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ABSTRACT

Cancer treatment often involves drugs with high toxicity. Therefore, there is a search for therapies with
fewer side effects. Among the compounds studied, polysaccharides from plants stand out as antioxidants and
antitumor agents. The aim of this study was to evaluate the in vivo antitumor effects of jambo polysaccharides
(Syzygium jambos (L.) Alston) and their association with a standard treatment (methotrexate) using the
solid Ehrlich tumour in mice. The groups of mice inoculated with tumor cells were: I) Negative control
(distilled water), II) PJ100 (jambo polysaccharides, 100 mg/kg), III) PJ150, IV) MTX 1.5 mg/kg), VI)
Positive control (MTX higher dose — 2.5 mg/kg) and VII) PJ250 + MTX 2.5 mg/kg. PJ treatment caused a
reduction in tumour weight, mainly with PJ250 (-45%), similar to the inhibition caused by MTX (-43%),
whereas PJ + MTX association did not potentiate this inhibition. In the tumour tissue, PJ reduced the levels
of inflammatory parameters concerning the negative control, but the reduction was not dose-dependent. PJ
increased the activity of tumour superoxide dismutase and did not cause haematological changes. PJ did not
cause significant damage to the liver, the target organ of drug toxicity. In conclusion, PJ reduced the growth
of Ehrlich tumour, probably by modulating the inflammatory process in the tumour microenvironment.
This preliminary study evidenced the adjuvant potential of PJ in chemotherapies. Thus, its effects should be
investigated in other tumour models and cells.

Keywords: cancer; polysaccharides; Syzygium jambos; Ehrlich’s tumour; inflammation.
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RESUMO

O tratamento de cancer envolve farmacos que podem causar diversos efeitos colaterais. Assim, existe uma
busca por tratamentos com menor toxicidade. Dentre os compostos estudados, os polissacarideos de plantas
superiores destacam-se como antioxidantes e antitumorais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
antitumorais in vivo de polissacarideos do jambo (Syzygium jambos (L.) Alston) e da associagdo destes com
um tratamento padrdo (metotrexato), utilizando como ferramenta o tumor so6lido de Ehrlich em camun-
dongos. Os grupos de camundongos inoculados com células tumorais foram: I) Controle negativo (dgua
destilada), IT) PJ 100 (polissacarideos do jambo, 100 mg/kg), I11) PJ 150, IV) PJ 250, V) Controle positivo
(metotrexato dose menor — MTX 1,5 mg/kg), VI) Controle positivo (MTX dose maior — 2,5 mg/kg) e VII)
PJ 250 + MTX 2,5 mg/kg. Houve redugdo no peso tumoral pelos PJ, principalmente com PJ 250 (-45%), se-
melhante a inibi¢do causada pelo MTX 2,5 (-43%), enquanto a associagdo PJ+MTX ndo potencializou esta
inibicdo. No tecido tumoral, os PJ reduziram os niveis de pardmetros inflamatérios em relagdo ao controle
negativo, porém a reducdo nao foi dose-dependente. Os PJ elevaram a atividade da superoxido dismutase
tumoral e ndo causaram alteragdes hematologicas. Os PJ também ndo causaram danos relevantes ao figado,
orgdo-alvo de toxicidade de farmacos. Conclui-se que os PJ reduziram o crescimento do tumor de Ehrlich,
provavelmente por modulacdo do processo inflamatério no microambiente tumoral, evidenciando o po-
tencial adjuvante dos PJ em quimioterapias. Assim, seus efeitos deverdo ser ainda investigados em outros
modelos tumorais e tipos celulares.

Palavras-chave: cancer; polissacarideos; Syzygium jambos; tumor de Ehrlich; inflamacao.

|NTRODUQAO de fontes 1.1atur.ais exibem promissoras ati\,/idades

antitumorais e imunomoduladoras (4). Porém, por
mais que se conhecam essas fungdes dos polissa-
carideos, ha uma diversidade enorme de polissaca-
rideos de frutas que ainda nao foi estudada, dentre
eles os polissacarideos do jambo.

