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RESUMO

O cancer representa um problema de satde publica mundial definido como uma doenca
genética causada pela perda da homeostase e o crescimento desordenado das células. O
sistema imunolégico atua reconhecendo antigenos tumorais podendo ou ndo eliminar esses
tumores, conceito de imunosselecdo. Durante o reconhecimento pelas células imunes,
receptores naturais na superficie de membranas sdo capazes de reconhecer moléculas, como
os carboidratos. Eles estdo em grande quantidade em compostos naturais, como o extrato
aquoso do mesocarpo do babacgu, Attalea speciosa, que demonstraram em ensaios bioldgicos
propriedades imunomodulatérias, propondo ser um adjuvante na imunoterapia antitumoral,
testados em modelos experimentais. Este trabalho propde avaliar a resposta imune antitumoral
dos carboidratos do mesocarpo de babacu em modelo experimental de Ehrlich. Para isso, 1g
do p6 do mesocarpo de babagu foi extraido com agua e, seguido de precipitacdo com etanol
80% aquecido em banho maria a 80°C por 15 minutos, relacio droga:solvente (1:30). O
material foi centrifugado e o sobrenadante concentrado em rotaevaporador. Para o ensaio da
atividade bioldgica foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, inoculados via
subcutinea com 5x10° células tumorais, na pata posterior direita e separados em quatro
grupos (n=15/grupo): Controle, tratado com solu¢do tampdo fosfato salina; Ciclofosfamida
(Ciclo) na dose 333mg/Kg; Polissacarideos (Poli) recebeu a fragdo sacaridica na dose
166mg/Kg; e ciclofosfamida e polissacarideos (Ciclo + Poli) nas doses respectivas de
166mg/kg e 83mg/Kg. O tratamento intralesional foi feito a cada trés dias (dia: 3, 6,9, 12 e
15). No décimo quinto dia, os animais foram sacrificados e avaliados o tamanho da pata, a
celularidade nos 6rgdos linfoides (bagco, medula e linfonodo popliteo), dosagem de citocinas e
enzimas hepdticas no soro. Os resultados mostraram que o polissacarideo do babagu nido
reduziu o crescimento do tumor, porém houve um aumento na celularidade da medula dssea,
reducdo na producdo de citocina MCP1 e baixos niveis de enzimas hepaticas no soro. Nossos
dados sugerem que pelo tratamento intralesional, a fragdo sacaridica do mesocarpo de babacu
ndo tem efeito antitumoral direto in loco. Entretanto sistemicamente, reduziu a produgdo de
citocina inflamatéria e de enzimas hepdticas, além de melhorar a celularidade da medula,

sugerindo efeitos positivos sobre a resposta imune e hepética do hospedeiro.

Palavras-chave: Tumor de Ehrlich, Mesocarpo de babagu, Cancer



ABSTRACT

Cancer represents a worldwide public health problem defined as a genetic disease caused by
loss of homeostasis and disordered growth of cells. The immune system acts by recognizing
tumor antigens and may or may not eliminate these tumors, a concept of immunoselection.
During recognition by immune cells, natural receptors on the surface of membranes are able
to recognize molecules, such as carbohydrates. They are in great quantity in natural
compounds, such as the aqueous extract of the babassu mesocarp, Attalea speciosa, which
demonstrated in biological assays immunomodulatory properties, proposing to be an adjuvant
in antitumor immunotherapy, tested in experimental models. This work proposes to evaluate
the antitumor immune response of the carbohydrates of the babassu mesocarp in an Ehrlich
experimental model. For this, 1g of the babassu mesocarp powder was extracted with water
and, followed by precipitation with 80% ethanol heated in a water bath at 80 ° C for 15
minutes, drug:solvent ratio (1:30). The material was centrifuged and the supernatant
concentrated in a rotary evaporator. For the biological activity assay, male Swiss mice
inoculated subcutaneously with 5x10° tumor cells were used in the right hind paw and
separated into four groups (n=15/group): Control, treated with phosphate buffered saline
solution; Cyclophosphamide (Cycle) at the dose 333mg/kg; Polysaccharides (Poly) received
the saccharide fraction at the dose 166mg/kg; And cyclophosphamide and polysaccharides
(Cycle + Poly) at the respective doses of 166mg / kg and 83mg/kg. The intralesional
treatment was done every three days (day: 3, 6, 9, 12 and 15). On the fifteenth day, the
animals were sacrificed and the size of the paw, the cellularity in the lymphoid organs
(spleen, medulla and popliteal lymph node), cytokine dosage and liver enzymes in the serum
were evaluated. The results showed that the babassu polysaccharide did not reduce the tumor
growth, but there was an increase in the cellularity of the bone marrow, reduction in the
production of cytokine MCP1 and low levels of serum hepatic enzymes. Our data suggest that
by intralesional treatment, the saccharidic fraction of the babassu mesocarp has no direct
antitumor effect in loco. However, systemically, it reduced the production of inflammatory
cytokine and liver enzymes, as well as improving marrow cellularity, suggesting positive

effects on the immune and hepatic response of the host.

