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“Our deepest fear is not that we are inadequate.

Our deepest fear is that we are powerful beyond measure.

It is our light, not our darkness that most frightens us.

We ask ourselves: WWho am | to be brilliant, gorgeous, talented, fabulous?’
Actually, who are you not to be?

[..]

As we let our own light shine

We unconsciously give other people permission to do the same.

As we are liberated from our own fear

Our presence automatically liberates others.”

- Marianne Williamson



RESUMO

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de cem doencgas que afetam diferentes
tipos celulares, mas que possuem algo em comum: o crescimento celular incontrolavel e
desorganizado. Uma das principais formas de tratamento do cancer € a quimioterapia, a
utilizacdo de farmacos para destruir as células cancerosas. As drogas utilizadas na
guimioterapia apresentam baixo indice terapéutico e alta citotoxicidade, exercendo seus
efeitos tanto sobre as células mutadas quanto sobre as células normais, levando a
inimeros efeitos colaterais. Levando em conta esses aspectos, se faz necessaria a
pesquisa de compostos com atividade antitumoral e que apresentem maior seletividade e
menor citotoxicidade, e nesse aspecto produtos naturais ganham muita notoriedade. Os
polissacarideos séo polimeros de monossacarideos, e diversas atividades biologicas de
polissacarideos extraidos de diferentes fontes sdo documentadas; porém, ndo existe
nenhum estudo referente a atividade bioldgica dos polissacarideos extraidos da berinjela.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antitumoral dos polissacarideos extraidos
da berinjela no modelo de carcinoma sélido de Ehrlich em camundongos. Apés a
inoculacdo s.c. de 2x10° células tumorais de Ehrlich no membro pélvico, os animais
receberam 100 ou 200 mg/kg dos polissacarideos da berinjela ou do veiculo (via oral
diariamente), metotrexato 2,5 mg/kg (via i.p a cada trés dias) ou uma associagédo da dose
de 100 mg/kg dos polissacarideos da berinjela e 1,5 mg/kg de metotrexato ao longo de 21
dias de experimento. Apos este periodo os animais foram anestesiados e eutanasiados, e
foi realizada a coleta de materiais biolégicos: sangue, tumor e 6rgaos (figado, baco,
pulmdes e rins). Os polissacarideos extraidos da berinjela foram capazes de inibir o
crescimento tumoral em todas as doses, principalmente na dose de 100 mg/kg (reducéo
de 51% quando comparados ao grupo veiculo). Apesar de apresentar atividade
antitumoral significante, a dose de 200 mg/kg causou a diminuicdo do peso corporal e da
gordura abdominal dos animais do grupo quando comparados ao grupo veiculo e naive,
efeito indesejado no tratamento de neoplasias. Foram realizadas analises dos parametros
de estresse oxidativo e processo inflamatorio no tecido tumoral, para avaliar se a acao do
composto se daria por alteragdes nesses parametros. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas nos grupos tratados com os polissacarideos quando comparados
com o grupo veiculo. In vitro, no teste do DPPH, os polissacarideos apresentaram
atividade antioxidante apenas em concentragcdes muito altas, que ndo seriam viaveis ao
serem transpostas para experimentos in vivo. Analises dos parametros de bioquimica
plasmatica e hemograma também apresentaram algumas alteragcdes entre 0s grupos,
porém permanecendo dentro dos limites para a espécie estudada. Esses resultados
demonstram que os polissacarideos da berinjela possuem um efeito antitumoral
significativo; porém, ndo ocorre por alteracbes no sistema antioxidante e processo
inflamatoério. Sdo necesséarios mais estudos para elucidar o mecanismo de acdo desses
polissacarideos.

Palavras-chave: cancer; polissacarideos da berinjela; atividade antitumoral; tumor sélido
de Ehrlich; estresse oxidativo; parametros inflamatorios.



ABSTRACT

Cancer is the name given to a set of more than 100 diseases that affect several cell types,
but all of them have something in common: the incontrollable and unorganized cell growth.
One of the main forms of cancer treatment is chemotherapy, which is the use of cytotoxic
drugs to destroy cancer cells. The drugs used in chemotherapy present low therapeutic
index and high toxicity, exerting its effects in mutated cells and normal cells, leading to
numerous side effects. Taking these aspects in account is necessary the search of
compounds with antitumor activity that possess greater selectivity, and in these aspects
natural products have notoriety. Polysaccharides are monosaccharides polymers, and
several biological activities of polysaccharides extracted from different sources are
documented; however, there are no studies about the biological activities of the
polysaccharides extracted from eggplant. The aim of this project was to evaluate the
antitumor activity of the polysaccharides extracted form eggplant in the Ehrlich solid
carcinoma model in mice. After the s.c. inoculation of 2x10° Ehrlich tumor cells in the
pelvic limb, the animals received 100 or 200 mg/kg of the eggplant polysaccharides or
vehicle (orally, daily), methotrexate 2.5 mg/kg (i.p. twice a week) or an association of 100
mg/kg eggplant polysaccharides and 1.5 mg/kg methotrexate throughout 21 days of
experiment. After this period, the animals were anesthetized and euthanized, and the
biological material were collected: blood, tumor and organs (liver, spleen, lungs and
kidneys). The eggplant polysaccharides were capable of inhibits the tumor growth in both
doses, especially at 100 mg/kg (51% reduction when compared to the vehicle group).
Although the 200 mg/kg dosage presented a significant antitumor activity, it causes a
decrease of body weight and abdominal fat when compared to the naive and vehicle
groups, an unwanted effect in the cancer treatment. Oxidative stress and inflammatory
parameters were measured in tumor tissue to evaluate if the compound acts by these
processes. No significant differences were observed between the groups treated with the
polysaccharides and the vehicle. In vitro, in the DPPH test, the polysaccharides didn’t
show antioxidant activity. Analysis of plasma biochemistry and hematological parameters
present alterations between groups, but none of them were out of the species regular
standards. These results show that the eggplant polysaccharides possess a significant
antitumor activity; however, it does not occur through alterations of the antioxidant system
and inflammatory process. More studies are necessary to clarify the action mechanism of
these polysaccharides.

Key words: cancer; eggplant polysaccharides; antitumor activity; Ehrlich solid carcinoma;
oxidative stress; inflammatory parameters.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

Céancer é o nome dado a um extenso conjunto de doengas que acometem 0s mais
diversos tipos celulares do organismo, mas que possuem uma caracteristica em comum:
0 crescimento ndo controlado e muitas vezes agressivo das células acometidas. O cancer
€ uma doenca multifatorial, decorrente de diversos tipos de injurias ao organismo, visto
que tanto fatores hereditarios (como a predisposicdo genética) quanto fatores
comportamentais (como o estilo de vida, levando em conta habitos alimentares,
exercicios, entre outros) estdo envolvidos, e 0 acumulo de desbalancos nessas condicfes

pode levar ao aparecimento dessa doenca (INCA, 2018).

Um dos tratamentos mais utilizados para o cancer € a quimioterapia, o emprego de
farmacos para eliminar as células neoplasicas. Estes medicamentos apresentam baixo
indice terapéutico e efeitos citotoxicos, levando a diversos efeitos colaterais que
prejudicam a qualidade de vida do paciente. Devido aos prejuizos que essa terapia traz
aos usuarios, existe grande interesse na busca de novos farmacos que causem menos
danos ao organismo. Estudos publicados demonstram a atividade antitumoral de fracGes
de polissacarideos extraidos de diversas fontes (KHOTARI, 2018; ZHU, 2018; XU, 2015),
porém ndo existem estudos que demonstram a eficacia antitumoral dos polissacarideos

extraidos da berinjela, um fruto consumido em todo o mundo.

A hipotese deste trabalho € que os polissacarideos extraidos da berinjela tém
atividade antitumoral, sem induzirem efeitos adversos. Para testar esta hipotese, criada a
partir de um estudo piloto com uma Unica dose, um estudo néo-clinico foi realizado,

utilizando o tumor de Ehrlich em camundongos como ferramenta de investigacao.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral desse projeto foi investigar a atividade antitumoral dos
polissacarideos extraidos da berinjela em modelo de carcinoma sélido de Ehrlich em

camundongos.
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1.2.2 Objetivos Especificos
- Avaliar o crescimento tumoral em camundongos tratados e nado tratados com o0s

polissacarideos da berinjela;

- Avaliar o estresse oxidativo e suas implicacdes no desenvolvimento tumoral e no

metabolismo hepatico diante dos tratamentos;

- Avaliar parametros hematolégicos e bioquimicos e peso de érgdos como indicativos de

toxicidade do tratamento com os polissacarideos;

- Avaliar a influéncia do tratamento com os polissacarideos em parametros inflamatorios

no tecido tumoral.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O céancer € a segunda principal causa de morte no mundo, sendo responséavel por 9,6
milhdes de mortes no planeta em 2018. Cerca de 70% das mortes por neoplasias ocorrem
em paises de baixa e média renda, onde o diagndstico é tardio e o tratamento de
gualidade muitas vezes é inacessivel. No Brasil estima-se que no ano de 2018 o niumero
de casos novos de cancer (Figura 1) chegou a mais de 580 mil casos em homens e
mulheres (INCA, 2018). Segundo dados da OMS (2018), em 2017, menos de 30% dos
paises de baixa renda possuiam laboratérios de patologia disponiveis para o setor
publico, enquanto mais de 90% dos paises de alta renda possuiam tais servicos

disponiveis (OPAS, 2018), que sdo fundamentais para os diagnosticos de cancer.