O cancer ¢ um conjunto de doencas que ocor-
rem devido a divisdo rapida e descontrolada de
células, levando a formagdo de tumores e neopla-
sias malignas. Essas células, que podem ser muito

agressivas, tém a capacidade de invadir os tecidos Jambo ¢ o fruto do jamboeiro [Syzygium jam-
e orgdos, podendo criar metastase para diversasre-  bos (L.) Alston ou Eugenia jambos], uma arvore
gides do corpo (1). origindria das Américas, que se aclimatou bem as

Para controlar a multiplicagdo desenfreada das ~ regides Norte, Nordeste ¢ Sudeste do Brasil, mas
células tumorais, algumas modalidades terapéu- ~ POUCOS estudos das propriedades biologicas dos
ticas sdo aplicadas, como cirurgia, quimioterapia, ~ componentes do jambo foram realizados até o mo-

terapia hormonal e radioterapia. A quimioterapia ~ mento. O extrato de Syzygium jambos e um de seus
envolve a administragdo de farmacos citotoxicos compostos isolados, analogo do acido anacardico,

como cisplatina, vincristina, metotrexato e sorafe- foram capazes de inibir o crescimento de Propio-
nibe, isolados ou em combinag¢do. Farmacos anti- nibacterium acnes em um estudo acerca de suas
neopléasicos desempenham um papel importante propriedades antibacteriana e anti-inflamatdria (5).
no tratamento do cancer, porém podem causar di- Outro estudo apontou que o extrato parece cata-

versos efeitos colaterais (2). Para procurar novos  lisar a redugdo de H,0, com o consumo de gluta-
agentes antitumorais eficazes com efeitos menos  tiona (GSH), de forma similar as propriedades da
toxicos, os produtos naturais ganham destaque (3). glutationa peroxidase. Seu extrato também pode
Neste contexto, estudos anteriores mostraram que depurar significativamente o radical 6xido nitrico
diferentes polissacarideos nao toxicos extraidos (NO) (6). Recentemente, um estudo mostrou efeito
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antitumoral de polissacarideos do jambo em ca-
mundongos, sem, no entanto, explorar os mecanis-
mos envolvidos (7). Assim, este trabalho teve como
objetivo realizar uma analise biométrica, histologi-
ca e enzimatica de tecido tumoral de Ehrlich em
camundongos, além de analise hematoldgica, pro-
curando encontrar evidéncias de que os polissaca-
rideos do jambo possam ter valor na terapia antitu-
moral sem efeitos toXicos expressivos.

METODO

Material botanico. Frutos maduros e organi-
cos do jambo (S. jambos (L.) Alston) foram adqui-
ridos no centro de abastecimento (Ceasa) de Curi-
tiba, Parana, Brasil. O extrato de polissacarideos
foi obtido da seguinte forma: os frutos com casca
foram cortados, liofilizados e moidos. O p6 dos fru-
tos desidratados foi desengordurado com clorofor-
mio-metanol (1:1) em um extrator Soxhlet. Pecti-
nas presentes na por¢ao soluvel dos polissacarideos
foram extraidas e caracterizadas como descrito em
Tamiello e cols (2018), indicando a presenca de ho-
mogalacturonana (HG), arabinogalactana tipo 11 e
ramnogalacturonana tipo [ (RG-I) (7).

Os polissacarideos do Syzygium jambos tive-
ram seu potencial antioxidante avaliado in vitro
frente ao 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
um radical livre estavel, pelo protocolo adapta-
do de Chen e cols (2004). As amostras dos polis-
sacarideos, nas concentragoes 1, 3, 10, 30, 100,
300 e 1000 pg/mL, foram misturadas a uma so-
lu¢do metanolica contendo o DPPH (10 pg/mL).
Acido ascorbico (50 pug/mL) e dgua destilada fo-
ram usados como controles positivo e negativo,
respectivamente (8).

Animais e tratamentos. Todos os experimen-
tos realizados foram aprovados pelo Comité de
Experimentagdo Animal — CEUA/BIO — UFPR,
numero de aprovacao 984. Foram utilizados ca-
mundongos Swiss fémeas pesando entre 25-30 g.
Os animais foram mantidos em condic¢des labora-
toriais padrdo, alojados em gaiolas plasticas cole-
tivas com no maximo 8 camundongos por gaiola,
forradas com cepilho de pinus, com acesso livre a
agua e alimentos (Nuvilab®, Brasil), sob um ciclo
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claro/escuro de 12 horas e temperatura controlada
(22 +2°C).

As células tumorais de Ehrlich foram armaze-
nadas a -80°C. Para manter o tumor na forma asci-
tica, inicialmente foram inoculadas 2x10° células/
animal por via intraperitoneal em camundongos
fémeas. Ap6s o crescimento na forma ascitica (7
dias), as células foram colhidas de forma assépti-
ca, em aproximadamente 3 mL de tampao fosfa-
to (PBS), e centrifugadas a 1000xg por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e as células do pellet
foram lavadas trés vezes com PBS e inoculadas
novamente em outro animal, e assim consecutiva-
mente, utilizando um total de 5 animais, até atin-
gir aproximadamente 90% de viabilidade celular.
Para a obtencdo do tumor sélido, foram inocula-
das 2,5%10° células/animal, em volume final de 0,2
mL, por via subcutanea, no membro pélvico direito
dos animais (9).