Key words: Ehrlich tumor, Mesocarp of babassu, Cancer
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1. INTRODUCAO

O céancer é atualmente responsdavel por uma em cada seis mortes no mundo.
Mais de 14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer todos os anos, e esse nimero deve
subir para mais de 21 milhdes de pessoas em 2030. Progressos e fortalecimentos no
diagnéstico precoce, por meio da oferta de tratamento e diagndstico bdsico para todos,
podem ajudar os paises a atingir metas nacionais ligadas aos Objetivos do
Desenvolvimento Sustentdvel (ODS), segundo a agéncia da Organizacdo das Nacgdes
Unidas (ONU). (ONU, 2017)

A estimativa para o Brasil, no biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de
60 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o céancer de pele ndo melanoma,
decorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. O perfil epidemiolégico observado
equipara-se ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em
homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes (INCA, 2015).

Globalmente, mais de 70% de todas as mortes por cancer ocorrem em paises de
baixa e média renda, que t€m poucos ou nenhum recurso para a prevenc¢do, diagndstico
e tratamento do cancer. Independentemente do nivel de recursos, todos os paises podem
implementar os quatro componentes basicos do controle do cancer: prevengao, deteccao
precoce, diagndstico e tratamento e cuidados paliativos, € assim evitar e curar muitos
canceres, bem como paliativos do sofrimento (OMS,2017).

Dentro dessa perspectiva, entende-se o cancer como uma doenga genética com o
processo de formacio, carcinogénese, em geral se dando lentamente, e podendo levar
varios anos até que uma célula cancerosa origine um tumor indetectivel (ALMEIDA et
al., 2005). O dano ao DNA € a condi¢do bdésica para a perda da homeostase tecidual e o
crescimento desordenado das células (DENDULURI, 2004). Esse envolve seis
alteracoes essenciais na fisiologia celular que, coletivamente, determinam o crescimento
maligno: auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibitdrios
de crescimento, evasdo de morte celular (apoptose), potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada e invasdo e metastase do tecido. Cada uma destas alteracdes
fisiolégicas - novas capacidades adquiridas durante o desenvolvimento do tumor -
representa a ruptura bem-sucedida de um mecanismo de defesa contra o cancer ligado
as células e tecidos. Propde-se que estas seis capacidades sdo compartilhadas em

comum pela maioria e talvez por todos os tipos de tumores humanos. Esta
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multiplicidade de defesas pode explicar por que o cancer € relativamente raro durante
uma vida humana média (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Secundariamente, fala-se sobre o conceito de vigilancia imunoldgica, em que o
sistema imune € capaz de reconhecer e eliminar tumores em desenvolvimento, podendo
assim evitar o surgimento de tumores clinicamente aparentes, mesmo na auséncia de
intervengdo terapéutica. Com o desenvolvimento de novas tecnologias cientificas, tais
como modelos animais, anticorpos especificos e mutacdes génicas dirigidas, foi
possivel investigar experimentalmente a existéncia ndo s6é de uma vigilancia, mas
também da imunoedicdo (DUNN e SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL, TESNIERE e
KROEMER, 2006). A imunoedi¢do é composta por trés fases: eliminagdo, equilibrio e
escape, conhecidos como os trés “Es”. A fase da eliminagdo, em que células malignas
ou pré-malignas sdo reconhecidas e destruidas pelo sistema imunoldgico, constitui a
teoria original da vigilancia imunoldgica. O equilibrio representa uma fase dinamica,
podendo ser capaz de durar até anos, em que elementos do sistema imune, atuando
contra as células tumorais, sdo capazes de controld-las, porém nao de eliminando-as
completamente. Assim, hd uma resposta imune que exerce pressdo seletiva num
conjunto de células neoplésicas instiveis e continuamente sujeitas a mutacdo. O
resultado ¢ uma selecdo “darwiniana”, em que sobrevivem e replicam-se células
tumorais mais resistentes a atuacdo imune, com reduzida imunogenicidade, formando
uma nova populagdo clonal no tumor, processo € também chamado imunosselecio.
Quando os clones tumorais resistentes sdo selecionados para poderem crescer
independentemente de uma resposta imunoldgica normal e competente, chega-se a fase
do escape, em que as células neoplésicas fogem do controle imunolégico (ZITVOGEL,
TESNIERE e KROEMER, 2006; DUNN e SCHREIBER, 2004; ONUCHIC e
CHAMMAS, 2010).

