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RESUMO

O cancer se refere a um conjunto de doencas relacionadas a proliferacdo descontrolada e
invasdo células neoplésicas para tecidos distantes. O cancer faz parte de um sistema
complexo, constituido por diversas células ndo tumorais que contribuem, junto com as
células tumorais, para a formagdo do microambiente tumoral (MIT). Por sua vez, o MIT
favorece o crescimento e desenvolvimento do tumor e aumento da agressividade da doenca.
Dentre as células ndo-tumorais presentes no MIT, os macrofagos (M®) possuem papel
destacado. Os M® possuem alta plasticidade fenotipica, podendo exibir acdo anti-tumoral
qguando ativados classicamente (fen6tipo M1) ou pro-tumoral, quando sofrem ativagédo
alternativa (fenopito M2). Os M® associados ao tumor (TAM) apresentam fenotipo M2
peculiar e a sua presenca esta frequentemente relacionada a um pior prognostico para o
paciente. A modulacdo de M® MO (ndo estimulados) para M1 ou reeducacdo de TAM para
M1 sdo estratégias que visam auxiliar no tratamento de tumores malignos. Polissacarideos
sulfatados (PS) de algas podem atuar como modificadores da resposta bioldgica regulando
a ativacdo de M® e potencializar a resposta destes Gltimos contra células tumorais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antitumoral in vitro de macréfagos ativados
por PS extraidos da alga parda Dictyota caribaea (DCA). DCA e o meio condicionado de
macrofagos estimulados (MC) pela DCA foram avaliadas inicialmente quanto sua
citotoxicidade em melanoma metastatico (linhagem murina B16-F10) in vitro pelo ensaio
do SRB. Para avaliacdo do efeito imunoestimulante de macréfagos (linhagem murina
RAW264.7) ativados pela DCA foi realizadoo ensaio de Griess. Embora nenhum PS,
incluindo extrato bruto e fragdes, tenha sido citotdxico, todos ativaram M®. Os MC com
DCA (MC DCA) 100 e 250 pg/mL foram capazes de inibir aproximadamente 25% do
crescimento tumoral in vitro. A fragdo DCA F9 foi escolhida para estudos adicionais com
MC DCA F9 devido ao seu alto rendimento (~40%) e destacado efeito antiproliferativo em
relacdo as demais. Além de aumentar a producdo de Oxido nitrico, o tratamento de
macrofagos com DCA F9 também provocou aumento da liberagdo das citocinas TNF-a e
IL-10 medidas por ELISA. O tratamento de melanoma com MC DCA F9 nas concentragdes
de 100 e 250 pg/mL causou reducdo da contagem de células e alteracdes na morfologia, mas
a membrana plasmatica permaneceu integra. Em relacdo a morfologia, observou-se aumento
das populagdes de células com tamanho reduzido (~10%) e com granulosidade aumentada
(~15%). Além disso, MC DCA F9 alterou o perfil do ciclo celular da B16-F10. Observou-
se diminuicdo de células em G2/M. Uma vez que o nitrito ndo inibiu o crescimento da B16-
F10, os efeitos antiproliferativos observados se devem a outras substancias citotdxicas
produzidas pela RAW264.7, como p.ex. TNF-a. Quando associados com o quimioterapico
doxorrubicina (DOX), DCA F9, mas ndo MC DCA F9, foi capaz de potencializar a inibi¢&o
tumoral da DOX in vitro. Desta forma, concluimos que os PS de D. caribaea ativaram M®
para perfil antitumoral. Mais estudos sdo necessarios para complementar a caracterizagao
fenotipica de M®, bem como do efeito antitumoral e respectivas vias relacionadas a estes
efeitos.

Palavras-chave: Dictyota caribaea, Polissacarideos sulfatados, Imunoestimulante,
ativacdo de macrofagos, anti-cancer, antiproliferativo.



CONDITIONED MEDIUM OF MACROPHAGES ACTIVATED BY SULFATED
POLYSACCHARIDES FROM BROWN ALGAE Dictyota caribaea INHIBITS
PROLIFERATION OF METASTASTIC MELANOMA in vitro

Master’s Thesis of the Pharmacology Postgraduate Program of UFC

ABSTRACT

Cancer refers to a set of diseases related to uncontrolled proliferation and invasion of
neoplastic cells into distant tissues. The tumoral tissue is complex and consists of several
non-tumor cells that contribute, together with the tumor cells, to the formation of the tumor
microenvironment (MIT). MIT favors the growth and development of the tumor and increase
the aggressiveness of the disease. Among the non-tumor cells present in MIT, macrophages
(M®) have prominent role. M® have high phenotypic plasticity, and may show anti-tumor
action when activated classically (M1 phenotype) or pro-tumor, when tumor-associated M®
undergo alternative activation (M2-like phenotype). TAMs are often related to a worse
prognosis for the patient. Modulation from MO M® (unstimulated) to M1 or re-education
from TAM to M1 are strategies aimed at assisting in the treatment of malignant tumors.
Sulfated polysaccharides (SP) from algae can act as modifiers of the biological response by
regulating the activation of M® and potentiate the immune response against tumor cells. The
objective of this work was to evaluate the immunostimulatory and antitumor potential of
sulfated polysaccharides extracted from brown algae Dictyota caribaea (DCA) in vitro.
Samples of DCA and conditioned medium of macrophage stimulated with DCA (CM) were
initially evaluated for cytotoxicity in murine metastatic melanoma (B16-F10 cell line) by the
SRB assay and activation of murine macrophages (RAW264.7 cell line) by the Griess assay.
Although samples, including crude extract and fractions, were not cytotoxic, all of them
activated the M®. Additionally, the supernatants of macrophages treated with DCA (CM
DCA) were able to inhibit B16-F10 cells growth approximately 25%. The DCA F9 fraction
was chosen for additional studies using CM DCA F9 due to their high yield (~40%) and
better antiproliferative effect among the other fractions. In addition to increasing nitric oxide
production, treatment of macrophages with DCA F9 also increased the release of TNF-a and
IL-10 cytokines as measured by ELISA. Treatment of melanoma with CM DCA F9 caused
a reduction on cell counting and induced morphological changes without compromising
membrane integrity. In relation to the morphology, it was observed an increasing of the
population percentage of shrink cells (~10%) and granularity cells (~15%). CM DCA F9
treatment also changed B16-F10 cell cycle profile. It decreased the G2/M phase. Since nitrite
did not inhibit the growth of B16 F10, the antiproliferative effects observed are due to other
cytotoxic substances produced by RAW?264.7, e.g. TNF-a. When associated with the
chemotherapeutic doxorubicin (DOX), DCA F9 but not CM DCA F9, potentiated tumor cell
inhibition in vitro. In conclusion PS of D. caribaea activated M® for anti-tumor phenotype.
Further studies are needed to improve phenotypic characterization of M®, as well as the
antitumor effect and respective pathways related to these effects.

Keywords: Dictyota caribaea, Sulfated polysaccharides, immunostimulant
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1 INTRODUCAO

1.1 Céancer

O céancer foi responsavel por 8,8 milhdes de 6bitos em 2015. Embora as maiores
taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos, dos dez
milhGes de casos novos anuais de cancer, cinco milhGes e meio sdo diagnosticados nos
paises em desenvolvimento (WHO, 2016). No Brasil, a estimativa é de mais de 600 mil
novos casos de cancer no biénio 2016-2017 (Ministério da Satde; INCA, 2016).