No dia seguinte a inoculagdo das células tumo-
rais, o tratamento foi iniciado € mantido durante 21
dias. As doses de polissacarideos do jambo admi-
nistradas basearam-se em estudos prévios que uti-
lizaram os mesmos polissacarideos (7). Os animais
foram divididos em grupos experimentais, sendo
que cada grupo teve n=7, exceto o grupo I com
n=8: Grupo I: animais com tumor e tratados com
veiculo (agua destilada) — controle negativo; Grupo
II: animais com tumor e tratados com 100 mg/kg de
polissacarideos extraidos do jambo (PJ 100); Gru-
po III: animais com tumor e tratados com 150 mg/
kg de polissacarideos extraidos do jambo (PJ 150);
Grupo IV: animais com tumor e tratados com 250
mg/kg de polissacarideos extraidos do jambo (PJ
250); Grupo V: animais com tumor ¢ tratados com
o controle positivo metotrexato (MTX 1,5 mgkg,
via intraperitoneal, a cada 3 dias); Grupo VI: ani-
mais com tumor e tratados com o controle positivo
metotrexato (MTX 2,5 mg/kg, via intraperitoneal,
a cada 3 dias); Grupo VII: animais com tumor e
tradados com metotrexato (MTX) 2,5 mg/kg + 250
mg/kg de polissacarideos extraidos do jambo.

Os animais foram tratados diariamente por ga-
vagem com veiculo e extrato de polissacarideos, ou
a cada 3 dias intraperitonealmente (i.p.) com MTX,
por 21 dias apds a inoculacdo das células tumorais.
O extrato foi diariamente dissolvido em agua (vei-
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culo) um pouco antes da administracao nos animais.
O peso corporal dos animais foi medido diariamen-
te. Ao final do tratamento, os animais foram aneste-
siados com combinacao de cloridrato de quetamina
(90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), por
via i.p., sangue foi coletado da veia cava abdomi-
nal, e em seguida os animais foram submetidos a
eutanasia. Foi coletado tecido hepatico e tumoral,
para analises posteriores, sendo armazenados em
freezer -80°C. O tumor, sendo o principal alvo de
pesquisa, foi coletado para avaliagdo de peso, pa-
rametros oxidativos, inflamatorios e alteragoes his-
tologicas. O tecido hepatico também foi coletado
para avaliagdes, pois € um 6rgao secundario sensi-
vel as alteragdes induzidas pelo processo tumoral
e por ser o principal 6rgdo de metabolismo do or-
ganismo. No figado, foi avaliado o processo oxi-
dativo induzido pelo tumor. Ainda, rins, pulmdes e
bago foram coletados e apenas pesados.

Hemograma e bioquimica plasmaitica. O
sangue coletado ao final do experimento foi utiliza-
do para realizagdo de hemograma e testes bioqui-
micos plasmaticos, por meio de sistema automati-
zado. As fragdes de plasma foram analisadas com
kits comerciais (Kovalent®) para a determinacgao
dos niveis de glicose, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfa-
tase alcalina (FA).

Histopatologia tumoral e hepatica. Os frag-
mentos de tumor e figado fixados em formalina
tamponada 10% foram processados de acordo com
procedimento de rotina para histologia e embebi-
dos em parafina. Os cortes histologicos (4 mm no
microtomo) foram corados com hematoxilina e
eosina (HE), e analisados em microscopio optico
quanto ao grau de necrose, infiltrado inflamatério e
alteracOes celulares.

Parametros de estresse oxidativo e inflama-
torios em tumor e figado. O tecido tumoral conge-
lado foi homogeneizado em tampao fosfato usando
homogeneizador (Minilys Precellys®), e centrifu-
gado a 10000x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante
foi usado para medida da atividade enzimatica de
N-acetilglicosaminidase (NAG, segundo Bailey e
cols, 1988) (10), de mieloperoxidase (MPO, segun-

89

CIENCIAS FARMACEUTICAS

do Suzuki e cols, 1983) (11), de nitrito, como indi-
ce indireto da producdo de o6xido nitrico (NO, de
acordo com Green e cols, 1982) (12), de glutationa
reduzida (GSH, de acordo com Sedlak e Lindsay,
1968) (13) e de superoxido dismutase (SOD, de
acordo com Gao e cols, 1998) (14). Os mesmos
métodos descritos acima foram realizados para o
tecido hepatico para a medida de GSH e SOD. A
atividade da SOD esté expressa pela quantidade de
proteina nas amostras de tumor e figado, determi-
nados pelo método de Bradford (1976) (15).