A evolucdo da imunologia molecular e celular, das interacdes existentes entre 0s
tumores e mecanismos de reconhecimento imune do hospedeiro tém melhorado
expressivamente, tornando notdria a oportunidade para o desenvolvimento de terapias
antitumorais (KHONG, 2004; RESTIFO e ROSENBERG, 2005).

O sistema imunolédgico pode ser ativado por substancias presentes na superficie
celular através de receptores naturais capazes de reconhecer moléculas, como os
carboidratos, que se apresentam na forma de glicolipideos, glicoproteinas e
polissacarideos (BOETTNER, 2002). Os carboidratos adquirem uma maior visibilidade

quando atuam como sinalizadores e receptores, fazendo com que a comunicacdo entre
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moléculas e outras células seja estabelecida. A lectina ligadora de manose (MBL) é uma
proteina ligadora de carboidrato, presente no soro humano, que participa do sistema
imune inato (SHARMA et al., 2008), elas apresentam dominios de reconhecimento de
carboidrato e ligam-se a estruturas de manose presentes na superficie de patégenos
proporcionando a opsonizacdo e fagocitose dos microorganismos (JANEWAY at al.,
2002; TELJO, 2002). Sabe-se também que a MBL exerce influéncia na modulacdo da
resposta inflamatéria (TAKAHASHI er al., 2006), por estimulagdo e liberacdo de
citocinas por mondcitos de maneira dose-dependente (JACK et al., 2001).

Estudos feitos com o extrato aquoso do mesocarpo de babagu evidenciaram uma
composi¢do rica de carboidratos em sua estrutura (SILVA e PARENTE, 2001). Estas
biomoléculas tém sido estudadas pela sua relevancia em processos endogenos diversos
como, por exemplo, na ativacao do sistema imune (ELISANDRA et al., 2007).

O fruto do babacu (Attalea speciosa Mart.) é conhecido como coco, t€ém formas
elipsoidais, parecendo cilindros, e constitue-se em quatro partes principais: o epicarpo
(camada externa dura e fibrosa), o mesocarpo (camada fibrosa intermedidria, rica em
amido e localizada entre o epicarpo e o endocarpo), o endocarpo (camada interna onde
permanece a améndoa) e a améndoa (massa de nutrientes, com interior branco, coberto
com uma pelicula de cor marrom) (BARROS, 2011). A disposi¢ao fisica do fruto do
babacu (Orbignya sp) inclui quatro partes aproveitdveis: epicarpo (11%), mesocarpo

(23%), endocarpo (59%) e améndoa (7%) (SOLER et al, 2007).

Figura 1: Ilustracao do fruto da Palmeira do Babacu
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Fonte: Emmerich, 1987. Cortes transversal (a) e longitudinal (b). Componentes: a. epicarpo, b.

mesocarpo, ¢. endocarpo, d. améndoa.
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O babagu produz frutos contendo varias améndoas que sdo comercializadas para
fins industriais e também consumidas como alimento (EMBRAPA, 1984). A partir
disso, o governo federal vem incentivando o uso da farinha do mesocarpo de babacu
como um dos ingredientes a ser adicionado a merenda escolar em algumas comunidades
do interior do Maranhao (SOUZA, 2009).

Além da améndoa, o fruto também produz uma farinha a partir do mesocarpo
que, segundo relatos populares, apresenta propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas
(LAGOS, 2006; FERREIRA et al., 2006). Essa farinha tem em sua composi¢ao 68,3%
de amido, 1,54% de proteinas; 0,27% de lipidios; 1,25% de glicidios soliveis; 2,51% de
fibras e aminoacidos (ROSENTHAL, 1975).

A farinha do mesocarpo de babacu apresenta propriedades utilizadas na pratica
popular, como no tratamento de feridas crOnicas, ulceras géstricas, ulceras duodenais,
diversas inflamac¢des, como uterinas e de ovarios, artrite e tumores (SANTOS,
POZETTI e VARANDA, 2006), além de propriedades bioldgicas, como ainti-
inflamatérias e imunomoduladoras (BARROQUEIRO, 2001b), cicatrizante
(FERREIRA et al., 2006) , de hemaglutinagdo e hemolise por ativagdo do sistema do
sistema complemento (ARAUJO et al., 2013), ativagio de macréfagos peritoneais in
vitro e in vivo (NASCIMENTO et al., 2006), efeito antitromboético (AZEVEDO et al.,
2007; FARIAS et al.,2008).