Prastata 68.220 NT% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 18.740 8.7% Cdlon e Reto 18.980 9.4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estimago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tirecide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpa do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Central 5510 27%
Sistema Nervoso Central 5.810 27% Leucemias 4.860 24%

*Numeros arredondados para mltiplos de 10.

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos tipos de cancer mais comuns no Brasil em 2018. Fonte: INCA (2018)
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2.1.1 Historico

O céancer é uma doenca conhecida ha milénios; relatam-se casos desde
civilizacdes anteriores a Cristo, em populagbes como a egipcia e a persa. As definicdes
mais antigas dessa enfermidade foram dadas por Hipdcrates, na Grécia por volta do
século IV (A.C.), descrevendo a presenca de tecidos duros, que muitas vezes
reapareciam depois de eliminados e que eram capazes de espalhar-se pelo corpo,
levando a morte dos pacientes. Nessa época, acreditava-se na teoria humoral, segundo a
qual a saude era definida pelo equilibrio dos quatro fluidos corporais (humores): sangue,
fleuma, bile amarela e bile negra, e o cancer era derivado do desequilibrio entre esses
liquidos (TEIXIERA, 2007).

No século XV, com a descoberta do sistema linfatico, o cancer passou a ser
relacionado com o desequilibrio especifico da linfa no organismo; as sangrias eram tidas
como o tratamento mais adequado. Apenas no século XVIII, com os avanc¢os dos estudos
de anatomia patoldgica e biologia celular, o cAncer passou a ser visto como uma doenca
local (TEIXIERA, 2007). Atualmente, o cancer é tido como um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir

tecidos e o0rgaos e espalhar-se para diferentes regides do organismo (INCA, 2018).

7

A proliferacdo celular € um processo necessario para o organismo; as células
normais do organismo tém a capacidade de se multiplicar de maneira continua e natural,
de acordo com estimulos fisioldgicos ou patoldgicos que incidam sobre elas, tendo esse
crescimento controlado pelo ciclo celular. No entanto, as células cancerosas nédo tem seu
crescimento controlado por este ciclo, e continuam se dividindo de maneira
descontrolada, levando a formacédo de outras células anormais. Esse crescimento ndo
depende de estimulos fisioldgicos ou patolégicos, ou entdo persiste mesmo depois da

finalizacdo dos estimulos (INCA, 2018).

2.1.2 Carcinogénese

A carcinogénese é um processo que, em geral, ocorre lentamente, podendo levar
até varios anos para que um tumor se torne detectavel. Carcin0genos sao fatores
responsaveis pelo desenvolvimento de canceres, e podem ser classificados como
enddgenos e exdgenos. Os fatores comportamentais séo relacionados ao estilo de vida,
como socioecondmicos, alimentacdo, radiacdo ionizante e nao-ionizante, xenobidticos,

diversos virus (Epstein-Barr, papiloma humano, hepatite), consumo de etanol e cigarro,
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entre outros (TANAKA, 2013). A carcinogénese ocorre quando as células sdo expostas a
esses agentes por periodos de tempo e frequéncia determinados. Os agentes
carcindgenos possuem a capacidade de alterar a estrutura do DNA das células sob quais
eles incidem; também podem induzir a erros na duplicacdo do material genético durante a
divisdo celular. Existem mecanismos de reparo celular para corrigir esses erros, porém
alguns erros escapam dos sistemas de reparacdo e se tornam pequenas mutacdes no
DNA, que se acumulam e séo passadas para as células filhas durante a divisdo (INCA,
2018). As mutagOes que contribuem para o aparecimento do cancer atuam principalmente
em alguns genes especificos: proto-oncogenes, que codificam proteinas que regulam a
diferenciacdo e proliferacdo celular (e quando mutados sdo chamados de oncogenes, e
sdo responsaveis pela malignizacdo das células), genes supressores de tumor, que
regulam a divisdo celular, e genes de reparo, que identificam e corrigem erros no DNA
(NCI, 2017).

A carcinogénese é composta de trés estagios (Figura 2): iniciacdo, promocao e
progressdo. No estagio de iniciacdo, 0os genes sofrem a acdo de agentes carcindégenos e
escampam dos mecanismos de reparo a cada ciclo da divisdo celular. A promocéao
tumoral é caracterizada pelos estimulos mitéticos incidentes sobre as células iniciadas,
aumentando o numero de divisdes celulares e/ou diminuindo a apoptose celular. A
progressdo tumoral é irreversivel, pois as células apresentam instabilidade genética,
aumento da producéo de fatores de crescimento, alteracdo no metabolismo e morfologia
celulares, angiogénese, além da capacidade de invasao tecidual e metastase (TANAKA,
2013).

Estagio de iniciagio: Estagio de promogio: Estagio de progressio:
Os genes sofrem agdo Os agentes oncopromotores Caracterizado pela multiplicagio
dos agentes cancerigenos atuam na célula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Figura 2 - Estagios da carcinogénese. Fonte: INCA (2017)
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2.1.3 Tratamentos

A selecdo do tratamento depende do tipo de céancer, estagio, progressao e
localizacéo. Cirurgia, quimioterapia e radioterapia sdo alguns dos tratamentos tradicionais
mais utilizados mundialmente. Algumas das modalidades mais modernas sao a
hormonioterapia, imunoterapia, utiliza¢cdes de células tronco, entre outras. A cirurgia € um
dos tratamentos de escolha de tumores malignos e benignos, pois leva a menos dano aos
tecidos adjacentes quando comparados a outras modalidades; a radioterapia tem como
principio a ionizacdo de células, o que pode matar as células diretamente ou altera-las
geneticamente, levando-as a apoptose (ABBAS, 2018).

A quimioterapia utiliza-se de diferentes classes de farmacos que atuam por
mecanismos de acdo distintos, porém todos tem o objetivo em comum de frear a
progressao tumoral, acabando com sua capacidade de divisdo celular e levando a morte
celular (ABBAS, 2018). Algumas classes de quimioterdpicos sdo antimetabdlitos,
antimicrotubulos, agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase, entre outras; uma das
classes de medicamentos utilizados na quimioterapia é a dos antimetabdlitos, substancias
gue possuem a estrutura quimica semelhante a de um metabdlito fundamental para a
sintese de DNA. O metotrexato (MTX) é um antimetabdlito muito utilizado, que atua como
analogo do acido folico, necessario para a formacédo de tetrahidrofolato, componente da
sintese das purinas e pirimidinas, e assim impede a divisao celular e a multiplicacdo das
células tumorais (ACS, 2017). No presente trabalho o MTX foi utilizado como controle
positivo.

O lado negativo das drogas quimioterapicas consiste no fato de que sdo pouco
seletivas e altamente citotoxicas, exercendo seus efeitos tanto sobre as células
neoplasicas quanto sobre as células normais, levando aos diversos efeitos colaterais
decorrentes da morte de células saudaveis, e conhecidos nessas terapias, como cefaleia,
fraqueza, fadiga, vOomito, nausea, perda de cabelo, diarreia, mucosite, neuropatia, boca
seca, entre outros (ASLAM, 2014). Aproximadamente 60% dos ensaios clinicos de alta
gualidade ao redor do mundo estdo concentrados na area de pesquisa do cancer, pois se
buscam farmacos que sejam mais seletivos e menos citotoxicos, exercendo seus efeitos
apenas nas células mutadas, diminuindo os efeitos colaterais e aumentando a qualidade
de vida dos pacientes (ABBAS, 2018).
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2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

A respiracdo aerObica € o processo de obtencdo de energia pelo organismo, e
como resultado desse processo sdo gerados diversos compostos secundarios. Estes
compostos sdo necessarios para certos eventos celulares como transducdo de sinal,
ativagdo enzimética, expressdo génica e controle de atividade de caspase durante a
apoptose. Menos de 5% dos compostos gerados ha respiracao aerdbica podem ser toxico
para a célula se suas concentra¢cdes aumentarem, podendo levar a um quadro conhecido

como estresse oxidativo (SOSA, 2012).

O estresse oxidativo pode ser descrito como o desbalanco entre a acao toxica de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e a capacidade do sistema antioxidante de
detoxificar os produtos reativos ou de reparar os danos causados por essas espécies
(GULBAS, 2013). As espécies reativas sdo fragmentos moleculares contendo um ou mais
elétrons ndo pareados, o que geralmente os faz altamente reativos, podendo levar a
danos a macromoléculas, resultando em instabilidade cromossomal, mutacdes e
modulacdo do crescimento celular (POPRAC, 2017). A principal fonte de estresse
oxidativo no organismo sdo as mitocondrias, onde se localizam as enzimas da cadeia
respiratoria; fontes externas incluem radiacdo UV e compostos quimicos — como

poluentes, cigarro e alcool (SOSA, 2012).