Analise estatistica. Os dados estdo representa-
dos como a média + erro padrao das médias (EPM)
de cada grupo. As diferencas entre as médias foram
determinadas por meio de analise de variancia de
uma via ou duas vias, quando pertinente, seguidas
por teste post-hoc de Bonferroni. As analises foram
realizadas usando o Programa para Windows, Gra-
phPadPrism versao 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, EUA). O valor de p < 0,05 foi considerado
significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os polissacarideos do jambo, em todas as do-
ses utilizadas no experimento, apresentaram efeito
antitumoral, o que foi demonstrado pela redugdo do
peso tumoral, especialmente na dose de 250 mg/kg
(Figura 1), que impediu o crescimento do tumor em
45% em relagdo ao Grupo veiculo, similarmente ao
metotrexato (reducao de 43%). A associagdo MTX
+ PJ 250 ndo potencializou a inibigdo do cresci-
mento (reducdo de 45%).

Alguns polissacarideos naturais farmacolo-
gicamente ativos tém recebido destaque devido
a larga gama de estudos oncoldgicos e seu baixo
teor de toxicidade para o ser humano (16). Quando
combinados com a quimioterapia tradicional, ou
mesmo sozinhos, os polissacarideos podem inibir o
crescimento tumoral. Por exemplo, polissacarideos
de algas marinhas Monostroma mostraram ter boa
atividade antitumoral por meio da inibicdo in vitro
do crescimento de células tumorais de carcinoma
gastrico e carcinoma cervical humano (17). Uma
pesquisa utilizando polissacarideos das raizes de
Astragalus spp. (ervilhaca de leite) mostrou que
estes foram capazes de reduzir o peso do tumor so6-
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Figura 1. Peso do tumor s6lido de Ehrlich em camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos
do jambo (PJ 100, PJ 150, PJ 250), metotrexato (MTX 2,5) ou com a associagdo de polissacarideos e meto-
trexato (PJ 250 + MTX 2,5). Valores expressos como a média = EPM (%) considerando como 100% o peso

médio do tumor do grupo veiculo (0,57 g).
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lido de Ehrlich em camundongos (18), bem como
uma pectina dos frutos de Feronia limonia (ou F.
elephantum, maga-de-lima) teve acdo inibitdria no
crescimento de células tumorais no modelo tumo-
ral ascitico de Ehrlich (19). Adicionalmente, estu-
dos em nosso grupo de pesquisa evidenciaram efei-
tos antitumorais de polissacarideos extraidos do
pimentdo verde (20), do vinho tinto cabernet franc
(21) e do proprio jambo (7), tanto in vitro (célu-
las de tumor mamario) quanto in vivo (carcinoma
de Ehrlich e Walker-256), corroborando com os
dados da Figura 1.

Em relagdo a avaliagdo hematologica, na sé-
rie vermelha houve apenas alteracdo da amplitude
de distribui¢do dos globulos vermelhos (RDW) do
grupo VII em relagdo ao grupo veiculo (Tabela 1).
Na série branca, houve diferenca do grupo MTX
2,5 mg/kg em relagdo ao grupo veiculo na con-
tagem de globulos brancos (WBC) (Tabela 1). O
aumento percentual dos globulos brancos no gru-
po tratado com MTX 2,5 mg/kg ndo era esperado,
visto que este medicamento ¢ também utilizado
como imunossupressor, podendo inclusive causar
pancitopenia (22).
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Dentre os parametros bioquimicos, a glicemia
do grupo MTX 2,5 mg/kg reduziu em comparagao
ao controle (Tabela 1). Paralelamente, foram encon-
tradas alteragdes nos seguintes parametros, segundo
valores de referéncia (23) para camundongos Swiss:
contagem de plaquetas do grupo tratado com MTX
2,5 mg/kg (de valor 314 x10°/mm?®), cuja faixa de
referéncia é 315 — 758 x 10°/mm?; contagem de glo-
bulos brancos (WBC) do grupo tratado com MTX
2,5 mg/kg (valor 9,65%), cuja faixa de referéncia
¢ 1,9 — 7,0%; glicose dos grupos MTX 2,5 mg/kg
(78,54 mg/dL) e tratado com associa¢do (219,27
mg/dL), cuja faixa de referéncia ¢ 130 — 210 mg/
dL; porcentagem de linfocitos dos grupos veiculo
(57,31%), PJ 100 mg/kg (64,96%), MTX 2,5 mg/kg
(63,01%), e PJ 250 + MTX (60,22%), cuja faixa de
referéncia ¢ 74 — 90%; porcentagem de monocitos
do grupo veiculo (5,1%), com faixa de referéncia 0
— 5%. Nos demais parametros avaliados, ndo foram
encontrados valores fora das faixas de referéncias
para nenhum dos grupos. Em conjunto estes dados
demonstram que os PJ, ao menos na dose de 100 mg/
kg, ndo alteram de maneira expressiva parametros
bioquimicos e hematoldgicos em camundongos.
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Tabela 1. Hemograma e analises plasmaticas de camundongos submetidos a tratamento com polissacari-
deos do jambo (PJ 100), com metotrexato (MTX 2,5) e com a associagao de polissacarideos e metotrexato
(PJ 250 + MTX 2,5).