Observadas essas propriedades do mesocarpo do babacgu, tem-se utilizado
modelos experimentais no estudo da ag¢do de componentes quimicos, fisicos e
bioldgicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de
células tumorais (SEGURA, BARBERO e MARQUEZ, 2000; MADY, 2002;
PALERMO-NETO, 2003; SILVA, 2003).

As vantagens da utilizacdo de neoplasias transplantdveis, em comparagdo as
demais, recaem sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais
das células tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rdpido da neoplasia,
que restringe o tempo de estudo (STEWART, 1959). Como exemplo, o tumor de
Ehrlich, que ¢ uma neoplasia experimental transplantdvel de origem epitelial maligna,
espécie-especifica e corresponde ao adenocarcinoma mamario de murinos. Cresce em
varias linhagens dessa espécie animal na forma ascitica, quando inoculado
intraperitonealmente, e na forma sélida, quando inoculado no subcutaneo (EHRLICH,
1906).

Considerando sua atividade imunomoduladora e a composi¢do rica em
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carboidratos, sugere-se a hipétese de que os carboidratos extraidos do mesocarpo de
babacu poderiam atuar na resposta imune antitumoral. Para isso o presente estudo se
propde a avaliar o efeito do tratamento intralesional das fracdes ricas em carboidratos,

obtidas do mesocarpo da Attalea speciosa Mart., no desenvolvimento do tumor sélido

de Ehrlich.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar atividade antitumoral da fracdo rica em carboidratos obtida do

mesocarpo da Attalea speciosa Mart. em modelo murinho de tumor sélido.

2.2. Especificos

e Determinar o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich durante tratamento
com a frac¢do sacaridica obtida do mesocarpo de babagu.

e Quantificar as células dos 6rgdos linfoides: baco, linfonodo drenante e medula
Ossea, nos animais com tumor sélido de Ehrlich.

e Determinagdo da concentragdo de citocinas e das enzimas hepdticas no soro dos
animais com tumor sélido de Ehrlich tratados com a fracdo sacaridica obtida do

mesocarpo de babacu.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area e periodo de estudo

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Imunofisiologia-UFMA com
execugdo estimada para um periodo de vinte e quatro meses, iniciando em 2013. O
projeto faz parte de um projeto maior financiado (APP-UNIVERSAL 373/12-INFRA
00938/12 — FAPEMA), aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
UFMA sob o niimero 006808/2011-62 (Anexo).

3.1 Coleta das amostras

Amostras de mesocarpo Attalea speciosa Mart. (babagu) foram obtidas no
municipio Esperantindpolis do estado do Maranhdo (in natura) que foram devidamente

acondicionadas, conservado em temperatura ambiente e devidamente identificado.

3.3 Preparacao do extrato e obtenciao da fracao polissacaridica

Foi pesado 1g do p6 do mesocarpo de babacu e submetido a extragdo aquosa e
precipitacdo etandlica 80% (30mL) em banho maria a 80°C por 15 minutos, com uma
relacdo droga:solvente (1:30). Apds esta etapa, o material foi centrifugado (1358xg, 15
min., 25°C), com a finalidade de separar o extrato aquoso e etandlico do material
residual, sendo este procedimento repetido por quatro vezes. Os sobrenadantes (extratos
etandlicos e aquoso) obtidos foram concentrados em evaporador rotatério até pequeno
volume (CARVALHO,1998). Com a finalidade de obter os polissacarideos, o extrato
aquoso concentrado foi tratado com etanol PA (3:1 v/v) para obtencdo dos precipitados

de carboidratos de peso molecular maior. (WAGNER et al., 2004; NEVES, 2007).
3.4 Tratamentos in vivo

Foram usados para os ensaios camundongos Swiss machos (n=60), com 60 dias

de idade, cedidos pelo Biotério da Universidade Federal do Maranhdo. Os animais
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foram adaptados ao Biotério Experimental por 10 dias, mantidos em ambiente com
temperatura e umidade monitorada e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com dgua e

racdo ad libitum.

3.5 Ensaio de atividade antitumoral

Os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos (n=15/grupo). A
inducdo do tumor foi realizada apds por indculo intralesional na pata inferior direita de
20uL de 5x10° das células tumorais. Ap6s a inoculacdo, o tratamento intralesional nos
animais do grupo Salina foi realizado com 20uL de solu¢do tamponada de fosfato
(salina); os animais do grupo Ciclo foram tratados com 20uL de Ciclofosfamida na
concentragdo de 750 mg/mL (Dose: 333mg/Kg); os animais do grupo Poli receberam
20 pL da fracdo polissacaridica obtida do mesocarpo de babacu 0,274 mg/mL
(Dose:166mg/Kg); os animais do grupo Ciclo+Poli receberam 10 puL da fracdo
sacaridica na concentracdo de 0,274 mg/mL (Dose: 83mg/Kg)) e 10 uL de
Ciclofosfamida na concentracdao de 750 mg/mL (Dose: 166mg/Kg), seis vezes com
intervalo de trés dias, totalizando 15 dias de tratamento. No décimo quinto dia, os
animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico. O desenvolvimento do tumor
solido foi avaliado a cada trés dias por registro fotogrifico e medida da espessura com
paquimetro. No 15° dia as patas foram removidas e pesadas (Figura 2). Os valores de
peso e medida do tumor foram determinados pela diferenca dos valores da pata