Em 2035, a incidéncia global sera maior que 24 milhdes de novos casos de
cancer e aproximadamente 14,6 milhdes de mortes por cancer, devido ao envelhecimento
da populacdo, a reducdo da taxa de mortalidade infantil e de mortes por doengas
infecciosas em paises em desenvolvimento (International Agency for Research on Cancer
— IARC, 2016). Além disso, estima-se uma maior incidéncia de cancer de prdstata,
pulméo, cblon e reto, estbmago e cavidade oral em homens e de mama, colon e reto, colo
do utero, pulmao e glandula tire6ide em mulheres (Figura 1), reforcando a magnitude do
problema do céncer no pais (INCA, 2016).

Figura 1. Distribuicio proporcional dos 10 tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2016 por
sexo no Brail, exceto pele ndo-melanoma.

Localizacdo priméria  casos novos Fa Localizacdo priméria C3s05 Movos %

Préstata 61.200 28,6% Homens Mulheres Mama Feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Brénguic & Pulmio 17.330 8,1% ) Célon e Reto 17.620 8,6%

Cdlon @ Reto 16.560 7.8% ¥ Colo do Utero 16.340 7.9%

Estdmago 12.920 6,0% : \. Traqueia, Bronguio & Pulmdo 10.890 5.3%

Cavidade Oral 11.140 5,.2% | | Estdmago 7.600 3,7%

Estfago 7.950 3,7% [ | Corpo do Utero 6.950 3,4%

Bexiga T.200 3,4% } I.' Owana 5.150 3,00

Laringe 6.360 3.0% | I-' Gldndula Tweoide 5.870 2,9%

Leucemias 3.340 2.6% |_! Linfoma nio Hodgkin 50320 2,4%

Sistema Mervoso Central 5.440 2.5% by Sistema Nervoso Central 4,830 2,3%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer, 2016.
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O céncer é na realidade o nome dado a um grupo de doencas caracterizado
por um crescimento e propagacao descontrolados das células (American Cancer Society,
2016). As habilidades de invadir outros tecidos e formar metastases sdo caracteristicas
que distinguem o cancer de tumores benignos. Apos a transformacao de células normais
em células malignas, por mutagdes genéticas, as células cancerosas podem proliferar
rapidamente, invadir tecidos adjacentes e migram atraves da corrente sanguinea ou dos
vasos linfaticos, estabelecendo tumores secundarios em Orgdos distantes do tumor
priméario (FIDLER,2003).

Além disso, as células cancerigenas sdo uma manifestacao de 10 alteracOes
essenciais na fisiologia da célula que resultam em defeitos nos circuitos regulatérios que
sdo responsaveis pela proliferacdo celular normal e homeostase (Figura 2): auto-
suficiéncia em fatores de crescimento; insensibilidade a fatores antiproliferativos; evasdo
da morte celular programada (apoptose); potencial replicativo ilimitado; formacéo de
novos vasos (neo-angiogénese); invasao tecidual e metastase, desregulacdo energética,
evasdo da destruicdo pelo sistema imune, inflamacéo e instabilidade gendmica.. Todas
essas alteraces conferem capacidade as células cancerigenas para burlar o sistema imune
e conseguir se estabelecer nos diversos 6rgdos e tecidos do corpo. Em adicéo, as células
tumorais, ha uma outra dimensdo de complexidade: os tumores contém um repertério de
células recrutadas, aparentemente normais que contribuem para a aquisi¢do de tragos
caracteristicos, criando o microambiente tumoral. (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
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Figura 2. Caracteristicas adquiridas por células neoplasicas, necessarias ao desenvolvimento de
tumores malignos.
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Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

Dentre os diferentes tipos de cancer, destacam-se os de pele, devido,
principalmente, a sua alta incidéncia na populagéo; no Brasil, o cancer de pele representa
30% de todos os canceres. O melanoma cutaneo é um tipo de cancer de pele que tem
origem nos melanacitos (células responsaveis pela producéo de melanina, substancia que
determina a cor da pele) e tem predominancia em individuos adultos brancos. Embora o
cancer de pele seja 0 mais frequente no Brasil, 0 melanoma representa apenas 3% das
neoplasias malignas do 6rgdo, contudo é considerado um dos mais agressivos devido a
sua alta probabilidade de formacao de metéstases (INCA, 2016).

Estudos indicam que ha uma incidéncia crescente de melanoma em todo
mundo (ROMANO et al., 2011). A Sociedade Americana de Cancer estima cerca de
92.800 mil novos diagnésticos de melanomas na populagdo norte-americana em 2016,
em torno de 50.169 mil em homens e 34.105 mil em mulheres. Além disso, estima que
9.730 mil pessoas morram pela doenca neste mesmo ano (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). Segundo as estimativas do Globocan 2012 em todo o mundo

aproximadamente 232.000 novos casos de melanoma seriam diagnosticados. Ainda
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segundo esta estimativa a incidéncia e prevaléncia mundial de melanoma nédo diferem
entre 0s géneros, mas é maior nos paises desenvolvidos.

Embora a incidéncia de melanoma na populacéo brasileira seja baixa, este
tipo de cancer € considerado o tumor cutdneo de maior importancia, pois quando
diagnosticado de forma tardia pode chegar a 80% de todas as mortes causadas por cancer
de pele (GRUPO BRASILEIRO DE MELANOMA, 2017). As estimativas para o biénio
2016/2017 sdo 3.000 novos casos de melanoma em homens e 2.670 em mulheres. A
cidade de Porto Alegre possui a maior estimativa de incidéncia de melanoma do pais,
sendo 9.41 a cada 100.000 homens e 7.45 a cada 100.00 mulheres. Essa baixa incidéncia
quando comparada ao panorama mundial, muito provavelmente, € em virtude da
subnotificacdo (INCA, 2016)

O principal tratamento do melanoma nas fases iniciais é cirdrgico e o
prognostico é favoravel, enquanto que para estagios avancados, a literatura demonstra
beneficios na sobrevida global em pacientes submetidos a resseccdo completa, embora
muitos pacientes ndo sdo elegiveis a cirurgia, quer pelo estado geral e/ou por co-
morbidades associadas (HOUGHTON & POLSKY, 2002; BELFORT & WAISNTEIN,
2010). Juntamente com o avanco de inibidores de alteracdes especificas relacionadas a
carcinogénese do melanoma, houve grande avango na imunoterapia para este tipo de
cancer Ipilimumabe é um anticorpo monoclonal de imunoglobulina humana (IgG1) que
bloqueia totalmente CTLA-4 (linfdcito citotoxico associado a antigeno-4) e promove
imunidade antitumoral (HODI et al., 2010). Foi o primeiro agente a demonstrar uma
melhoria na sobrevida global em um estudo randomizado de fase 111 em pacientes com
melanoma avancado (SINGH & SALAMA, 2016). O PD-1 (proteina de morte celular
programada 1) esta envolvido na regulacdo imune, mediada pela ligacdo de PD-1 e os
seus ligantes PD-L1/PD-L2. O desenvolvimento de anticorpos PD-1 ja mostrou beneficio
clinico em pacientes com melanoma, bem como uma ampla variedade de tipos de tumores
(TOPALIAN et al., 2012).