RBC x 10¢/mm?
HGB g/dL
HCT %

MCV f/L

MCH pg

MCHC %

RDW %

PLT X10%/mm?
WBC /mm?
ALT U/L

AST U/L

FA U/L
Glicose mg/dL
Linfocitos %
Mondcitos %

Granuldcitos %

8,25+ 0,23
11,44 + 0,34
32,58 + 4,02
44,11 + 0,62
13,81+ 0,16
31,43 £ 0,34
14,34 + 0,33
407 + 52,4
5,25+ 0,60
51,24 + 5,22
344,5 + 26,26
119,6 + 41,76
179,7 + 12,93
57,31+ 1,70
51+0,75
37,46 + 1,33

8,58 + 0,14
11,91+ 0,29
38,16 + 0,49
44,55 + 0,58
13,83 £ 0,20
31,18 £ 0,67
15,5 + 0,24
462,33 + 16,89
5,05+ 1,18
42,21 + 4,53
214,05 + 35,28
47,9 5,29
132,05 + 26,15
64,96 + 2,32
4,96 + 0,40

7,93 £ 0,29
11,48 + 0,33
35,13 £ 1,37
44,36 + 0,50
14,47 + 0,35
32,8 £1,12
15,08 + 0,28
314 + 26,62
9,65 + 0,65 *
32,13 + 8,64
233,8 + 19,86
60,36 + 8,45
78,54 + 24,59 *
63,01 + 0,65
5,98 + 1,32

8,19 + 0,13
11,38 + 0,12
36,14 + 0,51
44,21 + 0,65
13,86 + 0,09
31,49 £ 0,41
13,07 £ 0,36 *
413,57 + 48,71
4,97 + 0,62
45,78 + 4,57
316,04 + 56,55
48,48 + 2,62
219,27 + 26,20
60,22 + 3,68
4,68 + 0,91

30,06 + 2,33 29,8 £2,72 35,08 + 3,56

0s dados foram expressos como média + EPM e foram analisados utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
Simbolo: * p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo. Legenda: RBC (globulos vermelhos); HGB (hemoglobina); HCT (hematécrito); MCV (volume
corpuscular médio); MCH (hemoglobina corpuscular média); MCHC (concentracdo de hemoglobina corpuscular média); RDW (amplitude de distri-
buicao dos globulos vermelhos); PLT (plaquetas); WBC (glébulos brancos); ALT/TGP (alanina aminotransferase/ transaminase glutamico-pirtvica);
AST/TGO (aspartato aminotransferase/ transaminase glutamico-oxalacética); FA (fosfatase alcalina).

Figura 2. Caracteristicas histologicas do tecido tumoral de Ehrlich em camundongos submetidos a tra-
tamento com polissacarideos do jambo (PJ 100, PJ 150, PJ 250), com metotrexato (MTX 2,5) ou com
a associacdo de polissacarideos e metotrexato (PJ 250 + MTX 2,5). A, B, C: Grupo veiculo. D: Grupo
PJ 150 mg/kg. E, F: Grupo PJ 250 mg/kg. G, H: Grupo PJ 250 mg/kg associado com MTX 2,5 mg/kg.
Parénteses indicam células viaveis do tumor de Ehrlich, setas indicam infiltrado de células inflamatorias,
enquanto asteriscos indicam areas de necrose. As amostras foram observadas em microscopio Optico na
ampliacdo de 20x.
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Considerando que os PJ provocaram reducao
do volume tumoral, analises histologicas dos tu-
mores foram realizadas. O padrao encontrado nos
tumores foi de necrose coagulativa, tipica de isque-
mia, com presenca de debris celulares (Figura 2).

As menores taxas de necrose foram encontradas
no grupo tratado com jambo na dose de 250 mg/kg
(35%), enquanto nos grupos veiculo, PJ 150 e no
grupo de associagdo, as taxas foram de 65%, 55% e
60%, respectivamente.