O sistema antioxidante é composto de moléculas e enzimas antioxidantes,
mencionadas na Figura 3. As moléculas incluem substancias endégenas (glutationa) e
obtidas pela alimentacdo (vitaminas C e E), e os antioxidantes enzimaticos principais
incluem a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST),
entre outras (MATSCHKE, 2018). A glutationa reduzida (GSH) é a molécula antioxidante
mais importante do organismo. Ela pode atuar diretamente em rea¢gfes ndo-enzimaticas
com radicais oxidantes, ou como doador de elétrons na reducdo de NADPH em NADP,
catalisada pela enzima glutationa redutase. A enzima superéxido dismutase (SOD),
catalisa a reacdo de dismutacdo do anion superoxido (O,) em oxigénio e peroxido de
hidrogénio, para sua posterior eliminacado do organismo. A peroxidacao lipidica ocorre nos
acidos graxos poli-insaturados, que estdo presentes em altas concentracbes nas
membranas celulares. O ataque de radicas livre a esses lipideos causa danos na
membrana, podendo levar a destruicdo das células e dar origem a compostos com

propriedades citotdéxicas e mutagénicas (MATSCHKE, 2018).
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Figura 3 - Principais mecanismos de dano celular via estresse oxidativo e principais defesas antioxidantes
do organismo. FONTE: o autor (2019). Legenda: GSH, glutationa reduzida; GSSH, glutationa oxidada;
NADP, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; NADPH, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida; H,0,, perdxido de hidrogénio; O, &nion superoxido; °OH, radical hidroxila: Fe” composto ferroso;

Fe** composto férrico.

O estresse oxidativo pode levar a mudancas irreversiveis no material genético,
caracterizando um dos primeiros passos de eventos como a mutagénese, carcinogénese
e envelhecimento. E descrita na literatura uma relagdo entre o aumento das espécies
reativas intracelulares e a patogénese do cancer: estresse oxidativo estd envolvido em
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo danos no DNA que podem iniciar
a carcinogénese (GULBAS, 2013). Células cancerosas sao capazes de se adaptar no
inicio do desbalanco, aumentando a producdo das defesas antioxidantes do tecido
tumoral, tornando o tecido protegido de futuros indutores de estresse oxidativo, como
radio e quimioterapia (POPRAC, 2017).

Os radicais livres podem estar envolvidas na iniciacdo e progressao tumoral, e
novas abordagens terapéutico-preventivas sdo o uso de antioxidantes para impedir vias
de sinalizagédo de sobrevivéncia tumoral induzidas por ROS (GULBAS, 2013). Assim,
buscam-se substancias que tenham efeito antioxidante e tenham como caracteristicas:
reatividade perante radicais oxidantes, disponibilidade e cuja agao resulte em um produto
menos danoso (MATSCHKE, 2018). Para tanto, podem ser utilizados compostos capazes
de interagir com espécies reativas de oxigénio, minimizando sua ag¢ao no organismo,
reparando moléculas danificadas ou substituindo as moléculas alvo nas reacdes
(POPRAC, 2017). Por outro lado, quando o tumor esté instalado, substancias que possam

aumentar o estresse oxidativo de células tumorais, levando-as a morte, sdo desejadas.
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Varios compostos naturais tém atividade antioxidante, como extratos e compostos
isolados de plantas, e alguns polissacarideos, como os extraidos do jambo (dados néo
publicados do nosso laboratério). Uma substancia ideal para atuar neste contexto deveria
induzir estresse no tecido tumoral, mas ter efeito antioxidante nos tecidos saudaveis. O
presente trabalho avaliou tais efeitos dos polissacarideos extraidos da berinjela no

modelo tumoral de Ehrlich.

2.3 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo carboidratos formados pela polimerizacdo de mais de dez
monossacarideos (como glicose, frutose e manose) através de ligacdes glicosidicas;
alguns dos polissacarideos mais conhecidos sdo o amido, a celulose e quitina. S&o
compostos encontrados naturalmente na dieta, pois sdo abundantes em plantas, algas e
animais. Nos animais, sdo muito bem distribuidos e encontrados em quase todos 0s
tecidos e 6rgaos (MACIEL, 2019).

Os polissacarideos possuem um amplo espectro de efeitos bioldégicos, como
antitumoral, anticoagulante e modulador do sistema imune. Muitos polissacarideos sdo
reconhecidamente ndo toxicos e seguros para atuarem como adjuvantes no tratamento de
cancer (LIU, 2019). A atividade antitumoral de alguns polissacarideos ja € documentada:
Kothari e colaboradores (2018) demonstraram a atividade antitumoral de polissacarideos
extraidos de cogumelos em células de carcinoma de pulm&o; Zhu e colaboradores (2018)
relataram a atividade antitumoral dos polissacarideos da Laminaria japonica, uma alga
japonesa, em camundongos com tumor hepético de células hepatoma-22. Xu e
colaboradores (2015) mostraram que os polissacarideos extraidos de brdcolis possuem
atividade antitumoral diante de células cancerosas das linhagens HepG2 (cancer
hepatico) e MDA-MB-231 (tumor de mama triplo negativo). Nosso grupo de pesquisa, no
Laboratério de Farmacologia e Metabolismo da Universidade Federal do Parand, possui
publicacbes da atividade antitumoral de polissacarideos in vivo e in vitro: Adami e
colaboradores (2018) e Tamiello e colaboradores (2018) demonstraram, respectivamente,
a atividade antitumoral dos polissacarideos extraidos do pimentdo verde e do jambo no
modelo de carcinoma de Ehrlich; enquanto Stipp e colaboradores (2017) mostraram que a
fracdo soltvel de polissacarideos do vinho tinto inibiu o crescimento do tumor Walker-256
em ratos. Mesmo que inumeros estudos demonstrem a atividade antitumoral de diferentes

polissacarideos em diversos modelos in vitro e in vivo, existem raros ensaios clinicos
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humanos finalizados utilizando polissacarideos, devido ao amplo espectro de interagées

com estruturas celulares que os polissacarideos exercem (LIU, 2019).

A berinjela, fruto da planta Solanum melongena, possui documentada a utilizacao
de seus extratos na terapéutica para o tratamento de queimaduras, doencas inflamatorias
(gastrite, estomatite e artrite), e seus metabdlitos secundarios demonstram atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora e hipoglicemiante (GURBUZ, 2018). Apesar
de diferentes extratos da berinjela terem atividades biol6gicas demonstradas, ndo existem
estudos que demonstrem a atividade de seus polissacarideos, especialmente a atividade
antitumoral, razéo pela qual este foi 0 objeto de estudo do presente trabalho. Para tanto, o

tumor murino de Ehrlich foi utilizado como modelo.

2.4 TUMOR DE EHRLICH

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia observada pela primeira vez em 1886 por Paul
Ehrlich, como um tumor de tecido mamario em camundongos fémeas. Em 1905, Paul
Ehrlich e Hugo Apolant utilizaram essas células de maneira experimental, transplantando
0s tecidos tumorais por via subcutanea de camundongo para camundongo
(FRANJACOMO, 2016). Em 1932, Hans Loewenthal e Gertrud Jahn inocularam as células
de Ehrlich na cavidade peritoneal de camundongos e obtiveram um liquido ascitico
contendo um grande numero de células tumorais, e esse liquido era facilmente
transmissivel para outros animais. Essa variante de tumor foi mais tarde batizada de
tumor ascitico de Ehrlich (ALDUBAYAN, 2018).

Estudos demonstram que apos a inoculacdo subcutdnea no membro posterior de
camundongos foi possivel observar o desenvolvimento do tumor solido nos animais em
até 14 dias apo6s a inoculacdo (BASSIONY, 2014), enquanto nos trabalhos desenvolvidos
em nosso Laboratério (ADAMI, 2018; TAMIELLO, 2018) foi observado o desenvolvimento
do tumor solido no sétimo dia apds a inoculagéo. Apos a inoculagdo de células tumorais,
ocorrem alteracdes organicas como diminuicdo da sintese proteica, diminuicdo da
concentragdo de ATP intracelular, diminuicdo do niumero de mitocondrias, aumento dos
triglicerideos, entre outras (OZASLAN, 2011).

O tumor de Ehrlich é utilizado e aceito mundialmente como modelo experimental de
cancer devido a alguns fatores: facil cultivo e transferéncia, altos niveis de malignidade e

proliferacdo rapida, permitindo uma avaliacdo in vivo mais curta. O carcinoma de Ehrlich



19

se assemelha a tumores humanos devido a sua sensibilidade a quimioterapia (presente
em alguns tipos de tumores de mama), por se tratar de tecido indiferenciado e devido a
sua taxa de crescimento rapida (OZASLAN, 2011). Por estas razdes este tumor foi

escolhido como modelo de neoplasia para este estudo.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 POLISSACARIDEOS PARA TRATAMENTO DO TUMOR
Os polissacarideos extraidos da berinjela foram preparados, analisados,

caracterizados (dados nao publicados) e fornecidos pela Profa. Dra. Lucimara Mach
Cortes Cordeiro, do Departamento de Bioquimica da UFPR. Os frutos organicos de
berinjela (Solanum melongena) limpos, secos e moidos foram pesados e submetidos a

trés processos de extracdo, como descrito a seguir, e depois purificados:

3.1.1 Extragdo com cloroférmio — metanol
Os frutos moidos foram deslipidificados seis vezes com cloroféormio-metanol (1:1,

v/v), em aparelho extrator Soxhlet, a 60°C, 500 ml, por 8 horas. Os extratos foram

reunidos e evaporados até a secura.