A estratégia de tratamento do cancer que promove a estimulacao do sistema
imunoldgico do individuo por meio do uso de substancias modificadoras da resposta
bioldgica é denominada imunoterapia. De acordo com as substancias utilizadas e os seus
mecanismos de acdo, a imunoterapia pode ser classificada em: ativa e passiva. A
imunoterapia ativa pode ser subdivida em dois tipos: 1) inespecifica, quando sao utilizadas
substancias estimulantes e restauradoras da fungdo imunologica como as citocinas IL-2 e

interferon alfa (IFN-alfa). 11) especifica, quando vacinas contendo células tumorais sao
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administradas com a finalidade de intensificar a resisténcia ao crescimento tumoral. Até
agora, nos Estados Unidos, Sipuleucel-T (Provenge®) é a Unica vacina relacionada a
imunoterapia aprovada. Seu uso é indicado para tratar cancer de prostata avancado que ja
ndo esteja respondendo a terapia hormonal. A imunoterapia passiva, por sua vez, utiliza
anticorpos antitumorais (anticorpos monoclonais, como Alemtuzumab - Campath® e
inibidores de pontos de checagem como, Pembrolizumab e Atezolizumab) ou celulas
mononucleares exdgenas com o0 objetivo de proporcionar capacidade imunoldgica de
combate a doenca (INCA, 2015; American Cancer Society 2016).

Assim, os tratamentos direcionados e novos avangos na imunoterapia vém
se mostrando eficientes em melhorar a sobrevida e sdo agora uma parte do atendimento
clinico de rotina dos pacientes com melanoma em diversos paises e devem ser
incorporados ao arsenal terapéutico brasileiro muito em breve (SINGH & SALAMA,
2016). A relacdo entre competéncia imunoldgica e evolucao do cancer, no que diz respeito
a reducdo da atividade das células supressoras, tem sido demonstrada em pacientes com
cancer de ovario, neuroblastoma e carcinoma hepatocelular. Nesse contexto, 0s
monacitos e os macrdfagos, células do sistema imune, facilitam a atividade dos linfocitos
T e de moléculas modificadores da resposta biolégica, como as interleucinas, podendo
ser classificados como fatores auxiliares, supressores, reguladores do crescimento e
citotoxicos (SCHMERLING & BUZAID, 2013)

1.1.1 O Microambiente Tumoral e os Macro6fagos Associados ao Tumor

O microambiente tumoral, € composto por células neoplésicas e normais,
além de uma variedade de citocinas que desempenham um papel importante na
malignidade. As populacdes ndo malignas incluem: células do estroma, vasos sanguineos
em expansdo e um infiltrado leucocitario (QUATROMONI & ERUSLANQV, 2012). As
ceélulas tumorais e do microambiente tumoral co-evoluem dinamicamente através das
interacdes celulares diretas e indiretas, provocando efeitos em muitos programas
bioldgicos, como na imunidade inata e adaptativa, na proliferacdo celular, crescimento e
metabolismo, bem como angiogénese e hipdxia (KENNY et al. 2007; KERKAR &
RESTIFO, 2012; CASEY et al. 2014). Com relacdo as demais células do microambiente
tumoral, estudos vém demonstrando uma importancia crescente da atuacdo de células do

sistema imune e seus produtos no tecido neoplasico. Dentre as células da imunidade inata
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e adaptativa recrutadas para o sitio tumoral, macréfagos associados ao tumor (TAMS) séo
abundantes e estdo presentes em todos os estagios da progressdo do tumor (ONUCHIC
& CHAMMAS, 2010; MANTOVANI & ALLAVENA, 2012; GAJEWSKI et al. 2013;
QUAIL & JOYCE,2013; CHEN et al, 2017)

Macréfagos sdo células com alta plasticidade e que podem realizar
diferentes fungdes, tem um papel principal na inflamacéo, resposta imune e manutengéo
da homeostase do tecido (MOSSER & EDWARDS, 2008; LUCAS et al. 2010; NOVAK
& KOH, 2013). Dependendo de diferentes condi¢des ou estimulos no microambiente ha
uma notavel polarizagdo para dois fendtipos distintos (Figura 3): M1 "ativado
classicamente” e M2 “ativado alternativamente”. Os macrofagos polarizados tipo M1
promovem a resposta imune do tipo | contra infec¢bes bacterianas, protozoarias e virais
e também contra células tumorais. Em contraste, os macrofagos polarizados tipo M2
apresentam funcdo antiinflamatéria e regulam a remodelagdo tecidual, angiogénese e
cicatrizacdo de feridas (TARIQ, M. et al., 2017).

Vaérios estudos tém revelado que TAMs em microambientes tumorais sao,
na realidade, macrofagos polarizados tipo M2 e desenvolvem um papel importante na
conex&o entre o cancer e a inflamacéo. Os TAMs podem promover a proliferacéo, invaséo
e metastase de células tumorais, estimular a angiogénese e inibir a resposta antitumoral
mediada por células T, acarretando numa progressdo do tumor (TARIQ, M. et al., 2017;
VAN OVERMEIRE et al, 2014). As funcbes pré-inflamatéria e anti-inflamatéria
respectivamente de macréfagos M1 e M2 tém sido intensamente estudadas, porém o0s
determinantes da sua diferenciagdo ndo sdo totalmente compreendidos (MILLS, 2012;
NOVAK & KOH, 2013; SOCKOLOSKY et al, 2016; YANG & ZANG, 2017).
Macrofagos polarizados integralmente para os fen6tipos M1 e M2 sdo os extremos de
estados funcionais, eles se diferenciam entre si quanto a expressdo de receptores, funcdes
efetoras e producéo de citocinas e quimiocinas (MILLS et al. 2000).

A manipulagdo do microambiente tumoral pode ser vista como alvo de
novas terapias para o tratamento do cancer. A modulagdo ou inibicdo de alvos pode incluir
a sintese e 0 metabolismo de colesterol, espécies reativas de oxigénio (ROS) e hipoxia,
fibrose, angiogénese, inflamagdo, mecanismos inatos envolvidos na ativagdo da
imunidade adaptativa como a ativacdo de macrdfagos associados ao tumor (TAMS) e
indugdo da maturacdo de células dendriticas, entre outros (PALUCKA &
BANCHEREAU 2013; CASEY et al. 2015)
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Macrofagos M1 sdo estimulados por citocinas TH1 como IFN-y ou
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), por outro lado macréfagos M2 sdo ativados por
citocinas TH2, como IL-4 ou IL-13 (MANTOVANI et al. 2002; GORDON, 2006;
GORDON & TAYLOR, 2005; MOSSER & EDWARDS, 2008). Além disso, macrofagos
polarizados para M1 promovem inflamacao por produzirem grande quantidade de 6xido
nitrico e citocinas pro-inflamatdrias como interleucina-12 (IL-12), interleucina-23 (IL-
23), interleucina-1p (IL-1B) ¢ TNF-o e baixa expressdo de IL-10 e TGF-B; Ainda
produzem altos niveis de espécies reativas de oxigénio e intermediarios do nitrogénio
(MANTOVANI et al. 2005; MARTINEZ et al. 2006; DALE et al. 2008). Os macrofagos
polarizados para M2 produzem citocinas anti-inflamatérias como 1L-10, TGF-[3, podendo
também expressar arginase | e metaloproteases (MANTOVANI et al. 2007; HUNTER et
al. 2010). Eles também demonstram niveis aumentados de fibronectina, relacionada com
a migracao e adesdo celular, coagulacdo sanguinea e metastase (MARTINEZ et al. 2006;
BISWAS & MANTOVANI 2010)

As metaloproteases (MMP) auxiliam na progressdo tumoral através da
angiogénese. MMPs degradam proteinas responsaveis pela turgidez da matriz
extracelular de vasos endoteliais existentes. Esta protedlise permite que as células
endoteliais se infiltrem no estroma do tumor e combinadas com fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGF) formem novos capilares. Uma vez que os TAMs facilitam a
expressao de MMPs, especialmente MMP-1, MMP-7 e MMP-9, seu papel fundamental
no desenvolvimento de angiogénese e crescimento tumoral torna-se extremamente
aparente (SINGH et al, 2017).