Figura 3. Parametros inflamatorios no tumor solido de Ehrlich em camundongos submetidos a tratamento
com polissacarideos do jambo (PJ 100, PJ 150, PJ 250), metotrexato (MTX 1,5) ou com a associacao de
polissacarideos ¢ metotrexato (PJ 250 + MTX 2,5). A: atividade de mieloperoxidase (MPO). B: atividade
de N-acetilglucosaminidase (NAG). C: nivel de nitrito (NO). Os resultados foram expressos como a média
+ EPM. Os dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *
p <0,05, comparado com o grupo controle (veiculo).
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Foram observados também infiltrados infla-
matodrios do tipo linfoplasmocitario peritumoral.
No grupo PJ 150, a resposta inflamatdria encon-
trada foi de discreta intensidade, enquanto nos
demais grupos foi de discreta a moderada inten-
sidade (Figura 2). No grupo PJ 250 também foi
possivel visualizar a presenca de um linfonodo
hiperplésico (Figura 2E), com foliculos linfaticos,
capsula visivel, linfocitose e invasdo tumoral por
contiguidade no tecido do linfonodo, indicando
que nesta dose a inflamacgao esteve mais presente
no microambiente tumoral.

Nas ultimas décadas, muitos polissacarideos
foram extraidos de plantas, algas e cogumelos, e
estes compostos tém atraido atengdo por sua ati-
vidade imunomoduladora e efeitos antitumorais.
Por exemplo, alguns compostos botanicos au-
mentaram a atividade citotoxica de macrofagos,
aumentaram a atividade antitumoral, aumentaram
a produgdo de nitrito, citocinas e quimiocinas
(24). Shin ¢ cols (2006) relataram que um polis-
sacarideo isolado da raiz Panax ginseng, mostrou
atividade na modulagdo do processo inflamato-
rio e efeito antitumoral, principalmente media-
da pelo aumento na producdo de 6xido nitrico
(NO) pelos macrofagos, aumentando a atividade
antitumoral dessas células (25). Considerando
estes dados de literatura e os achados histologi-
cos indicando infiltracdo de células inflamatorias
no tecido tumoral de Ehrlich, alguns parametros
associados a resposta inflamatoria foram mensu-
rados no tumor. As analises revelaram que os PJ
tém capacidade de reduzir a atividade da NAG
(grupos PJ 100 e PJ 250), relacionada a infiltra-
¢ao de macrofagos, bem como aumentar os niveis
de NO (grupo PJ 150), relacionado a ativagao de
monocitos e macrofagos (26) (Figura 3). Esses
resultados sugerem que o mecanismo pelo qual
os PJ tém atividade antitumoral pode envolver a
regulacdo do processo inflamatério no microam-
biente tumoral, porém sem apresentar relagdo
dose-resposta.

Os dados de NO corroboram os previamen-
te publicados por Shin e cols (2006) com outros
polissacarideos (25). Nos pardmetros referentes
a inflamagdo tumoral, a associa¢do entre o meto-
trexato e os polissacarideos, na dose de 250 mg/
kg, ndo se mostrou diferente dos tratamentos se-
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parados, ou seja, ndo houve efeito de potenciagio
na mediacdo do processo inflamatério quando
usados em combinac¢do. No entanto, para conclu-
sao acerca do efeito dos PJ no processo inflamato-
rio, outros parametros precisariam ser avaliados,
especialmente citocinas. A influéncia de polissa-
carideos de outras fontes nos niveis tumorais e
plasmaticos de citocinas ja foi descrita: elevagao
do fator de necrose tumoral a (TNF-a) em tumor
Walker-256 de ratos tratados com polissacarideos
extraidos do vinho tinto cabernet franc (21) e ele-
vagao de interleucina (IL)-6 em tumor de Ehrli-
ch (20). Adicionalmente, para testar os efeitos da
combinacdo de PJ + MTX na inflamagdo ¢ em
outras vias de transducdo celular, menores doses
de ambos os compostos poderiam ser testadas, a
fim de confirmar se suas acdes sdo sinérgicas ou
complementares.