3.1.2 Extracdo aquosa
O material deslipidificado foi submetido a quatro extracdes aguosas sequenciais.

Cada extracéo foi realizada sob refluxo, a 100°C, 500 ml, por 4 horas. Os extratos foram

reunidos, precipitados em excesso de etanol, centrifugados e liofilizados.

3.1.3 Purificagdo dos polissacarideos
As fracdes foram solubilizadas em agua destilada e submetidas a digestao

enzimética sob agitacdo para retirada do amido. Foi utilizada a enzima a-amilase
termoestavel (SIGMA) dentro das condicbes recomendadas pelo fabricante. O
acompanhamento da degradacdo do amido foi realizado pelo teste do lugol.
Posteriormente, com a fracao soluvel obtida da extracdo aquosa foi realizada a separacao
dos polissacarideos por congelamento e degelo, segundo GORIN e IACOMINI (1984).
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3.2 ANIMAIS

Para os experimentos, foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus)
fémeas, pesando entre 25-30 g, cedidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. Todos os animais utilizados foram mantidos sob
condi¢cBes controladas de temperatura (22 + 3°C), iluminacéo (ciclo claro/escuro de 12
horas) e umidade, com livre acesso a agua e racdo. Os protocolos experimentais
utilizados durante o projeto seguiram as normas internacionais de experimentacdo em
animal, sendo aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (certificado 1063).

3.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS TUMORAIS

Antes que as células de Ehrlich fossem utilizadas para induzir o tumor sélido, foi
necessaria a verificacao da sua viabilidade. Para isso, as células de Ehrlich, armazenadas
em freezer -80°C, foram descongeladas e passaram por um processo de contagem e
verificacdo de viabilidade pelo método direto do azul de tripan.

O protocolo estabelecido no Laboratério de Farmacologia e Metabolismo da UFPR
primeiramente utiliza uma diluicdo 1:10, contendo 100 pL do liquido ascitico congelado e
900 uL de PBS (NaCl, KCI, NH,PO4, Na,HPO,7H,0). Dessa solucéo, sédo retirados 100
uL, que misturados com 900 uL de PBS d&o origem a diluicdo 1:100. Para o preparo da
solucdo corante sé@o utilizados 10 pL da diluigdo 1:100 e 10 uL do corante azul de tripan
0,4%; em seguida 10 uL da solugéo corante foram inseridos na camara de Neubauer, que

foi levada ao microscépio.

Na camara de Neubauer (Figura 4) foi realizada a contagem das células viaveis e
nao-viaveis nos quatro quadrantes externos. O azul de tripan n&o é capaz de atravessar
membranas celulares quando as mesmas estdo intactas; assim sendo, ndo é capaz de
corar as células viaveis, que ficam transparentes quando observadas. As células néo-

viaveis, devido a danos em sua membrana, sdo coradas em azul.
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Figura 4 - Desenho esquematico da Camara de Neubauer e seus quadrantes utilizados para a
contagem celular (b). Fonte: LIMA (2017).

Para o ajuste do numero de células, tem-se o calculo:

células

N = Ax10° * 100 * 2

Onde:
10* = Valor de correcdo da camara de Neubauer
100 = Fator de diluicao (1:100)

2 = azul de tripan (10 pL da diluicdo 1:100 e 10 pL de corante)

3.4 REPIQUE DAS CELULAS TUMORAIS E INOCULACAO

Para aumentar a viabilidade e a malignidade, as células de Ehrlich passaram por
um processo de “cultivo celular” in vivo, denominado repique. Nesse processo,
camundongos foram inoculados com 0,2 mL de uma suspenséo contendo 2 x 10° células
de Ehrlich (obtidas apés procedimentos do item 3.3) no quadrante inferior da cavidade
peritoneal. Esses animais foram mantidos por aproximadamente 10 dias, até
desenvolverem um volume consideravel de ascite no peritbnio. Os animais foram
anestesiados e eutanasiados, e foi realizada a coleta do liquido ascitico. O procedimento
de avaliacédo da viabilidade descrito no item 3.3 e o repique das células tumorais foram
realizados novamente, até que as ceélulas tumorais apresentassem alta contagem e

viabilidade. Quando as células alcancaram viabilidade superior a 95%, 0,2 mL da
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suspensdo contendo 2 x 10° de células foram inoculados no membro pélvico direito, via

subcutanea, de cada animal para o desenvolvimento do tumor solido.

3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

De acordo com trabalhos do nosso grupo de pesquisa (CORSO et al.,, 2019;
ADAMI et al., 2018), no modelo de tumor sélido de Ehrlich, o tumor se torna palpavel a
partir do 7° dia de tratamento, quando a massa ja é perceptivel. No dia seguinte apés a
inoculacao (dia 1) foram iniciados os tratamentos, diariamente por 21 dias consecutivos,
via oral, ou intraperitoneal a cada trés dias. As doses foram definidas de acordo com
estudos prévios do grupo de pesquisa e pela realizacdo de um estudo piloto; os grupos

experimentais, com n = 8 camundongos, foram:
Grupo I: animais sem tumor e tratados com agua destilada (grupo NAIVE)
Grupo II: animais com tumor e tratados com agua destilada (grupo VEICULO)

Grupo |lll: animais com tumor e tratados com a dose | (100 mg/kg) de

polissacarideos extraidos da berinjela oral (grupo POLI 100)

Grupo IV: animais com tumor e tratados com a dose Il (200 mg/kg) de
polissacarideos extraidos da berinjela (grupo POLI 200)

Grupo V: animais com tumor e tratados com a dose | (100 mg/kg) de
polissacarideos extraidos da berinjela, associados com 0,3 mL (1,5 mg/kg) de
metotrexato (grupo ASSOCIACAO)

Grupo VI: animais com tumor e tratados com a dose de 2,5 mg/kg de metotrexato

intraperitoneal duas vezes por semana (grupo CONTROLE POSITIVO)

Em todos os dias do tratamento foi avaliado o peso corporal de cada animal, assim

como o volume tumoral a partir de quando o tumor tornou-se palpavel (Figura 5).
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- Avaliagdo do peso corporal
- Tratamentos:
(1) Naive
(2) Veiculo
(3) Poli 100 mg/kg v.o
(4) Poli 200 mg/kg v.0
(5) Associacdo poli 100 mg/kg v.o + MTX 1,5 mg/kgi.p
(6) MTX 2,5 mg/kgi.p
|

Repiques: 1 1 1 | - .
- Viabilidade celular = Dia 22: Anestesia,
- Quantidade de células I I I I eutandsia e coleta de
tumoraisdeEhrlich b0 g piag Dia 7 Dia2l  ateriais biologicos:

|
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Figura 5 - Delineamento dos experimentos in vivo em camundongos inoculados com células de Ehrlich.
Fonte: o autor (2019).

No 22° dia de experimento, os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal e foi realizada a coleta de materiais
biolégicos para andlises: sangue da veia cava abdominal, 6rgéos (figado, rins, pulmdes e
tecido adiposo intra-abdominal) e tumor; ap6s a coleta sanguinea e dos 6rgados, 0s
animais foram eutanasiados. As amostras de tecido hepatico (para determinacdo de
parametros de estresse oxidativo) e tecido tumoral (para a avaliacdo do processo

oxidativo) foram armazenadas em freezer -80°C, para andlises posteriores.

Para obter a medida do volume tumoral, um paquimetro digital foi utilizado. Para o
calculo, foram utilizados o menor e maior didmetro, utilizando a seguinte formula
(MISHRA, 2017):

Vol (cm®) =L xW? x 0,52
Onde:
L: maior diametro tumoral (cm)

W: menor diametro tumoral (cm)
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3.6 ANALISES DE BIOQUIMICA PLASMATICA E HEMOGRAMA

Apos a finalizacdo dos tratamentos e anestesia dos animais, foi retirado
aproximadamente 1,0 mL de sangue da veia cava abdominal; esse sangue foi
armazenado no gelo e levado para o Hospital Veterinario da UFPR. Através do sistema
automatizado para andlises do plasma, foram mensurados alguns parametros de funcéo
hepatica e metabdlica do organismo, e também foram mensurados parametros
hematolégicos. Para a funcdo hepatica, foram mensurados os niveis das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), consideradas
biomarcadores para o funcionamento desse 0Orgdo; para a funcdo metabdlica, foram
mensurados: a quantidade de proteinas totais no plasma, albumina, globulina, e glicemia;

e para avaliar a funcao renal, creatinina e ureia foram mensuradas.

3.7 ANALISES DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para as analises dos parametros de estresse oxidativo, as amostras de tecido
hepético e tumoral foram homogeneizadas em 2,7 mL de tampao fosfato de potéssio.
Para as analises da concentracdo de proteinas, atividade enzimatica da superdxido
dismutase (SOD), niveis de lipoperoxidacdo (LPO), as amostras foram centrifugadas a
velocidade de 9700 x g durante 20 minutos a 4°C; 50 yL do sobrenadante foram

misturados a 450 pL de tampéo fosfato, e utilizados nos testes.