Outro fator importante para a progressao do tumor € a transicdo epitélio-
mesénquima (TEM) que é um importante resultado da interagdo entre as células tumorais
e 0s TAMs. A TEM é um processo biolégico que permite a uma célula epitelial sofrer
modificacdes bioguimicas, moleculares e morfolégicas, resultando na aquisicdo de um
fenotipo de célula mesenquimal, que apresenta maior capacidade de migracdo, invasao,
resisténcia a apoptose (KALLURI e WEINBERG 2009). A TEM requer mudancas
complexas na arquitetura tecidual e no comportamento celular (SCHOCK e PERRIMON
2002; ACKLAND et al. 2003; RADISKY 2005). Durante a embriogénese, a TEM é um
processo de grande importancia. Nesse caso, o epitélio € bastante plastico e é capaz de se
modificar de epitélio para mesénquima, e vice-versa (processo reverso a TEM,

denominado mesenquimal epithelial transition, ou MET) (THIERY 2002). Varias
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evidéncias ja sugerem que os TAMs e os fatores derivados destes desempenham papel
imprescindivel na regulagdo e progressdo da TEM em canceres (DENG et al, 2016).
O fator de crescimento transformante B (TGF-B) pode provocar uma infinidade de
respostas celulares altamente dependentes do contexto, ainda que sejam contraditorias.
No cancer, 0 TGF- pode atuar como um supressor ou promotor da tumorigénese através,
por exemplo, da inducdo da TEM, em que células epiteliais adquirem fenétipo
mesenqguimal, levando a maior mobilidade e invaséo. Estudos recentes tém destacado 0s
papéis fundamentais da TEM induzida por TGF- B em multiplos aspectos da progressao
tumoral (STRZYZ, 2017).

Enquanto os TAMs desempenham importante papel na progresséo tumoral,
o nivel destes macrofagos infiltrados no microambiente tumoral pode ser utilizado como
fator de prognostico de cancer. Mais de 80% dos estudos imunohistoquimicos usando
diversos tecidos tumorais humanos tém mostrado que altos niveis de TAMS no
microambiente tumoral esté relacionado a um pior prognéstico do paciente (YANG, L.et
al, 2015; SHIGEOKA et al, 2013; KIM et al, 2015)
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Figura 3. Polarizacao de macréfagos para M1 e M2.
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Intervencgdes terapéuticas com estimulos externos, sdo investigadas para a
polarizacdo diferencial de TAMs, na tentativa de modulacéo de macréfagos para que eles
possam agir eliminando diretamente células tumorais, removendo o suporte vital como a
inibicdo da angiogénese e na ativacdo do sistema imune (QIAN & POLLARD 2010;
COUSSENS et al. 2013; PYONTECK et al. 2013; SU et al. 2014.).
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1. 2 Produtos Naturais Marinhos

Os produtos naturais representam a fonte mais importante de diversidade
quimica para a descoberta de novos produtos candidatos a farmacos para a terapéutica de
diversas doengas (KINGSTON, 2011; NEWMAN, CRAGG, 2012; CRAGG,
NEWMAN, 2013). De todas as fontes naturais de farmacos, o ambiente marinho é
certamente a ultima grande fronteira. Até a década de 50 do século XX, a complexidade
do acesso ao ambiente marinho dificultava ou impedia que determinadas espécies fossem
pesquisadas, mas a partir das décadas de 70 e 80 com acesso a novas tecnologias de
mergulho, muitas algas e invertebrados foram descobertos e passaram a fazer parte das
bancadas de laboratorio dos cientistas de todo 0 mundo (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

O ambiente marinho cobre 70% da superficie da terra e 95% da sua biosfera
tropical representa 34 dos 36 filos existentes e fornece uma variedade fascinante de
biodiversidade, sendo superior a do ambiente terrestre (KONIG et al., 1994). Com um
litoral continuo que ultrapassa 8.500 km de extensdo, o Brasil € um dos paises com maior
potencial para a descoberta de novas substancias bioativas. Entretanto as pesquisas em
bioprospec¢do e biotecnologia marinha ainda sdo incipientes em nosso pais quando
comparadas a outros paises como, por exemplo, a Espanha, Estados Unidos e Japao, que
contém companhias dedicadas a pesquisa de farmacos de origem marinha como
PharmaMar, Nereus Pharmaceuticals, Seattle Genetics e Eisai, respectivamente
(BERLINCK et al., 2004; COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009; JOLY et al.,
2011; MARTINS et al., 2014). Atualmente, mais de 100 novos produtos estdo em
desenvolvimento clinico, particularmente como agente anticancer e anti-infecciosos. 13
novos farmacos que tém sua origem ou derivam de produtos naturais foram aprovados
entre 0s anos de 2005 e 2007, cinco deles representam novas classes de farmacos ,
incluindo os produtos marinhos Dolastatina (Adcetris®), trabectedina (Yondelis®) e
ziconotideo (Prialt®) (HARVEY, 2008; NEWMAN & CRAGG, 2016).

1.2 Algas marinhas

As algas marinhas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e séo
responsaveis por uma boa parte da atividade fotossintética global. Sua distribuicao
depende da temperatura e salinidade da agua, da disponibilidade de luz solar, das
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correntes oceanicas e das condigdes fisicas e quimicas afins (EL GAMAL, 2010). Em
muitos paises, as algas sdo bastante utilizadas na industria alimenticia e servem como

fonte de fibras, minerais, vitaminas e diferentes antioxidantes.

1.3.1 Dictyotaceae

A familia Dictyotaceae, uma das trés familias da Ordem Dictyotales,
(BITTNER 2008) é composta por aproximadamente 18 géneros (WYSOR; DE CLERCK,
2003) e subdividida em dois grupos, Dictyoteae e Zonarieae, com base em analises
moleculares (CLERCK et al, 2006). Devido a dificuldade de estabelecer limites de
separacdo entre espécies, tem havido um aumento significativo nos Ultimos anos de novos
epitetos especificos de macroalgas marinhas bentdnicas ao redor do mundo (WYNNE,
2011). Esse problema é verificado, particularmente, na tribo Dictyoteae devido ao alto
grau de pleomorfismo das espécies e pela interpretacdo diferenciada dos caracteres
diagnosticos, o que tem levado a confusfes taxonémicas em casos reportados como
coespecificidade (TEIXEIRA; KELECOM 1987, 1988; BULA-MEYER, 1994; SOLE;
FOLDATS 2003; WYSOR; DE CLERCK 2003). De modo geral, a taxonomia das algas
pardas possui ainda alguns pontos controversos. O género Dictyota, que pertence ao
grupo Dictyoteae, por exemplo, apresenta dificuldades no correto estabelecimento dos
limites de separacdo entre varias de suas espécies, sendo utilizado, muitas vezes,
metabolitos secundarios denominados diterpenos como importantes marcadores
taxonémicos e biogeograficos. (TEIXEIRA; ALMEIDA; KELECOM, 1990).

1.3.2 Polissacarideos Sulfatados

Polissacarideos sulfatados sdo polimeros complexos e heterogéneos
formados de unidades repetitivas de agUcares carregados negativamente devido,
principalmente, & presenca de radicais sulfatados. A biossintese desses compostos esta
amplamente distribuida no reino animal, vegetal e no reino protista, no qual se incluem
as algas marinhas (PERCIVAL & McDOWELL, 1967; MATHEWS, 1975; AQUINO et
al., 2005). Podem ocorrer nos invertebrados marinhos como polissacarideos simples, de

estrutura linear, formada por unidades oligossacaridicas repetitivas ou como um grupo de
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compostos de estrutura similar aos glicosaminoglicanos de tecidos de mamiferos, mas
com diferencas em relacéo a presenca de ramificacOes e ao padrdo de sulfatagdo (ALVES
etal., 1997).