O estresse oxidativo, e especialmente as es-
pécies reativas de oxigénio (ERO), participam da
iniciagdo, promoc¢ao e progressao do cancer, po-
rém o excesso de EROs em células tumorais ins-
taladas pode funcionar como um mecanismo de
desencadeamento de morte celular, o que tem sido
explorado como alvo para terapia antitumoral.
Neste contexto, a atividade dos polissacarideos do
jambo no sistema redox foi mensurada in vitro e
no tecido tumoral. Os PJ apresentaram atividade
antioxidante in vitro no teste do DPPH nas maio-
res concentracdes, especialmente a de 1000 pg/
mL (Figura 4C). Estes resultados mostram que es-
ses polissacarideos t€ém capacidade per se de eli-
minar radicais reativos quando em concentragdes
elevadas. Sendo assim, os polissacarideos do jam-
bo também poderiam ter um papel na modulagéo
do estresse oxidativo no ambiente tumoral in vivo,
mediando pardmetros como SOD e GSH. Embo-
ra os niveis de GSH observados no tumor (Figura
4A) ndo tenham apresentado variagdes significati-
vas estatisticamente, houve uma forte tendéncia a
reduzir os niveis tumorais pelo tratamento com PJ
(principalmente PJ 250, com reducao de 62% em
relagdo ao veiculo), atingindo p = 0,07. Ja em re-
lagdo a SOD (Figura 4B), houve elevagao estatis-
ticamente significativa (p < 0,05) no grupo tratado
com PJ 250 mg/kg em relagdo ao controle. Portan-
to, a elevagdo de SOD pode ser compensatoria aos
baixos niveis de GSH tumoral.
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Figura 4. Efeito dos polissacarideos do jambo nos parametros de estresse oxidativo no tumor sélido de
Ehrlich em camundongos e ensaio in vitro do potencial antioxidante frente ao radical livre DPPH. A: nivel
de glutationa reduzida tumoral, B: atividade de superoxido dismutase tumoral, C: atividade antioxidante
no teste do DPPH in vitro. Os resultados foram expressos como média + EPM. Os dados foram analisados

utilizando one-way ANOVA seguida do teste post-hoc de Bonferroni. * p < 0,05, comparado com o grupo
controle (veiculo ou 4gua).
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Dados da literatura mostram que polissaca- Com relagdo aos pardmetros de toxicidade sis-

rideos das raizes da planta chinesa Cynanchum témica, os grupos PJ 150 e PJ 250 apresentaram pe-
auriculatum tem acgdo antioxidante, uma vez que quenas variacdes de peso corporal, semelhantes ao
aumentam significativamente os niveis da enzima grupo controle, durante os 21 dias de experimento,
SOD e do antioxidante ndo-enzimatico GSH em cé- sem perdas de peso significativas (Figura 5A).
lulas danificadas por estresse oxidativo (27). Estes

resultados parcialmente corroboram com 0s nossos.
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Figura 5. Variagao do peso corporal (A) e peso no ultimo dia de experimento (B) de camundongos tratados
com veiculo, polissacarideos do jambo, metotrexato ou com a combinagao PJ + MTX. Os resultados foram
expressos como a média + EPM. Os dados foram analisados utilizando two-way ANOVA (A) e one-way
ANOVA (B), seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 6. Peso relativo dos 6rgaos aferido em camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos
do jambo (PJ 100, PJ 150, PJ 250), com metotrexato (MTX 2,5) ou com a associagao de polissacarideos e
metotrexato (PJ 250 + MTX 2,5). Os resultados foram expressos como a média + EPM. Os dados foram
analisados utilizando o teste one-way ANOVA seguida de teste post-hoc de Bonferroni.
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O grupo tratado com a associagdo PJ 250 +
MTX mostrou uma curva de peso corporal destoan-
te das demais, com valores de peso corporal sem-
pre inferiores aos dos demais grupos e progressi-
vamente em queda durante os 21 dias (Figura 5A),
dado que possivelmente reflete a toxicidade sisté-
mica do MTX na dose mais elevada (2,5 mg/kg),
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pois na dose menor de MTX (1,5 mg/kg), os ani-
mais mantiveram praticamente 0 mesmo peso ao
longo do experimento, e os animais tratados so-
mente com PJ 250 tiveram uma variagcdo média
positiva de peso no ultimo dia de experimento
(+2 ou + 3 g; Figura 5B).
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Figura 7. Parametros hepaticos de camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos do jambo
(PJ), metotrexato (MTX) ou com a associacdo de ambos. A: peso relativo do figado. B: nivel de GSH hepa-
tica. C: atividade de SOD hepatica. Os resultados foram expressos como a média = EPM. Os dados foram
analisados utilizando o teste one-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Bonferroni (A, B) e teste T de

Student (C). * p <0,05.

Peso relativo do Figado

B

GSH Figado

8 1500 -
61 — -8 10004
= ks
4 § 500
2-
0
0 T T T Aé‘
o
SR I A O RO SRS ——
XS AN A N AN
& QS &q ,&q xs* Jambo (mg/kg) s.\. )
Jambo (mg/kg) a2 o
s* &’\' QS‘\'
C SOD Figado
800- %
& 600-
S
°
5 400- N
[=2]
£
S 2004
0 . :
N ;
" &
QX
P

Nao houve alteragio significativa entre os gru-
pos no peso relativo dos orgaos (rins, bago e pul-
moes), quando normalizados pelo peso corporal
(Figura 6) em comparagdo ao grupo controle (vei-
culo). Sendo este um parametro indireto de toxici-
dade, os resultados indicam auséncia de toxicidade
sistémica dos polissacarideos do jambo.