Para a determinagao dos niveis de glutationa (GSH), 100 uL do homogenato puro e
100 pL de Acido Tricloroacético (ATC) 12,5%, foram centrifugados na velocidade de 6000

X g por 15 minutos a 4°C, dando origem a diluicdo utilizada nesse ensaio.

3.7.1 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Para a medida dos niveis de GSH presentes nas amostras de figado e tumor, foi
utilizado o método descrito por Sedlak & Lindsay (1968), que se baseia na interacéo entre
a glutationa e o 5,5-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico) (DTNB). Para a leitura dos resultados,
20 pl da diluicdo para GSH foram adicionados na placa de 96 poc¢os; em seguida, foram
adicionados 280 ul de Tris-HCI e 5 yl de DTNB em metanol. A absorbancia foi medida a
415 nm em espectrofotdmetro de microplaca, utilizando GSH como o padréo externo. Os

resultados foram expressos em ug de GSH/ g de tecido.
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3.7.2 Determinacéo da atividade da enzima superoxido desmutase (SOD)

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do radical superoxido em peroxido de
hidrogénio, preparando a eliminacdo das espécies reativas do organismo, sendo a
primeira linha de defesa do organismo contra os radicais livres (AZADMANESH, 2017).
Foram adicionados 60 pL da diluicdo 1:10 em uma solugéo contendo tampéo de 1327,5
ML de Tris-EDTA, e adicionadas a 100 pyL de uma solugdo de pirogalol 15 mM. Apods
incubacédo por 20 min, a reacéao foi interrompida com 50 uL de solugado de HCla 1 M. Em
seguida, 300 pL de cada amostra foram plaqueados, em triplicata, e a leitura foi realizada
em espectrotdbmetro de microplaca a 440 nm. A atividade da enzima foi expressa em

unidades de SOD por miligrama de proteina total (U SOD/ mg proteina).

3.7.3 Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica (LPO)

Para a determinacdo dos niveis de peroxidacéo lipidica nas amostras foi realizado
o método de FOX descrito por Jiang (1991). Este método quantifica a formacdo de
hidroperoxidos durante a peroxidacdo lipidica. Do sobrenadante, 100 pL foram
adicionados a 100 pyL de metanol PA, e centrifugados a velocidade de 8000 x g, por 5
minutos a 4°C. 100 pyL desse sobrenadante foram adicionados a 900 uL do reativo de
FOX-2, contendo: MeOH 90%, 100 yM xilenol laranja, 4 mM de BHT, 25 mM de &cido
sulfarico (H2SO,), 250 uM de sulfato ferroso (Fe,SO,) e agua destilada. Em seguida, as
amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e no escuro; foram
plaqueados 300 pL de cada amostra, em triplicata, e analisadas por espectrofotometria a
560 nm e os resultados foram expressos por concentracdo de hidroperéxidos (nmol.min-1
mg. proteina -1).

3.7.4 Determinacado da concentracéo de proteinas

As proteinas teciduais nas amostras de figado e tumor foram quantificadas de
acordo com o método descrito por Bradford (1976), utilizando a ligagdo entre as proteinas
de alto peso molecular e o corante azul de Coomassie G-250. Em placa de 96 pocos,
foram pipetados 100 pL da diluicdo 1:10 de cada amostra, em triplicata, e posteriormente
adicionados 250 pL de solugao de Bradford (80% agua destilada e 20% de Reagente de
Bradford). As amostras foram lidas em 595 nm em espectofotdbmetro de microplaca,
utilizando albumina de soro bovino como padréo de analise. A concentracao de proteina

tecidual foi utilizada para determinacdo de outros parametros de estresse oxidativo.
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3.7.5 Determinacéo da atividade da enzima catalase (CAT)

A enzima catalase atua na transformacédo do peroxido de hidrogénio em oxigénio
molecular, favorecendo a eliminacdo de radicais livres; sua a atividade foi determinada no
tecido tumoral conforme protocolo descrito por Aebi (1984) com modificagoes. Para tanto,
5 L da diluicdo 1:10 foram plagueados em duplicata em placa de 96 pocos especifica
para catalase. A reacdo foi realizada utilizando 225 pL de solucdo de peroxido de
hidrogénio 5 mM em tampao TRIS-EDTA (pH 7,0) e agua destilada. A atividade da CAT
foi monitorizada durante 5 leituras por 60 segundos a 240 nm em espectrofotdmetro. A
atividade da catalase é expressa em U de atividade / mg de proteina.

3.7.6 Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro

Para avaliar a capacidade antioxidante dos polissacarideos extraidos da berinjela,
foi utilizado o método do DPPH (BLOIS, 1958). Para a realizacdo do teste foram
plagueados 280 ul dos polissacarideos nas concentracdes de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000
pg/mL; o controle negativo foi a 4gua destilada, e o controle positivo utilizado foi o acido
ascorbico (50 pg/mL), substancia com atividade antioxidante comprovada. A fim de testar
a estabilidade da solucdo de polissacarideos quanto a atividade antioxidante, os mesmos
foram diluidos um dia antes do uso ou no momento do teste do DPPH. As amostras foram
colocadas na presenca do DPPH — molécula com elétrons desparelhados que é reduzida
na presenca de compostos antioxidantes, alterando a quantidade da molécula na reacéo.

A absorbancia foi lida em 517 nm.

3.8 ANALISES DE PARAMETROS INFLAMATORIOS

Para a determinacdo dos parametros inflamatérios, foram pesados 0,1 g de tecido
tumoral; as amostras foram homogeneizadas com 1 mL de PBS (NaCl, KCIl, KH;POy,
Na;HPO,7H,0) e centrifugadas a 9000 x g, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
separado e utilizado para a determinacdo dos niveis de nitrito; o pellet foi ressuspendido
com 1 mL de salina triton e centrifugado a 11000 x g, por 20 minutos a 4°C.
Posteriormente, esse sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da atividade das

enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glucosaminidase (NAG).
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3.8.1 Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma enzima encontrada em neutroéfilos, sendo comumente utilizada como
marcador indireto da infiltracdo dessas células em tecidos (ARATANI, 2018). Para avaliar
a atividade enzimatica, foi utilizado o método descrito por Bradley (1982), que se baseia
na capacidade da MPO em reduzir peroxido de hidrogénio em agua, utilizando o reagente
3,5,5-tetrametilbenzidina (TMB), doador de hidrogénio. Foram adicionados 30 pl do
sobrenadante, em duplicata, na microplaca de 96 pocos; acrescidos de 200 ul de solugao
de peroxido (tampao fosfato de potassio 80 mM, tampéo fosfato de potassio 220 mM,
agua destilada e peroxido de hidrogénio). A reacao foi iniciada com 20 pl de TMB (18,4
mM em dimetilformamida aquosa 8%); a reacdo foi incubada por 3 min a 37°C e
interrompida com a adicdo de 30 pl acetato de sédio. A atividade da enzima foi

determinada em espectrofotometro a 620 nm.

3.8.2 Determinacao da atividade da enzima N-acetil-glucosaminidase (NAG)

A NAG é uma enzima produzida principalmente por macréfagos e que é
geralmente utilizada como parametro de deteccao da ativacdo e acumulo de macrofagos
no tecido (COELHO, 2014). Para determinagéo da atividade da NAG, as amostras foram
analisadas pelo método descrito por Bailey (1988). Foram plaqueados 100 ul do
sobrenadante, em duplicata, em microplaca de 96 pocos; posteriormente foram
adicionados 100 ul de uma solugdo de 2,24 mM de N-acetilglucosamina (substrato) em
tampao citrato (39 mM, pH 4,5). A reacao foi incubada por 60 min a 37°C e interrompida
com 100 ul de tampao glicina (200 mM, pH 10,4) em cada poco. A atividade foi

determinada por espectrofotbmetro a 405 nm.

3.8.3 Determinacéo dos niveis de nitrito

O oxido nitrico (NO) € um mediador de respostas inflamatoérias, envolvido na
regulacéo da proliferacdo de células T auxiliares e producédo de citocinas (GUZIK, 2003).
O oxido nitrico possui meia-vida muito curta, devido a sua rapida oxidacdo em nitrito e
nitrato (FILHO, 2000), entdo foi empregada uma metodologia indireta de medi¢cao dos
niveis de oxido nitrico, avaliando os niveis de nitrito no tumor (GREEN, 1982). Apos
passarem pelo processo descrito em 3.8, 100 ul de cada amostra foram plagqueados em

duplicata, e foram adicionados 100 pl do reagente de Griess (N-1-naf-tilediamina,
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sulfanilamida, acido fosforico e agua destilada). A densidade 6ptica foi medida a 543 nm

em espectrofotémetro.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como a média + erro padrao da meédia (E.P.M.) com 8
animais por grupo. Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para avaliagdo das diferencas entre as médias os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo post test
de Bonferroni. As andlises e a construcdo dos graficos foram realizadas utilizando o
software GraphPadPrism (GraphPad Software, San Diego, EUA, v. 5.0), sendo o valor de

p<0,05 considerado significante.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacéo dos polissacarideos
Na presente pesquisa foram estudados os frutos organicos de berinjela. Os frutos

foram picados, congelados, liofilizados e parcialmente triturados, resultando em 75,3 g de
material (92,7% de umidade). Posteriormente foi realizada a remo¢ao de compostos
apolares com cloroférimo-metanol (1:1, v/iv) em aparelho de Soxhlet, obtendo-se um
rendimento de 12 g (16%) de compostos de baixa massa, pigmentos e lipidios. O material
deslipidificado foi submetido a quatro extracbes aquosas sequenciais, sob refluxo. Os
polissacarideos presentes nos extratos aquosos foram recuperados por precipitacdo com
3 volumes de etanol e centrifugacao. A andlise da composicdo monossacaridica da fracao
aquosa, por espectro de RMN-*C indicou a presenca de arabinose, galactose, além de

acido urénico, como principais monossacarideos.

