e 5-FU. No entanto, o 5-FU, utilizado como controle

positivo, alterou o nimero de leucdcitos, corroborando com os dados da literatura.
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7 CONCLUSAO

De acordo com o conjunto de dados investigados sobre as propriedades bioldgicas da
GCat, conclui-se que este PS ndo demonstrou efeitos citotdxicos in vitro para linhagens de
células tumorais e ndo tumorais testadas. Ademias, quanto ao efeito antitumoral in vivo, no
modelo do Sarcoma 180, a GCat demonstrou um efeito antitumoral moderado, inibindo o

crescimento do tumor, sem apresentar efeitos toxicos significativos aos animais.

Diante da perspectiva de melhorar o efeito tumoral, novos ensaios devem ser
realizados a fim de avaliar o efeito em doses maiores da GCat, assim como avaliar seu efeito
sinérgico utilizando outros quimioterapicos em doses menores, com possibilidade de diminuir

os efeitos colaterais ja descritos na literatura.
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