Considerando o figado como um o6rgao im-
portante para a metabolizacao de faramacos, inclu-
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sive durante quimioterapia, alguns parametros de
funcdo hepatica foram analisados a fim de checar
se os polissacarideos e 0 MTX afetariam este or-
gdo. Nao houve alteracdo significativa no peso do
figado entre os grupos tratados ¢ o grupo veiculo
(Figura 7A). Sendo este um parametro indireto de
toxicidade hepatica, associado a normalidade das
transaminases hepaticas ALT e AST (Tabela 1), os
resultados sugerem auséncia de toxicidade hepatica
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dos polissacarideos do jambo. Além disso, nao fo-
ram encontradas diferengas significativas entres os
grupos nos niveis de GSH do figado (Figura 7B).
Porém, diferencas significativas foram observadas
nos niveis de SOD entre o grupo veiculo e o grupo
de associacdo (Figura 7C), mostrando que a asso-
ciacdo de metotrexato com os polissacarideos do

CIENCIAS FARMACEUTICAS

jambo induziu resposta antioxidante no figado. O
MTX pode alterar fungdes hepaticas, porém, tal
toxicidade se manifesta apds 30 dias de tratamen-
to (28). Portanto, os grupos que receberam MTX
neste trabalho ndo foram submetidos a terapia por
tempo suficiente para apresentarem alteracdes sig-
nificativas de hepatotoxicidade.

Figura 8. Caracteristicas histologicas do tecido hepatico de camundongos submetidos a tratamento com
polissacarideos do jambo (PJ), metotrexato (MTX) ou com a associa¢do de ambos. A, B: Grupo veiculo. C:
Grupo PJ 150 mg/kg. D: Grupo PJ 250 mg/kg. E, F: Grupo PJ 250 mg/kg associado com MTX 2,5 mg/kg.
Setas indicam infiltrado de células inflamatdrias. As amostras foram observadas em microscopio optico na

ampliacao de 20x.

A fosfatase alcalina, enzima que quando au-
mentada pode estar relacionada a colestase e da-
nos hepatobiliares (29), também ndo demonstrou
diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo controle e os demais avaliados (Tabela 1).
Estes resultados podem indicar que os polissacari-
deos do jambo também nao exercem efeito danoso
sobre as vias biliares.

Em todos os grupos experimentais a arqui-
tetura lobular do figado, visualizada na analise
histolégica, se manteve preservada e sem fibro-
se (Figura 8). Porém, os grupos PJ 150 e PJ 250
apresentaram infiltrado inflamatoério de intensida-
de moderada, enquanto no grupo da associagdo PJ
+ MTX foram encontrados niveis de inflamacgdo
de discreta a moderada intensidade, e auséncia
de infiltrado no grupo veiculo. O infiltrado en-
contrado foi do tipo linfohistiocitario, com lo-
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calizagdo predominantemente portal no grupo
PJ 150 (Figura 8C), e perivenular e periportal
no grupo PJ 250 (Figura 8D) e grupo associacio
(Figura 8E e 8F). Esta resposta inflamatoéria pode
estar relacionada a regulagdo imune-inflamato-
ria descrita na literatura para os polissacarideos,
bem como a resposta do figado a administragdo
oral dos polissacarideos (30), pois este orgdo ¢
alcancado rapidamente por compostos adminis-
trados por via oral, devido ao efeito de primeira
passagem (31).

Uma limitacdo deste estudo ¢ a auséncia da
mensuracdo de alguns parametros em determina-
dos grupos de tratamentos. Isto decorreu da ne-
cessidade de utilizar o mesmo material coletado
para diferentes analises. Por esta razao, em alguns
resultados descritos ha auséncia de certos trata-
mentos, a exemplo da Figura 7C.
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CONCLUSAO

Os polissacarideos do jambo apresentaram
efeito antitumoral contra o tumor de Ehrlich em
camundongos, provavelmente por regulagdo do
processo inflamatdrio no microambiente tumoral.
Adicionalmente, estes polissacarideos modularam
alguns parametros de estresse oxidativo no tumor e
ndo causaram alteracdes hematologicas, diferente-
mente do MTX, que reduziu glicemia e aumentou
WBC. Interessantemente, ndo ocorreu efeito de po-
tencia¢do na associacdo entre os PJ e MTX. Este
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