inoculada com tumor e os valores referentes a pata sem tumor.

Figura 2: Desenho experimental para avaliacao da atividade antitumoral
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3.6 Obtencao dos 6rgaos

Para obtencdo dos 6rgdos linfoide primeiramente os animais foram eutanasiados
com sobredose de anestésico (Xilazina 10 mg/Kg + 100 mg/Kg Quetamina + PBS ),
depois foi feita uma incisdo no abdomen e a retirada dos 6rgdo, estes foram separados

em placas de petri pequenas e foram pesados.

3.6.1 Orgios linfoides

Para obtencdo e quantificacdo das células do linfonodo (popliteo) e bago, os
orgdos foram retirados e triturados em meio RPMI 1640 suplementado com soro fetal
bovino. Para obtencido das células da medula dssea, o fémur foi retirado e perfundido
com 1 mL de PBS. Para determinar o nimero total de células, 90 pL das suspensdes
celulares do linfonodo, baco e medula d6ssea foram adicionados a 10 pL de cristal
violeta. As células foram contadas em camara de Neubauer, com auxilio de microscépio

optico de luz comum.

3.7 Coleta do sangue e separacao do soro

A coleta sanguinea foi realizada nos animais anestesiados. Foi coletada amostra
de sangue através da retirada pelo plexo retro-orbital dos camundongos, e colocada
em tubos sem anticoagulante para a obten¢do do soro. A amostra de sangue total foi
centrifugadae separada parao isolamento do soro que possibilitou as

avaliacdes posteriores.
3.8 Dosagem de Citocinas

O Kit CBA (BD) (cytometric beads array) foi usado nesse estudo para a
quantificagdo das citocinas IL-6, INFy, TNF, IL-4, IL-10, MCP-1 e IL-12p70 em uma
mesma amostra. Seis populacdes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia
sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas

para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citdmetro de fluxo FACScalibur (BD).
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As populacdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as
beads de captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado
com o fluorocromo PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em
sanduiche". Os tubos para aquisi¢dao foram preparados com: 50 uLL de amostra, 50 uL da
mistura de beads e 50 uL do reagente de deteccdo. O mesmo procedimento foi realizado
para a obteng¢do da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados e incubados por trés
horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os resultados foram gerados em graficos e

tabelas utilizando-se o software FCAP (BD).

3.9 Determinaciao da Desidrogenase Lactica e Transaminases

As amostras de soro foram aliquotadas e mantidas sob refrigeracio a -20°C. As
determinagdes dos analitos bioquimicos foram realizadas através de kits da Labtest,
seguindo as orientacdes do fabricante. As analises foram determinadas por métodos

colorimétricos utilizando espectrofotometro (SPECTRA max PLUS 384)

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk, sendo aplicado aos testes que apresentaram distribuicdo normal o teste ¢
de student para comparagdo de pares e o teste ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey
para comparacao dos grupos. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo e o

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 O tratamento intralesional com fracao polissacaridica obtida do
mesocarpo de babacu nao foi eficiente para reduzir o crescimento do

tumor

A fracdo polissacaridica obtida do mesocarpo de babacu foi utilizada no
tratamento do tumor sélido por via intralesional. Durante o tratamento foi observado
que ndo houve alteracdo no peso dos animais, bem como ndo foi observada alteracdo no
tamanho das patas inoculadas com tumor (Figura 3A). Entretanto quando avaliado a
area sob a curva, o grupo que recebeu Ciclofosfamida apresentou uma reducdo no
tamanho da pata ao longo do tratamento, quando comparado com o grupo PBS. O grupo
que recebeu o tratamento associado de Ciclofosfamida e fracao sacaridica do mesocarpo

de babagu (Ciclo+Poli) ndo mostrou diferengca com o grupo PBS, sugerindo menor

eficacia (Figura 3B).
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Figura 3: Crescimento do tumor soélido ap6és o tratamento intralesional com
polissacarideos de babacu. (A) Curva Cinética de Crescimento Tumoral durante 15 dias e
(B) Area sob a curva apos o tratamento com solucio tamponada de fosfato (Salina),
Ciclofosfamida (Ciclo), fracdo polissacaridica de babacu (Poli) ou Ciclofosfamida
associada com a fracao polissacaridica de babacu (Ciclo + Poli), por vias intralesional. As
barras representam a média + DP. * para p <0,05 em comparacio com o grupo Salina.