4.2 Volume tumoral
A Figura 6 apresenta o efeito do tratamento com os polissacarideos extraidos da

berinjela no volume tumoral, e nota-se uma significativa inibicdo do crescimento tumoral
nos grupos tratados com o os polissacarideos quando comparados ao grupo veiculo. Na

dose de 100 mg/kg, a mais efetiva, o volume se mostrou 52% menor que o grupo veiculo,
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e na dose de 200 mg/kg 43% menor, ambos apresentando diferenca estatistica com o

grupo veiculo a partir do 12° dia de tratamento.

O tratamento com metotrexato, droga amplamente utilizada em quimioterapia e
aqui como controle positivo, induziu volumes tumorais 43% menores que 0 grupo veiculo,
apresentando diferencas estatisticas nos dias 18 e 20. O grupo associacao apresentou
efeito menos expressivo do que o dos tratamentos isolados, com tumores 20% menores
que o grupo veiculo, e apresentando diferencas estatisticas nos dias finais do
experimento.

0.8+ —— Veiculo —-=- Poli 100 —-— Poli 200
—— Associagao —— MTX

0.7

0.6

0.5+

0.4

0.3

Volume tumoral (cm®)

0.2

0.1

0.0

Figura 6 - Volume do Tumor de Ehrlich de camundongos tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg
(i,p.), veiculo, ou polissacarideos da berinjela, nas doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associagdo de
metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de
post test de Bonferroni. * p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo.

4.3 Peso corporal e porcentagem de gordura abdominal
A Figura 7.A apresenta resultados da diferenca do peso corporal dos animais no

ultimo dia do experimento quando comparados ao primeiro dia. Apesar da dose de 200
mg/kg dos polissacarideos apresentar efeito antitumoral significativo, os animas tratados
com essa dose do extrato apresentaram diminuicdo do peso corporal - diferenca entre o
peso final descontado o peso tumoral (do 22° dia do experimento) e o peso inicial (do 1°

dia do experimento) - quando comparados aos animais do grupo naive e veiculo; 0s
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grupos tratados com o metotrexato (grupos MTX e Associacdo) também mostraram

diminuicdo do peso corporal quando comparados ao grupo naive.

Na Figura 7.B observamos a porcentagem de gordura abdominal dos animais; os
grupos Poli 200, Associacdo e MTX apresentaram menores porcentagens de gordura

guando comparados ao grupo veiculo; no grupo Poli 100, ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 7 — (A) Diferenca entre os pesos corporais dos animais entre o peso final (do 22° dia de tratamento)
e 0 peso inicial (1° dia de tratamento). (B) Peso relativo da gordura abdominal de camundongos tratados por
21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da berinjela, nas doses de 100 mg/kg
ou 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via
oral. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de
uma via seguida de post test de Bonferroni. * p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo. # p<0,05,
guando comparado as grupo Naive.

4.3 Analises dos parametros de estresse oxidativo

4.3.1 Concentracao de proteinas
A Figura 8 apresenta a concentracao de proteinas no tecido hepatico (A) e tumoral

(B). No tecido hepatico, os grupos veiculo, Poli 100, Poli 200 e MTX apresentaram
diminuicdo da concentracdo de proteina no tecido quando comparados ao grupo naive;
ndo houve diferengas em comparagdo ao grupo veiculo. O tecido tumoral ndo apresentou

diferenca estatistica entre os grupos neste parametro.
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Figura 8- Concentracdo de proteinas nos tecidos hepatico (A) e tumoral (B) de camundongos tratados por
21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da berinjela, nas doses de 100 mg/kg
ou 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via
oral. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de
uma via seguida de post test de Bonferroni. * p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo. # p<0,05,
quando comparado ao grupo Naive.

4.3.2 Niveis de glutationa (GSH)
Foi realizada a quantificacdo dos niveis de glutationa (GSH) nos tecidos hepatico e

tumoral, como apresentado na Figura 9. As analises ndo mostram alteracdo nos niveis de

GSH no figado (9.A) e no tumor (9.B) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.
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Figura 9 - Niveis de GSH nos tecidos hepatico (A) e tumoral (B) de camundongos portadores de tumor de
Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da berinjela, nas
doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associagdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose
100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, e foram
analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni..
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4.3.3 Taxa de peroxidacao lipidica
Foram realizadas andlises para avaliar a taxa de LPO dos tecidos hepético e

tumoral, como demonstrado na Figura 10. Nao foram observadas alteracfes nestas taxas
nos grupos tratados com os polissacarideos quando comparados aos grupos naive e
veiculo no tecido hepatico (Figura 10.A), e nem gquando comparados ao grupo veiculo no
tecido tumoral (Figura 10.B). Destaca-se, no entanto, que os niveis de LPO no tecido
tumoral foram, em todos os grupos, aproximadamente 10 x mais elevados do que no
figado.
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Figura 10 - Taxa de peroxidac¢édo lipidica nos tecidos hepatico (A) e tumoral (B) de camundongos portadores
de tumor de Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da
berinjela, nas doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e
polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média * erro padréo da
média, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni.

4.3.4 Atividade da enzima Superoxido dismutase
Foi mensurada a atividade da enzima SOD nos tecido hepatico e tumoral (Figura

11). Os grupos tratados com os polissacarideos da berinjela n&o sofreram alteragbes na
atividade da enzima quando comparados aos grupos naive e veiculo no tecido hepatico

(Figura 11.A) e ao grupo veiculo no tecido tumoral (Figura 11.B).
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Figura 11 - Atividade da enzima superdxido dismutase nos tecidos hepatico (A) e tumoral (B) de
camundongos portadores de tumor de Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo,
ou polissacarideos da berinjela, nas doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5
mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni.

4.3.5 Atividade da enzima catalase
Foi mensurada a atividade da enzima catalase apenas no tecido hepéatico (Figura

12). Nao houve diferencas significativas na atividade enzimatica nos grupos tratados com

0s polissacarideos quando comparados ao grupo veiculo.
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Figura 12 - Atividade da enzima catalase no tecido hepéatico de camundongos portadores de tumor de
Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da berinjela, nas
doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associagdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose
100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, e foram

analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni.
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4.3.6 Potencial antioxidante dos polissacarideos
Em complementacédo as analises dos parametros de estresse oxidativo em tecidos

dos camundongos, foi realizado um teste para analisar in vitro o potencial antioxidante
dos polissacarideos da berinjela, utilizando o método do DPPH (Figura 13). Os resultados
demonstram que os polissacarideos da berinjela diluidos um dia antes do uso (A), quanto
os diluidos no momento do teste (B), apresentaram capacidade antioxidante apenas nas
maiores concentracfes — de 1000 pg/mL e 300 ug/mL — quando comparados ao grupo
controle negativo (dgua), que ndo possui atividade antioxidante. O acido ascorbico,
substancia utilizada como controle positivo, apresentou a maior capacidade antioxidante

em ambos 0s casos.
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Figura 13 - Potencial antioxidante dos polissacarideos extraidos da berinjela frente ao reagente DPPH. Os
dados, realizados em triplicata, estdo apresentados como média * erro padrdo da média, e foram
analisados por ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni. * p<0,05, quando comparado ao grupo
controle negativo.

4.4 Parametros do processo inflamatorio no tecido tumoral

A atividade da enzima mieloperoxidase foi mensurada no tecido tumoral (Figura
14.A). Os grupos tratados com os polissacarideos ndo causaram nenhuma alteracao
significante na atividade da enzima quando comparados ao grupo veiculo. Para a
avaliagcdo indireta da quantidade de oOxido nitrico no tecido tumoral, foi realizada a
mensuracdo dos niveis de nitrito nas amostras. Ndo foram observadas diferencas
estatisticas nos grupos tratados quando comparados com o grupo veiculo (Figura 14.B).
Também foi mensurada a atividade da enzima N-acetilglucosaminidase (NAG) no tecido
tumoral (Figura 14.C). O grupo Associacdo apresentou diminuicdo dos niveis de NAG nos
animais do grupo quando comparados ao grupo veiculo. Os demais grupos tratados nao

apresentaram diferencas estatisticas e comparacao ao grupo veiculo.
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Figura 14 — Mensuracdo dos parametros inflamatérios no tecido tumoral; A) atividade da enzima
mieloperoxidase B) niveis de nitrito e C) atividade da enzima N-acetilglucosaminidase no tecido tumoral de
camundongos portadores de tumor de Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo,
ou polissacarideos da berinjela, nas doses de 100 mg/kg ou 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5
mg/kg (i.p ) e polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni. *
p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo.