A complexidade e a heterogeneidade, assim como o rendimento dos PS
varia entre diferentes espécies de algas, com o periodo de coleta, localizacdo e com as
condic@es climaticas e ambientais (PERCIVAL; McDOWELL, 1967; FRIEDLANDER,;
ZELIKOVITCH, 1984; FARIAS et al., 2000; VASCONCELOS, et al.,2011). Os
polissacarideos das algas vermelhas sdo as galactanas, comercialmente conhecidas como
agar e carragenana; das algas pardas sdo as fucoidanas; das algas verdes sao
heteropolissacarideos que contém galactose, xilose, arabinose, manose, acido glicurénico
ou glucose, predominando as arabino-galactanas (GUPTA, 2011; JIAO, 2011).

Diversos grupos ja investigaram compostos dessa classe, tanto na
elucidacdo da sua estrutura quimica, quanto na sua atividade biologica (PEREIRA et al.,
2005; FARIAS et al., 2000). Estdo presentes como estruturas complexas, altamente
heterogéneas e muitas vezes ramificadas (MULLOY et al.,, 1994), com diversas
atividades bioldgicas importantes como antioxidante (SOUZA et al, 2012; BARAHONA
etal, 2011; ZHANG et al, 2012), anticoagulante (MULLQY et al, 2000; CIANCIA et al,
2010), imunoestimulante, antiviral (BOUHLAL et al, 2011; WIJESEKARA et al, 2011;
RABANAL et al, 2014) , antialérgicas, antiinflamatérias (VO et al, 2012) e
principalmente antitumoral (LINS et al, 2009; SITHRANGA BOOPATHY &
KATHIRESAN, 2010; OLESYA et al, 2011; SHAO et al, 2014; ROZA et al, 2015),
sendo esta Ultima uma area de estudo de grande relevancia.

As fucoidanas sdo polissacarideos formados por residuos de fucose
sulfatadas. A maior fonte de fucoidanas sdo 0s organismos marinhos, incluindo as algas
pardas (POMIN & MOURAO, 2008). A fucoidana possui caracteristicas interessantes
como baixa toxicidade, biodisponibilidade oral e multiplos mecanismos de acédo.
Afetam muitos processos fisiopatoldgicos, incluindo inflamacéo, fisiologia vascular,
carcinogénese e estresse oxidativo (FITTON, 2011; POMIN, 2012). Assim, 0s
suplementos alimentares ou bebidas contendo fucoidana foram tradicionalmente
administrados a pacientes com cancer na Coréia, Japdo, China e outros paises. Além
de efeitos antitumorais, algumas fucoidana sdo citotoxicas e induzem apoptose em
células cancerosas. Além disso, também podem funcionar como agente
antiangiogénico (SENTHILKUMAR et al, 2013), imunoestimulante sobre células

dendriticas , células assassinas naturais (NK), macréfagos e portanto podem aumentar
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a imunidade anticancerigena através da ativacdo dessas células do sistema imune,

estimulando a producdo de citocinas antitumorais (KIM et al, 2008; YANG et al, 2008;
JIN et al, 2009; HU et al, 2010; ALE et al, 2011; AZUMA et al, 2012). As Fucoidanas

tém demonstrado efeitos de inibicdo de crescimento tumoral in vivo por via oral,

intraperitoneal ou intravenosa que estdo contidos na tabela 1 (KWAK, 2014)

Tabela 1. Efeito da fucoidana na inibicao do crescimento tumoral em camundongos portadores de

tumores.
Fucoidana Via/Dose Tumor Mecanismo de agao Referéncias
Cladosiphon A ] i ) [AZUMA et
v.0. 5 g/kg Cancer de colon  Mediada por células NK
okamuranus al, 2012]
Fucus
) [XUE et al,
vesiculosus ] L L
) ) Carcinoma Inibigdo de angiogénese 2012;
(Sigma, St. i.p. 5 mg/kg . ] 5
_ mamario 4T1 e inducdo de apoptose THINH et
Louis, MO,
al, 2013]
USA)
Carcinoma [Alekseyenk
Fucus )
10 mg/kg pulmonar de Desconhecido oetal,
evanescence )
Lewis 2007]
From Ze )
B ) Carcinoma
Lang Nanjing i.p. 200 — ) 3 [ZHU et al,
hepatocelular Inibicdo da proliferagédo
Med. Tech mg/kg 2013]
Bel-7402
Co.
Fucus
vesiculosus intradérmica Carcinoma
) . 3 ] [HSU et al,
(Sigma, St. 0.25 mamario Prevencdo de metastases 2013]
Louis, MO, mg/animal murino 4T1
USA)
Carcinoma
Sargassum . )
_ V.0. 75 hepatocelular Inibicdo do metabolismo [Suresh et
plagiophyllu ) ] .
mg/kg induzido por carcinogénico al, 2013]
m

DEN




28

Fucoidana Via/Dose Tumor Mecanismo de agdo Referéncias
Cladosiphon L
v.0. 100 Retardar Oxido nitrico [Takeda et
okamuranus Sarcoma 180
) mg/kg produzido por M® al, 2012]
Tokida
Dieta
Undaria contendo A20 leukemia Atividade citotoxica pela  [Maruyama
pinnatifida 1% Mekabu cells ativacdo de células NK et al, 2006]
(34 mg/dia)
Fucus .
. Carcinoma
vesiculosus _
si St S pulmonar de [Koyanagi
igma, St. iv.5m i iandiogéni
9- g/Kg Lewis: Efeito Antiangiogénico et al, 2003]
Louis, MO,
melanoma B16
USA)
) Prevencdo de )
Ascophyllum ) Plasmocitoma o ) [Narazaki et
1 mg/animal angiogénese em tecidos
nodosum MOPC-315 al, 2008]

tumorais

Adaptada de KWAK, 2014. Legenda: M® — Macro6fagos; DEN - dietilnitrosamina;

NK — células assassinas naturais

Além de apresentar efeitos antitumorais, trabalhos ja demonstraram que
o0s polissacarideos podem aumentar o potecial antitumoral de quimioterapicos ou até
reduzir os efeitos colaterais e toxicidade deste tipo de tratamento quando associados a
eles (MELCHART et al., 2002; OHWADA et al., 2003; IKEGUCHI et al., 2011). Os
cogumelos medicinais tém uma longa histéria de uso como aditivo na terapia do cancer
na Asia. O polissacarideo K (também conhecido como PSK ou Krestin), é um
proteoglicano oriundo do fungo Coriolus versicolor que tem sido utilizado no Japdo ha
mais de 30 anos como imunoterapia adjuvante para uma variedade de tipos de cancer
(SUN et al, 2012; ASAI et al, 2008; TANAKA et al, 2012). O PSK foi primeiro isolado
em 1971 e desde entdo tem sido estudado no Japéo por seus efeitos em associa¢do com a
cirurgia padrdo, quimioterapia e radioterapia. Ensaios controlados com seres humanos

tém documentado um prolongamento do tempo de sobrevivéncia relacionado ao uso de
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PSK em varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama, pulméo, colorretal, e gastrico
avancado (FRITZ et al, 2015; NAMIKAWA et al, 2015)

1.4 Justificativa

A complexidade do céancer e o dificil tratamento tornou essa doenca alvo
de intensa pesquisa para a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos (KUMAR
et al., 2010). O tratamento quimioterapico utiliza drogas citotoxicas de modo a eliminar
as células neoplésicas e esses medicamentos podem ser administrados sozinhos ou em
combinacédo (poliquimioterapia) (VAN BEEK et al, 2015). Esta terapéutica continua a
apresentar grandes desvantagens, pois 0s quimioterapicos convencionais sd8o muito
inespecificos, com alta toxicidade frequentemente para células normais que estdo em
proliferacdo como da mucosa e da medula dssea, resultando numa dose sub-terapéutica.
Devido a isso, a quimioterapia pode ser utilizada em combinacdo com a imunoterapia
com intuito de melhorar a resposta objetiva e reduzir os efeitos colaterais (GOYDOS et
al, 2005).