Teste ANOVA one-way seguida por teste de comparacao miltipla de Tukey (n=15/grupo).
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Os resultados sugerem que o tratamento intralesional ndo foi eficaz em inibir o
crescimento do tumor. Este dado pode sugerir que o tratamento ndo apresentou um
efeito citotoxico direto. Entretanto, o ambiente tumoral depende de outros fatores que
podem simular a massa tumoral, como influxo de células inflamatérias para a regido
tumoral promovendo o crescimento desse tumor devido a angiogénese e aos fatores de
crescimento induzidos pela resposta inflamatéria e que s@o necessdrios para o
desenvolvimento do tumor (BERGAMI-SANTOS, MARIANO e BARBUTO, 2004;
SEGURA, BARBERO e MARQUEZ, 2000). Segundo Vercosa et al., deve-se ressaltar
que a avaliacdo realizada relativa do peso tumoral estd sujeita a um grande nimero de
interferéncias, tais como a existéncia de processo inflamatério e de edemas nas regides
periféricas a massa tumoral, que podem interferir na adequada avaliacdo do peso, ndo
proporcionando uma aferi¢do tdo compativel, sendo necessario estudo histologico para
avaliacdo da presenca de infiltrados inflamatorios e a real massa tumoral.

Para entdo se determinar possiveis efeitos indiretos do tratamento com a fracdo

polissacaridica do mesocarpo de babagu, foram também avaliados os 6rgaos linfoides.

4.2 O tratamento intralesional com a fracao polissacaridica obtida

do mesocarpo de babacu alterou a celularidade da medula dssea

Os resultados de celularidade dos 6rgdos linfoides mostraram que o tratamento
nao alterou o peso do bago e o nimero de esplendcitos, de célula do linfonodo drenante.
Entretanto, a contagem de células da medula mostrou que o tratamento com a
ciclofosfamida apresentou uma redu¢do no ndmero de células. Por outro lado,
tratamento com a fragcdo polissacaridica isoladamente (Grupo Poli) ou em associagdo
com a ciclofosfamida (Grupo Ciclo + Poli) ndo modificou o nimero de células da

medula dssea, quando comparado ao grupo tratado com ciclofosfamida. (Tabela 1).
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Tabela 1: Efeito do tratamento com a fracdo polissacaridica do mesocarpo de babacu

sobre orgios linféides.

Salina Ciclo Poli Ciclo+Poli
Peso do baco (g) 0.36+0.023 [ 0.35+0.01 |[037+0.022 |0.34+0.026
Células do baco (x10°mL) | 4523+3.6 |4697+15 |[4948+35 |[49.61+4.0

Células  do  linfonodo | 1.65+0.33 [ 1.07+020 |[1.19+0.16 |1.39+0.33

(x10%/mL)
Células da medulla Gssea | 7.02+0.70 | 1.41+022%* | 7.19+1.46" | 5.72+0.96"
(x10°/mL)

Ciclofosfamida (Ciclo), polissacarideos de babacu (Poli) ou Ciclofosfamida com polissacarideos de
babacu (Ciclo + Poli), via intralesional. As barras representam a média + DP. * para p <0,05 em
comparacio com o grupo Salino, # para p <0,05 em comparacao com o grupo Ciclofosfamida. Teste

ANOVA one-way seguida por teste de comparacao miltipla de Tukey (n = 5/ grupo).

Na avaliacdo das células dos 6rgdos linfoides o tratamento com a ciclofosfamida
reduziu as células da MO. Este resultado € esperado, pois alguns agentes alquilantes
apresentam como um dos seus efeitos colaterais a mielossupressdao (Andrade, 2007).
Lacerda (2001), coloca que os alquilantes da classe mostarda nitrogenada, como a
Ciclofosfamida, tem a trombocitopenia, a neutropenia € a anemia como seu efeito mais
citotoxico, sendo incluive a principal limita¢do para seu uso clinico. Assim, os dados
sugerem que o tratamento com polisscarideo € capaz de reduzir os efeitos citotdxicos

sobre a medula 6ssea, induzido pela ciclofosfamida.