4.5 Peso relativo dos 6rgaos

Na Figura 15 sao apresentados 0s pesos relativos dos seguintes érgaos: figado
(A), rins (B), bago (C) e pulmdes (D). Nenhum dos tratamentos apresentou diferengas
estatisticas nos pesos dos 6rgdos quando comparados ao grupo veiculo.
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Figura 15- Peso relativo dos 6rgdos figado (A), rins (B), baco (C) e pulmdes (D) camundongos portadores
de tumor de Ehrlich tratados por 21 dias com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da
berinjela, nas doses de 100 mg/kg ou 200mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p ) e
polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral. Os dados estdo apresentados como média + erro padrao
da média, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de post test de Bonferroni.
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4.6 Analise dos parametros de bioquimica plasmatica

Foram realizadas andlises da bioquimica plasmética para avaliar funcfes
metabdlicas dos animais: as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), creatinina, albumina, globulina e proteina total (Tabela 1). Os
niveis da enzima AST se mostraram significantemente elevados nos grupos portadores de
tumor quando comparados aos resultados do grupo naive; nos demais parametros nao
foram observadas diferencas significativas ao serem comparados aos grupos naive e
veiculo. Nos parametros hematologicos, diversas alteracdes foram encontradas: aumento
da porcentagem de granulécitos em todos os grupos portadores de tumor quando
comparados ao grupo naive, aumento da porcentagem de mondcitos no grupo veiculo
guando comparado ao grupo naive, aumento do hematdécrito dos grupos Poli 100 e Poli

200 quando comparados ao grupo haive.

Tabela 1 — Parametros hematoldgicos e de bioquimica plasmatica de camundongos portadores de tumor de
Ehrlich. Os animais foram tratados por 21 com metotrexato 2,5 mg/kg (i,p.), veiculo, ou polissacarideos da
berinjela, nas doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg, ou associacdo de metotrexado 1,5 mg/kg (i.p) e

polissacarideo na dose 100 mg/kg, por via oral.

Grupos Experimentais
Parametros Naive Veiculo Poli 100 Poli 200 Associacdo MTX

MON% 39+1 6,8+1,89# 49+1,15 52+231 5,3+1,39 49+1,17
GRAN% 23,2+2,6 40,5+33# 392+24# 382+51# 437+3,1# 422+41#

LINF% 729+28 52,8 +3,3 56,1+2,6 56,6 £5,7 50,0 +£3,3 52,5+4,18

HGB 122+14 12,6 + 0,64 12,1+ 0,72 11,8 +0,77 12,2 + 0,57 12,1 +0,78

HCT 40,7+1,4 37,2+0,79 36,3+0,74 # 355+0,8# 36,6 £ 0,83 36,6 £ 0,92
ALT 38,43 + 3,895 39,49 + 4,337 38,98 + 2,773 43,24 + 4,277 33,90 + 3,069 46,10 + 6,425
AST 148,4 + 12,35 178,3 + 25,67 217,3 £ 15,57 191,0 + 28,51 290,3+ 67,77 # 255,1 +18,77
Creatinina 0,433 +0,0373 0,443 + 0,03 0,450 + 0,0189 0,429 + 0,018 0,433 +£0,0211 0,425 +0,031
Albumina 2,45 +0,2487 2,19 +0,1243 2,30 + 0,1524 2,21 +0,2224 2,12 +0,1537 2,02 +0,0959
Globulina 2,45 + 0,2487 2,19 +£0,1243 2,30 £ 0,1524 2,21 £0,2224 2,18 £ 0,1537 2,02 £ 0,0959
Pr;)tei:]a 5,00 £ 0,3324 4,74 +£0,1645 4,92 +0,1485 4,90 £ 0,1476 4,48 £ 0,2197 4,75 + 0,0945

ota

Os dados esté@o apresentados como média + erro padrdo da média, e foram analisados por ANOVA de uma

via seguida de teste de Bonferroni. # p<0,05, quando comparado ao grupo naive. Legenda: MON%:

mondécitos; GRAN%Y: granuldcitos; LINF%: linfécitos; HGB: hemoglobina; HCT: hematécrito; ALT: alanina

aminotranferase; AST: aspartato aminotransferase.
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5 DISCUSSAO
Nossos dados demonstraram o efeito antitumoral de polissacarideos extraidos da

berinjela contra o tumor solido de Ehrlich. Dentro de nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo a demonstrar tal efeito. Nao foram encontrados outros estudos que
comprovem a atividade antineoplasica dos polissacarideos extraidos da berinjela, porém
polissacarideos extraidos de outras fontes naturais tiveram sua atividade antitumoral
demonstrada: Jin e colaboradores (2012) exibiram o efeito antitumoral in vitro da fracéo
polissacaridica do Goji (Lycium barbarum) em linhagens BIU87 de carcinoma de bexiga,
linhagens SW480 e Caco-2 de cancer de colon; Liu e colaboradores (2016) demonstraram
a atividade antitumoral dos polissacarideos extraidos do cogumelo Phellinus baumii frente
a células HelLa (tumor cervical), células SGC-7901 (tumor gastrico) e RAW264.7
(macrofagos transformados por virus de leucemia murino); Yuan (2017) evidenciou a
atividade antitumoral dos polissacarideos extraidos da batata doce, diante do modelo de
hepatoma de células H22 em camundongos fémeas, enquanto Razali (2016) relatou o
efeito de supressao tumoral dos polissacarideos extraidos da erva moura (Solanum
nigrum) em camundongos portadores de carcinoma mamario 4T1. O presente trabalho
demonstrou que os polissacarideos extraidos da berinjela nas doses de 100 mg/kg e 200
mg/kg foram capazes de diminuir de maneira eficaz o crescimento tumoral de Ehrlich,

gue € de origem mamaria.

Apesar de ambas as doses testadas dos polissacarideos apresentarem uma
atividade antitumoral significativa, a dose de 200 mg/kg do composto causou a perda de,
em meédia, 3,7 gramas de peso corporal nos animais ao longo de 21 dias de tratamento.
Esta foi uma diminuicdo significante do peso quando comparada aos animais dos grupos
naive e veiculo, o que ndo ocorreu com o grupo Poli 100. Interessantemente, também foi
evidenciada a influéncia do tratamento no grupo Poli 200 no peso relativo da gordura
abdominal, na qual o grupo Poli 200 novamente se mostrou alterado quando comparado
ao grupo veiculo. Infelizmente o lipidograma néo foi avaliado neste trabalho, entdo nédo é
possivel inferir se esta reducéo de peso corporal e de tecido adiposo foi acompanhada de
reducdo do perfil lipidico plasmatico. Entretanto, Gurbiz (2018) aponta que um dos
beneficios dos compostos ativos da berinjela é o auxilio na digestéo lipidica e inibicdo da
absorcao desses compostos. Em estudo publicado por Sudheesh (1996) é proposto que o
extrato da berinjela € capaz de causar um efeito hipolipidémico em ratos com dietas
normais e hipercaldricas, diminuindo os niveis de colesterol séricos e altos niveis de
acidos biliares no figado e nas fezes. Ossamulu (2014) demonstrou o efeito hipolipidémico

de quatro variedades de berinjela em ratos em dieta hipercalérica, onde a berinjela levou
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a diminuicdo do colesterol, do ganho de peso e ao aumento nos niveis séricos de HDL
guando comparados ao grupo veiculo. Porém, alguns outros estudos apresentam
resultados diferentes: Silva e colaboradores (2004) ao tratarem pacientes hiperlipidémicos
com o extrato seco da berinjela ndo observaram diferencas significativas nos niveis de
colesterol, HDL e indice de massa corpérea quando comparados ao grupo placebo. O
estudo conduzido por Goncalves (2006), que utilizou o extrato seco da berinjela para
tratar pacientes com dislipidemias, observou uma pequena reducdo nos valores de

colesterol, porém sem diferengas nos pesos corporais.

Ainda, alguns estudos apontam o efeito hipocolesterolémico de diversos
polissacarideos: Cheng e Huang (2010) apontaram o importante papel de beta-glucanas
no efeito hipocolesterolémico de diversos tipos de alga, atuando na diminuicdo da
absorcao de colesterol. Chau e Huang (2005) demonstraram o efeito hipocolesterolémico
dos polissacarideos extraidos da semente do maracuja (Passiflora edulis) na diminuicédo
dos niveis séricos de triglicerideos e colesterol, e aumentando os niveis de colesterol e
acidos biliares nas fezes. LeHoux e Grondin (1993) estudaram o efeito de quitosanas nos
niveis de colesterol de ratos submetidos a dieta hipercalérica, e constataram que o
polissacarideo foi capaz de reduzir em 54% a taxa de colesterol no sangue. Sao
necessarios novos estudos para avaliar se os polissacarideos da berinjela sdo capazes
de causar modificacbes no perfil lipidico e na massa corporal de animais, em diferentes

condi¢cBes experimentais.