A busca por polissacarideos como agentes antitumorais intensificou-se nas
ultimas décadas (Figura 2) devido a descoberta de suas propriedades terapéuticas e sua
baixa toxicidade (TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; SCHEPETKIN & QUINN
2006). Embora muito promissores, ainda ndo ha exemplos de PS obtidos de fonte
marinha em estudos avancados para tratamento do cancer. Porém, com o aumento do
interesse no potencial antitumoral dos PS, é possivel que esse cenario mude nos
préximos anos. De fato, a associacdo de polissacarideos nos tratamentos pode minimizar
os efeitos tdxicos provocados pela quimioterapia como mostrado experimentalmente em
modelos in vivo (SOUSA et al., 2007; SILVA et al., 2012).
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Figura 4. Nimero de publicagdes sobre polissacarideos sulfatados com atividade antitumoral desde
a década de 1970 até 2017. Resultados da busca no ScienceDirect utilizando as palavras-chave: "sulfated
polysaccharides antitumor” no dia 23/04/2017.
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Atualmente existem 3 polissacarideos, PSK ou Krestina, lentinana e
esquizofilana, obtidos de fungos terrestres aprovados para uso no tratamento de
neoplasias em associacdes com quimioterapicos ja usados na clinica na Asia
(LEMIESZEK & RZESKI, 2012; SUN et al., 2012; FRITZ et al, 2015; NAMIKAWA et
al, 2015), o que mostra que esses compostos podem ajudar a minimizar toxicidade e
efeitos colaterais e até melhorar a eficacia de quimioterapicos. Apesar disso, 0s estudos
pré-clinicos e clinicos utilizando polissacarideos como adjuvantes ainda sdo bastante
€scassos.

Muitas drogas potencialmente antitumorais apresentam consideraveis
efeitos colaterais. A toxicidade dessas substancias contra células normais limita o seu
uso clinico. Assim, a descoberta de novas drogas ativas contra tumores com baixa
toxicidade associada para células ndo tumorais e poucos efeitos colaterais se tornou um
importante alvo da ciéncia biomédica (OOI; LIU, 2000; OLANO, MENDEZ &
SALAS, 2009). Nesse contexto, os polissacarideos sao fortes candidatos a farmacos
com acdo imunoestimulante e antitumoral (SCHEPETKIN; QUINN, 2006; NA et al
2010; KARNJANAPRATUM; YOU, 2011).

Além disso, o interesse por estudos em que os macréfagos associados ao
tumor sdo utilizados como alvos para terapéutica antitumoral também se intensificou
bastante nos Gltimos anos. Isso se deve ao melhor conhecimento e reconhecimento da
importancia do microambiente tumoral para entendimento e descoberta de novas

estratégias contra o cancer.
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Figura 5. Nimero de publicagdes sobre macréfagos associados ao tumor como alvos na terapéutica
antitumoral desde a década de 1980 até 2017. Resultados da busca no ScienceDirect utilizando as
palavras-chave: "TAM antitumoral target” no dia 13/06/2017.
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A imunoterapia para o tratamento do cancer tem apresentado diversas
vantagens sobre os tratamentos classicos, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia por
apresentar uma menor toxidade para o organismo, porém os mecanismos envolvidos
nessa nova estratégia de tratamento ainda ndo sdo bem esclarecidos ou conhecidos. Para
ampliar o conhecimento sobre esse tipo de tratamento, se faz necessario uma pesquisa

mais aprofundada entre sistema imunologico e o cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do potencial antitumoral in vitro de macréfagos ativados por polissacarideos
sulfatados extraidos da alga Dictyota caribaea

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a ativacdo de macréfagos murino (RAW 264.7) in vitro utilizando
polissacarideos de D. caribaea (DCA);

Avaliar o potencial citotdéxico por DCA sobre a linhagem de melanoma murino B16-
F10;

Avaliar o potencial citotéxico do meio condicionado de macrdfagos ativados por DCA
(MC DCA) em B16-F10 em cultura;

Caracterizar o fenétipo dos macrofagos ativados por DCA;

Avaliar os mecanismos da citotoxidade dos macrofagos ativados por DCA em B16-F10.
Avaliar a influéncia na citotoxicidade em B16-F10 da associacao de quimioterapico com
DCA, bem como com MC DCA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Planejamento Experimental

Espécimes da alga Dictyota caribaea foram coletados na Praia Vermelha
(Paraty, RJ) para obtengdo do extrato bruto e das fragdes de polissacarideos sulfatados
através de precipitacao de solugédo aquosa com gradiente crescente de concentragdes de
etanol. Todos os polissacarideos sulfatados obtidos da D. caribaea (DCA) foram
utilizados nos ensaios de avaliacdo de atividades bioldgicas in vitro. Inicialmente,
foram avaliadas as atividades imunoestimulante, utilizando macréfagos murino, e
antiproliferativa, contra células de melanoma murino, de DCA. Em seguida, foram
realizados ensaios para caracteriza¢do dos macréfagos ativados por DCA, bem como a
avaliacdo dos efeitos do MC nas células de melanoma in vitro. A figura 6 resume

esquematicamente o planejamento experimental adotado neste trabalho.

Figura 6. Planejamento experimental do presente trabalho.
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3.2 Coleta e processamento da alga

Amostras da espécie D. caribaea (Figura 8) foram coletadas na Praia
Vermelha, municipio de Macaé, Rio de Janeiro (23° 11° 46” S ¢ 44° 38’ 38” O) (Figura
7). O material coletado foi levado para o Laboratério Integrado de Prospeccdo em
Produtos Bioativos da Universidade Federal do Rio de Janeiro e o processamento e
identificacédo realizados sob orientacdo do Prof. Dr. Leonardo Paes Cinelli.

Figura 7. Praia Vermelha, Paraty - Rio de Janeiro

(Fonte: http://paratynautica.com.br/)
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Figura 8. Imagem da alga Dictyota caribaea.

Divisao: Ochrophyta
Classe: Phacophyceae
Ordem: Dictyotales
Familia: Dictyotaceae
Género: Dictyota

Espécie: Dictyota caribaea
F

(Fonte:http://www.taxateca.com/ordendictyotales.html)

Ap6s a limpeza da alga, foi realizada uma extracdo enzimatica, originando o
extrato bruto (EB DCA) e, em seguida, o produto foi precipitado em crescentes
concentracgdes de etanol (%) originando as fraces DCA F9, DCA F30, DCA F80, DCA
F150, DCA F300 Figura . Os polissacarideos totais e respectivas fracoes utilizadas foram
enviados para o Laboratorio de Bioprospeccéo e Biotecnologia Marinha do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do

Ceara.



Figura 9. Fluxograma da extracao dos polissacarideos sulfatados da Dictyota caribaea
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3.3 Avaliacéo do efeito imunoestimulante e antiproliferativo

3.3.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas nos experimentos in vitro foram melanoma
metastatico murino B16-F10 e macr6fagos murinos RAW 264.7.

As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 25
cm?, volume de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL) utilizando o meio de cultura
DMEM (Lonza) complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (100
U/mL penicillina e 100 pg/mL estreptomicina).