4.3 O tratamento com a fracao polissacaridica obtida do mesocarpo

de babacu reduz a producao de citocina MCP1

Ap6s o desenvolvimento do tumor sélido e realizado o tratamento intralesional,
foi coletado o sangue para a determinagdo de citocinas. As interleucinas (IL) 6, 10
12p70, Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Proteina
quimiotética de Mondcito 1 (MCP1 do inglés Momocute chemotactic protein 1) foram
analisadas. O tratamento com a fragdo polissacaridica reduziu a concentracdo de MCP1
no sangue periférico quando comparado ao grupo Salina e Ciclofosfamida. O tratamento

associado da ciclofosfamida e a fracao polissacaridica apresentou valores menores que o
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grupo Salina e Ciclofosfamida, entretanto sem diferenca significante (Figura 4). Para as
demais citocinas, ndo foram observados valores detectdveis pelo método.

Dagli (1992) e Nery (2004) descrevem o tumor de Ehrlich como detentor de alta
capacidade imunogénica, crescimento acelerado e agressivo, promovendo ripida
invasdo tecidual. Uma das caracteristicas do tumor ¢é apresentar um resposta
inflamatdria intensa que colabora para angiogénese e progressdao tumoral (SEGURA,

2000).
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Figura 4: Concentracio de Proteina quimiotatica de monécito 1 (MCP-1) no soro. Valores
da concentracio sérica de MCP-1 nos animais tratados com solucao tamponada de fosfato
(Salina), tratados com Ciclofosfamida (Ciclo), com a fracido polissacaridicado mesocarpo
de babacu (Poli) ou Ciclofosfamida associada com a fracao polissacaridica do mesocarpo
de babacu (Ciclo + Poli), apés 15 dias. As barras representam a média = DP. * para p
<0,05 em comparacao com o grupo Salina, # para p <0,05 em comparacio com o0 grupo
Ciclofosfamida. Teste ANOVA one-way seguida por teste de comparaciao miiltipla de

Tukey (n = 5/ grupo).

Os dados de MCP1 mostram que o tratamento com o polisscarideo reduz uma
citocina importante na inflamagdo. A MCP1 € uma citocina com fung¢do de estimulagdo
da quimiotaxia de mondécitos (MURPHY ez al., 2000), juntamente com seu receptor, ela
coordena a movimentacdo de células efetoras para o sitio de inflamacdo, além do
deslocamento de células imunes de locais periféricos até os 6rgaos linfoides drenantes
para iniciar a resposta imunoldgica (GRIFFITH, SOKOL E LUSTER, 2014;

MURDOCH, 2000). A inflamacdo é um componente critico na progressdo de tumores,
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tendo diversos canceres sua origem em sitios de infecgdo, irritacdo cronica ou
inflamacdo, tornando-se claro que o microambiente tumoral, que é orquestrado pelas
células inflamatérias, € um participante indispensidvel no processo neopldsico
(COUSSENS E WERB, 2002; LOPES et al., 2009). Assim, os resultados mostram que
o tratamento com o polissacarideo modula a resposta imune reduzindo a MCPI,
sugerindo uma regulacdo negativa sobre a migracdo de células e manutencdo da

inflamacao
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4.4 O tratamento com fraciao polissacaridica de babacu em tumor sélido

apresentou baixos niveis de enzimas hepaticas no soro

O tratamento com a fracdo rica em polissacarideos obtidos do mesocarpo de babacu
reduziu a Lactato desidrogenase e a transaminase glutdmico oxdlica, quando comparado com
o grupo Salina e com o grupo tratado com Ciclofosfamida. Esta diferenca ndo foi observada

no grupo tratado com Ciclofosfamida associada a fracdo polissacaridica do babagu (Figura 5).
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Figura 5: Efeitos do tratamento da fracdo polissacaridica sobre as enzimas hepaticas. (A)
Concentracao sérica de Lactato Desidrogenase (LDH), (B) Transaminase Glutamico-oxalica
(GOT) e (C) Transaminase Glutamico-pirivica (GPT) nos animais tratados com solucio
tamponada de fosfato (Salina), com Ciclofosfamida (Ciclo), com a fracao polissacaridica obtida
do mesocarpo de babacu (Poli) ou tratamento associado com Ciclofosfamida e a fracao
polissacaridica (Ciclo + Poli), por via intralesional, ap6s 15 dias. As barras representam a média
+ DP. * para p <0,05 em comparacao com o grupo Salina, # para p <0,05 em comparacao com

Grupo ciclofosfamida. Teste ANOVA one-way seguido pelo teste pos-teste miiltiplo de Tukey.