A glutationa € uma molécula enddégena que atua na detoxificacdo de espécies
reativas e na manutencéo das defesas antioxidantes do organismo. Estudos apontam que
em casos de cancer os niveis de GSH estdo aumentados no tecido tumoral, tornando as
células cancerosas resistentes a morte celular via estresse oxidativo, e estdo diminuidos
em outros tecidos do organismo, como o figado (CORSO, 2018). Um composto ideal que
exerca sua atividade antitumoral através da modulacdo do sistema antioxidante seria
capaz de diminuir os niveis de GSH no tecido tumoral, tornando-o mais suscetiveis a agdo
de espécies reativas. Os resultados obtidos apontam que os tratamentos com 0s
polissacarideos da berinjela ndo foram capazes de diminuir os niveis da glutationa no
tecido tumoral e no tecido hepatico quando comparados ao tratamento com o veiculo,
demonstrando que a atividade antitumoral ndo esta relacionada a alteragdes nos niveis de
GSH. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso grupo de pesquisa por
Adami et al. (2018), onde os polissacarideos extraidos do pimentdo ndo alteraram o0s

niveis de glutationa nesses mesmos tecidos.



39

7

Outro parametro que pode estar associado com o nivel celular de GSH é a
peroxidacao lipidica, que ocorre quando radicais livres ndo combatidos pelas defesas
antioxidantes interagem com acidos graxos poli-insaturados de membranas celulares,
causando alteragbes na integridade, permeabilidade e fluidez das mesmas (FRANCA,
2013). Espera-se que um composto de atividade antitumoral antioxidante seja capaz de
diminuir as taxas de peroxidacdo lipidica nos tecidos saudaveis do organismo, mas
aumentar essas taxas no tecido tumoral, auxiliando na destruicdo dessas células. No
entanto, ndo houve diferencgas significativas nas taxa de lipoperoxidagdo entre 0os grupos
tratados com os polissacarideos da berinjela quando comparados ao grupo naive e ao
grupo veiculo nos tecidos hepatico e tumoral, o que sugere que os polissacarideos nao
atuam na modulacdo das taxas de peroxidacédo lipidica nos tecidos estudados. Esses
resultados também séo compativeis com os dados publicados por Adami e colaboradores,
nos quais os polissacarideos provenientes do pimentdo ndo alteraram os niveis de

peroxidacao nos tecidos hepéatico e tumoral.

A superoéxido dismutase é uma enzima antioxidante considerada a primeira linha de
defesa do organismo contra a acéo do radical superoxido, catalisando sua transformacao
em peroxido de hidrogénio (ROBINS, 2014). Uma reducéo nos niveis de SOD no tecido
tumoral causada por um composto com atividade antitumoral antioxidante auxiliaria na
supressdo tumoral aumentando a exposicdo das células tumorais aos radicais livres
(CORSO et al., 2019). Trabalhando de modo complementar a SOD esta a catalase,
responsavel pela metabolizacdo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e 4gua, para sua
eliminagdo do organismo, sendo uma importante defesa do organismo contra danos
oxidativos (GLORIEUX, 2017). Compostos com atividade antitumoral por modulacédo do
sistema antioxidante alteram a quantidade da CAT, aumentando seus niveis no tecido
hepatico e diminuindo esses niveis no tecido tumoral (ORSOLIC, 2016). No entanto, 0s
tratamentos com os polissacarideos da berinjela ndo foram capazes de alterar a atividade
das enzimas SOD e CAT nos tecidos hepatico e tumoral quando comparados aos grupos

veiculo e naive.

Pelos dados acima, observa-se que os polissacarideos da berinjela ndo modulam o
sistema antioxidante nos tecidos hepatico e tumoral. Para descartar totalmente a hip6tese
desta modulacdo, foi realizado o teste in vitro do DPPH, para analisar o potencial
antioxidante per se dos polissacarideos da berinjela. O DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil)

€ uma substancia radicalar que € reduzida na presenca de compostos antioxidantes,

diminuindo a quantidade de DPPH e consequentemente a absorbancia da reacao. O
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controle positivo — acido ascérbico, uma substancia sabidamente antioxidante — foi capaz
de reduzir 91% da quantidade de DPPH da reacdo. Nos testes com as diferentes
concentracOes dos polissacarideos da berinjela, apenas as maiores concentracdes, de
1000 e 300 pg/mL, foram capazes de reduzir o DPPH em 46% e 20%, respectivamente. O
método DPPH é largamente utilizado para avaliacdo da capacidade antioxidante de um
composto, porém ndo deve ser utilizado como o Unico parametro para descartar o
potencial antioxidante de um composto (OLIVEIRA, 2014). Com a juncdo dos dados
obtidos com os testes de parametros do processo oxidativo in vivo e o teste do potencial
antioxidante in vitro é possivel inferir que os polissacarideos da berinjela ndo exercem sua

acao antitumoral por meio de alteracdes no sistema antioxidante.

Considerando que a atividade dos polissacarideos ndo se deve ao sistema redox,
outra possibilidade de acao antitumoral seria a modulacdo do processo inflamatorio no
microambiente tumoral. Para tanto, alguns parametros desta modulacdo foram
analisados. A enzima mieloperoxidase € abundantemente expressa em células do
sistema imune, principalmente neutrofilos; ela € estocada nos granulos azurdfilos e €
secretada quando essas células sdo estimuladas. A liberacdo de MPO em neutrofilos
ativados intensifica o processo inflamatério e dano tecidual (KHAN, 2018). Em
complementacdo, a N-acetilglucosaminidase € uma enzima produzida majoritariamente
por macréfagos, e tem sido utilizada para a deteccdo de ativacdo e acumulo dessas
células nos tecidos (COELHO, 2013); altos niveis de NAG no tecido tumoral indicam um
alto numero dessas células fagocitarias presentes, auxiliando na acéo antitumoral.
Adicionalmente, o 6xido nitrico € um sinalizador intracelular que tem inimeros efeitos no
organismo, entre eles a mediacdo de mecanismos de toxicidade e defesa no organismo
durante quadros de inflamacdo (DUSSE, 2003), Como o NO possui meia-vida curta, foi
realizada a medicédo dos niveis de seu metabdlito, nitrito. Porém, os niveis de nitrito e a
atividade de MPO e NAG no tecido tumoral dos animais tratados com os polissacarideos
da berinjela ndo foram alterados, indicando que o efeito antitumoral ndo deve ser mediado
por processo inflamatoério. Entretanto, ressalta-se que outros marcadores importantes no
microambiente tumoral, como TNF-alfa e interleucina (IL)-6, IL-10 e IL-4, ndo foram
mensurados para afirmar o envolvimento, ou ndo, dos polissacarideos na resposta

inflamatoéria do tumor.

O peso relativo dos orgaos ndo apresentou diferencas significantes entre os
tratamentos, porém foi observada uma tendéncia no aumento do peso relativo do baco

nos animais portadores de tumor; estudos demonstram que a presenca do tumor sélido
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de Ehrlich nos animais é responsavel por quadros de esplenomegalia (RIVENSON, 1981).
Finalmente, os resultados das analises de bioquimica plasmatica apontam que néo houve
diferenca entre os grupos tratados com os polissacarideos da berinjela quando
comparados aos grupos veiculo e naive nos seguintes parametros: alanina
aminotransferase, creatinina, albumina, globulina e proteina total. Nos niveis séricos da
enzima aspartato aminotransferase foi observada uma elevacao significante nos grupos
portadores de tumor; e diversos parametros hematolégicos se mostraram alterados
guando comparados ao grupo naive. Essas alteragBes ocorrem devido a presenca do
tumor nos animais, porém mesmo com as alteragdes, os resultados ndo se mostraram
fora do padrédo de normalidade para a espécie (DINIZ et. al., 2006; SANTOS et. al., 2016).
Sugere-se, portanto, que os tratamentos de 21 dias com os polissacarideos ndo causem
alteracbes metabdlicas e funcionais significativas nos camundongos, corroborando
estudos que mostram baixa toxicidade de polissacarideos (ADAMI et al., 2018; STIPP et
al., 2017; EL-MAGD et al., 2017; MEDHAT et al., 2017).

6. CONCLUSAO
Com os resultados obtidos nesse estudo é possivel inferir que os polissacarideos

extraidos da berinjela possuem um efeito antitumoral significativo, corroborando com
dados anteriores obtidos pelo nosso grupo com polissacarideos de outras fontes (STIPP
et al., 2017; ADAMI et al., 2018; TAMIELLO et al., 2018). O mecanismo de acao
antitumoral ndo ocorre devido a alteracdes no sistema antioxidante, bem como pela
modulacdo da resposta inflamatéria. Outras vias de transducéo celular que podem levar a
reducdo do tumor, como apoptose, necroptose, ferroptose e modulacédo da angiogénese,
precisam ser investigadas. Ainda sédo necessarios futuros estudos para determinar o
mecanismo de acdo responsavel pela atividade antitumoral dos polissacarideos extraidos
da berinjela, ja que o tratamento com a dose de 100 mg/kg foi capaz de frear o
crescimento do tumor e ndo induziu efeitos adversos como hipertrofia dos 6rgaos,

alterac6es bioquimicas ou hematolégicas .
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