Os quimioterdpicos podem causar hepatoxicidade e suas implicagdes, como reducao
do metabolismo e diminuicdo na detoxificacdo hepdtica, indu¢ao e/ou inibi¢do enzimadtica e
ictericia. E acentuada com a ciclofosfamida entre outras, especialmente em regimes de
quimioterapia oral em baixas doses e por tempo prolongado (LACERDA, 2001). Neste
trabalho foi avaliado o efeito dos polissacarideos na funcao hepdtica. Os resultados sugerem
um efeito hepatoprotetor principalmente quando se observa a associacdo com a
ciclofosfamida.

Na administracao por via oral do extrato aquoso do po de Attalea speciosa Mart., de
forma geral, ndo se observou efeitos toxicos, pois ndo houve sinais clinicos visiveis de
toxicidade (SILVA et al., 2012), ndo havendo mudanca geral no perfil bioquimico,
comparados com os valores de referéncia (HARKNESS e WAGNER, 1993).

A desidrogenase lactica (LDH) é encontrada em vérios tecidos como coracdo,
hemadcias, figado, musculo esquelético, rim, cérebro, pulmdes e tecido linfoide. Desse modo,
os valores de LDH total estardo altos em uma variedade de situagdes clinicas. Devido a sua
distribuicao diversificada pelos tecidos, a dosagem da LDH total ndo € um indicador
especifico nem de doengas hepéticas em de doencas cardiacas. Porém, quando determinada
conjuntamente com outras enzimas, torna-se bastante util para diagndstico dessas patologias.
Alteragoes pequenas da LDH total sdo encontradas em pacientes com hepatite aguda, nas
ictericias obstrutivas e na cirrose, ja valores muito altos sdo encontrados em carcinomas € no
choque grave (LOPES, 1998).

As transaminases sdo indicadores sensiveis de dano hepético, particularmente quando
€ uma lesdo aguda, hepatite aguda. Incluem a GOT e a GPT. A GOT existe também em outros
tecidos como o coracdo, musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas e, portanto, € muito

menos especifica de lesdo hepatica do que a GPT que existe primariamente no figado.

Portanto quando temos uma lesdo hepatica hd refluxo de ambas as enzimas para o plasma
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com elevacdo dos niveis de ambas as enzimas, sendo que a GPT sobe ligeiramente mais do
que a GOT se a lesao for puramente hepética (NUNES e PORTO, 2006).

Segundo Birchard e Sherding (1998), os valores normais de referéncia para
camundongo da GPT e GOT sdo respectivamente 26 a 77 UI/L, 54 a 269 UI/L. Ja o valor de
referencia para LDH foi de 7.272 a 8.742, de acordo com Branco et al (2011).

Apesar de o tratamento com a fracdo polissacaridica do mesocarpo do babacu ter
reduzido os valores de enzimas hepdtica, estas permanecem dentro dos valores de
normalidade, concordando com Barroqueiro (2001a) que relatam nao haver hepatotoxicidade
do tratamento intralesional com polissacrarideo e com a ciclofosfamida.

Os valores obtidos podem sugerir que as enzimas estudadas se mantiveram dentro dos
limites da normalidade devido a via de administracdo do tratamento, porém sdo necessarios
mais estudos para corroborarem esta hipotese.

Outra hipétese aventada € que o tratamento com o polissacarideo deu resultado
significante para as enzimas LDH e GOT em relacdo aos grupos Ciclo e Ciclo e salina,
respectivamente, pois estas nido sdo especificas de lesdo hepatica, mas também esta
aumentada em lesdo tecidual de musculo esquelético, podendo refletir um estado de caquexia
com mobiliza¢do de gordura e musculo esquelético (BODY, 1999). Supondo-se assim, que a
diminui¢do das enzimas frente aos grupos Ciclo e Salina deveu-se ao fato de o polissacarideo
possuir atividade anti-inflamatéria (BARROQUEIRO, 2001b) e energética (SILVA e
PARENTE, 2001), sendo um possivel mecanismo de preservacdo de proteinas musculares. Os
resultados podem sugerir uma menor perda de massa muscular, entretanto, s30 necessarios

mais estudos para melhor avaliagao da massa muscular em modelos experimentais.
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5. CONCLUSAO

O extrato aquoso do mesocarpo de babagu, Attalea speciosa Mart., além de suas
inimeras propriedades estudadas, mostrou nesse estudo ter um efeito modulador da resposta
imune reduzindo a MCP1, sugerindo uma regulacdo negativa sobre a migracio de células e
manutencao da inflamacao; apresentou melhora na celularidade, indicando um efeito positivo,
principalmente quando associado a ciclofosfamida e um efeito hepatoprotetor no modelo do
tumor. Porém ndo foi eficiente para reduzir o tamanho do tumor sélido por via intralesional,
sendo necessdria uma avaliacdo histolégica para melhor caracterizar a presenca de edema e/ou

infiltrado inflamatorio.
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