As culturas foram manuseadas em camaras de fluxo laminar vertical (ESCO,
modelo Airstream classe 11-B2; VECO, modelo Biosafe 12 classe 1) e mantidas em
incubadoras de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2 (SAYNO, modelo MCO-
19AIC). O crescimento das culturas foi acompanhado diariamente com auxilio de
microscopio optico invertido (LABOMED, modelo TCM 400) e o repique para meio de
cultura novo foi feito quando necessario. Para o desprendimento das células tumorais
utilizou-se uma solucéo de tripsina-EDTA 0,025% (Gibco) em PBS (FRESHNEY, 2005)
e para 0os macrofagos murinos utilizou-se raspador de células (SPL life Science)

3.3.2. Avaliacao do efeito imunoestimulante através da ativacdo de macrofagos

O teste de Griess € um método colorimétrico que permite a quantificagdo
indireta de éxido nitrico (NO) a partir da deteccdo de nitrito em solugédo descrito por
Green e colaboradores (1981). Na reacdo o ion nitrito reage com a sulfanilamida em
meio &cido formando um sal de diazénio que reage por acoplamento com cloridrato de
N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) formando um diazo composto, conforme
apresentado na Figura 9, de coloracdo vermelha que apresenta um maximo de absor¢éo
em torno de 540nm (RAMOQOS, 2006).
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Figura 10. Reacédo de Griess
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Fonte: RAMOS, 2006

3.3.2.1 Procedimentos

Para a realizacdo desse ensaio, 0s macréfagos murinos RAW 264.7 foram
plagueados 24 horas antes da adicdo da amostra teste em placas de 48 pocos na
densidade de 1,5 x 10° células/mL.

As amostras de DCA foram testadas nas concentragdes de 10, 100 e 250
ug/mL e o LPS (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo deste experimento. A
salina foi utilizada como veiculo e todas as amostras foram incubadas por 24h. Em
seguida uma aliquota de 50 pl do MC foi adicionada a 50 pul do reagente de Griess
[sulfanilamida 1% em acido acético 30% / N-(-1-nafitil)-etilenodiamina 0,1 % em &cido
acético 60%] em ambiente escuro por um periodo de 5-10 minutos. A absorbancia foi
medida em espectrofotdbmetro a 560 nm. A concentragdo de nitrito (uM) foi
determinada a partir de uma curva-padrdo utilizando solu¢do de NaNO, a uma
concentracéo inicial de 200 uM seguida de diluicdes seriadas com fator de dilui¢do

igual a 2, com a menor concentracdo sendo 1,56 pM.
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3.3.3 Avaliacéao do efeito antiproliferativo dos PS da alga Dictyota caribaea

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) é utilizado para a determinacdo da
densidade celular, com base na medicdo do teor de proteinas celulares totais e ndo
depende do metabolismo celular, de acordo com Skehan e colaboradores (1990). O
SRB é uma aminoxantina de cor rosa brilhante com dois grupos sulfénicos (Figura 10)
que sdo capazes de se ligar as porcdes terminais dos aminoacidos das células fixadas
com 4&cido tricloroacético (TCA) permitindo que o corante se ligue as proteinas totais
localizadas no interior de células alterando a absorbancia méxima de luz da solucéo
para 565 nm. Este ensaio é simples, sensivel, rapido, reprodutivel, sendo, atualmente,
um dos testes de citotoxicidade mais utilizados na rotina de triagem de drogas
anticancer pelo Instituto Nacional de Cancer (NCI) (FRESHNEY, 1994,
RUBINSTEIN et al., 1990).

Figura 11. Estrutura da Sulforrodamina B

o}

(Fonte: https://www.gbiosciences.com/Bioassays/CytoScan-SRB-Cytotoxicity-Assay)

3.3.3.1 Procedimentos

Para a realizagdo desse ensaio, as células B16-F10 foram plaqueadas 24 horas
antes da adicdo da amostra teste em placas de 96 pogos na densidade de 4 x 10
células/mL.

A amostras de DCA (10, 100 e 250 pg/mL) e nitrito (1, 5, 10, 15 e 20 uM)
foram incubadas durante 48h nas placas, em estufa a 5% de CO, a 37 °C. No momento


https://www.gbiosciences.com/Bioassays/CytoScan-SRB-Cytotoxicity-Assay
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em que as células foram tratadas, a placa tempo zero (ndo tratada) foi fixada com acido
tricloroacético (TCA) a 10%, e a placa foi reservada a uma temperatura de 4 °C. Apos o
tempo de incubacdo de 48 h, o sobrenadante das células foi retirado e as mesmas foram
também fixadas com TCA a 10%, sendo entdo guardadas a uma temperatura de 4°C por
no minimo 1 hora. Ap6s o periodo de fixagdo, as placas foram lavadas 5 vezes com &gua
destilada e em seguida esperou a secagem dos pocos até que ndo houvesse umidade
aparente. Em seguida adicionou-se 100 pL da solucdo de SRB a 0,4%, e as placas entdo
foram mantidas em estufa a 5% de CO, a 37°C por 30 minutos. Ao término do tempo de
incubagdo, as placas foram lavadas 5 vezes usando &cido acético a 1% para remover o
excesso de SRB que ndo ficou ligado aos aminoécidos celulares. J& as paredes dos pogos
foram limpas cuidadosamente para remover qualquer excesso de SRB que pudesse falsear
0 teste.

Para realizar a leitura das placas, 0 SRB que estava ligado aos aminoacidos
fixados, foi solubilizado em 200 pL de tampéo tris base 10 mM a 4°C, e homogeneizadas
em mesa agitadora por pelo menos 10 minutos, em temperatura ambiente. As
absorbancias foram lidas em espectrofotémetro de placa (Fisher Scientific, modelo

Multiskan FC) no comprimento de onda 564 nm ou 570 nm.

3.3.4 Andlise Estatistica

A partir da curva-padrdo do nitrito no ensaio de Griess foi utilizada
regressdo linear para determinar as concentraces de NO> em cada amostra. As
concentracdes de NO: encontradas foram analisadas por meio de interpolacdo dos
valores e seguida de Analise de Variancia (ANOVA) com pds teste de Dunnett

utilizando o programa GraphPad Prism (*p<0,05).

Os valores de absorbancia obtidos no ensaio do SRB foram normalizados
e transformados em percentual de inibicdo de crescimento. Em seguida, foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) seguido do pds-teste de Dunnett

utilizando o programa GraphPad Prism (*p<0,05).
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3.4 Avaliacdo dos mecanismos do efeito antiproliferativo de macro6fagos

3.4.1 ELISA

Para detectar e quantificar as citocinas IL-10, e TNF-a no MC de
macrofagos estimulados por DCA F9 (100 e 250 pg/mL), LPS (100 ng/mL) e salina foi
utilizado o ensaio imunoenzimatico ELISA. Nesse ensaio um anticorpo reconhece um
antigeno para o qual é especifico e a enzima covalentemente ligada ao anticorpo catalisa

uma reacdo gerando um corante que pode ser detectado por espectrofotometria.

3.4.1.1 Procedimentos

A deteccdo das citocinas IL-10 e TNF-a foi realizada por meio do Kit
DuoSet (R&D Systems, EUA). Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocgos
foram incubadas com o anticorpo de captura para IL-10 ou TNF-a por 16h em
temperatura ambiente com 100uL de anticorpo para cada poco. Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampéo de lavagem e blogueadas com
200uL de BSA 1% por 1 h. Apos o blogueio, 100uL das amostras ou da curva padréo
foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As
placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampdo de lavagem e depois
incubadas com anticorpo de deteccdo para IL-10 ou TNF-a em temperatura ambiente
por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com
200uL de tampdo de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em

temperatura ambiente por 20 minutos.

As placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de lavagem. Na
etapa seguinte, 100 pL da solugéo substrato para revelagdo foram adicionadas em cada
pocgo e incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reacdo
enzimética foi cessada, adicionando 50 pL solucdo de parada (H2SO4). Enfim, a

absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.
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3.4.1.2 Andlise Estatistica

De posse da curva-padréo realizou-se uma regressao linear a fim de se obter
a equacéo da reta que permitiu determinar a concentracdo de cada citocina em funcéo
da sua absorbancia. Ap6s essas etapas, 0s valores das concentracBes de citocinas
obtidos foram interpolados e analisados por meio da anélise de variancia (ANOVA)
seguido de teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism (com *p<0,05

indicando diferenca significativa quando comparado com o controle negativo).

3.4.2 Avaliacdo do efeito antiproliferativo de MC de macro6fagos ativados com DCA
F9

Para avaliar o efeito antiproliferativo MC, foi realizado o ensaio do SRB.
As amostras utilizadas foram 50% do MC previamente estimulados por salina, LPS (100
ng/mL), DCA F9, F30, F80, F150 e F300 nas concentracdes de 10, 100 e 250 ug/mL,

com concentracdo final de metade das testadas. O tratamento foi realizado por 48h.

3.4.2.1 Procedimentos

Os procedimentos para avaliacdo do efeito antiproliferativo pelo método do
SRB foram descritos acima no item 3.3.3.

3.4.3 Avaliacdo dos efeitos do meio condicionado por DCA F9 em células de
melanoma B16-F10 por meio de citometria de fluxo

O estudo preliminar do mecanismo de a¢do do MC DCA F9 (10, 100 e 250
ug/mL) contra a linhagem de melanoma murino B16-F10, foi realizado através de uma
série de experimentos para avaliacdo de alteracfes nas células por citometria de fluxo.
Foram realizadas avaliagdes da concentracdo de células, da integridade de membrana, de

alteraces morfoldgicas e do perfil de ciclo celular apds tratamento de 48h.
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A citometria de fluxo € uma ferramenta que permite investigar e classificar
diferentes parametros celulares simultaneamente em milhares células. Desta forma é
possivel avaliar diversas alteracfes e caracteristicas de eventos bioldgicos em células ou
outras particulas microscopicas em estudos de caracterizacdo de citotoxicidade. A
deteccdo de um feixe de luz que passa pela particula com um minimo de desvio esta
relacionada com o tamanho celular, que se da por dispersdo linear (FSC, Forward Scatter),
enguanto gue a captacdo de um desvio ortogonal esta relacionada com a complexidade da
célula, em particular sua granulosidade, que ocorre por dispersdo lateral (SSC, Side
Scatter). Além disso, é capaz de detectar a fluorescéncia emitida por marcadores
utilizados, classificando cada célula com um evento (SHAPIRO, 1995).

3.4.3.1 Procedimentos

As células B16-F10 foram tratadas com o MC com salina (controle negativo),
como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (0,4 uM) e o por lipopolissacarideo
(LPS). Para a analise do efeito da fragdo DCA F9, as células foram tratadas com 50% do
MC com PS nas concentragdes de 10, 100 e 250 pg/mL por 48h de incubacédo. As células
foram analisadas utilizando o citometro FACSVerse (BD Biosciences).

Ap6bs soltura das células por tripsinizacdo, uma parte das células foi marcada
com 5ug/mL lodeto de Propideo (PI, do inglés, Propidium lodide) para avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica, de alteracdes morfoldgicas e contagem de células.
Devido a sua natureza hidrofilica, o Pl ligaao DNA das células cuja membrana plasmatica
esteja rompida, como nos casos de apoptose tardia e necrose, e emitindo alta fluorescéncia
vermelha quando excitado pelo laser (azul, neste caso, excitando a 488 nm). As células
cujas membranas estdo integras ndo emitem fluorescéncia. Desta forma, é possivel a
diferenciacdo entre células viaveis e ndo vidveis. Além disso, como o Pl ndo altera a
morfologia celular, nem influencia na quantidade de células no curto tempo necessario
para a realizacdo do experimento, essas medidas também puderam ser realizadas com
essas amostras aplicando-se apenas o fator de correcdo da diluicdo do volume utilizado
da solucgéo de PI (SHAPIRO, 1995).

A outra parte das células foi adicionado 5ug/mL de Pl com Triton X-100 1%
para lisar as membranas plasmaticas e marcar o DNA de todas as células, permitindo a

analise do ciclo celular. Neste ensaio, o PI se liga ao DNA apds a membrana plasmatica
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das células ter sido permeabilizada por um detergente, permitindo que o iodeto de
propideo ligue-se ao DNA de todas as células. Células com o nucleo integro emitiréo alta
fluorescéncia, e aquelas que apresentam nucleos com condensacdo da cromatina e DNA
fragmentado incorporam menos o iodeto de propideo e por isso emitem menor
fluorescéncia. Além disso, o Pl se intercala proporcionalmente a quantidade de DNA da
célula, permitindo mensurar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA
presente em cada fase do ciclo.

Ap0s a marcacdo adequada, 10 mil eventos foram adquiridos no citbemetro para
avaliacdo de contagem, morfologia e ciclo celular. Foi realizada a estratégia de gates
apropriada para a populacdo de células desejada tendo sido excluidos os debris e
agregados da andlise (Figura 11). Inicialmente foi construido um gréfico de pontos (dot
plot) com parametros de morfologia (FSC vs SSC) contendo todos os eventos adquiridos
pelo citdmetro (all events) onde foi criada uma regido de selecdo (gate) contendo todas
as células adquiridas (all cells) de forma a excluir os debris e outliers. Em um novo gréfico
contendo apenas a populacdo de all cells criou-se um gate para selecionar os eventos
simples (singlets) atraves da plotagem de 2 medidas do parametro FSC. Finalmente,
foram criados gréaficos contendo apenas singlets com gates apropriados para avaliar
integridade de membrana e alteracbes morfoldgicas (Figura 11A) (reducdo do tamanho e
aumento da granulosidade) ou ciclo celular (Figura 11B). A contagem de células foi
realizada a partir de dados do gate de células com morfologia normal. Os resultados de
contagem, morfologia e ciclo celular foram analisados utilizando o software FlowJo (Tree
Star Inc)

Figura 12. Estratégia de selecdo das populagdes utilizadas para A) contagem de células,
analise de alteracdes morfoldgicas, integridade de membrana e B) ciclo celular nos
experimentos de citometria
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3.4.3.2 Andlise Estatistica

O experimento foi realizado em triplicata e a analise dos dados obtidos de
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contagem de células, integridade de membrana, morfologia e porcentagem de células
nas fases do ciclo celular foram comparados por meio da analise de variancia (ANOVA)
seguido de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism (com diferenca significativa

quando *p<0,05 comparado com o controle negativo).

3.4.4 Avaliagdo do efeito antiproliferativo da associacio de quimioterapico com

diferentes DCA e meio condicionado com DCA

O ensaio de associagdo com quimioterdpicos foi realizado como
experimento complementar ao demais. O SRB (descrito no item 3.3.3) foi utilizado para
determinar os possiveis efeitos antiproliferativos de DCA e MC DCA em associagdo com

quimioterapico contra a linhagem de melanoma.

3.4.4.1 Procedimentos

A doxorrubicina (DOX) foi utilizada nas concentracdes de 0,2 e 0,4 uM e
as amostras analisadas foram DCA F9 na concentracdo de 125 pg/mL, MC com salina,
LPS (100 ng/mL) e DCA F9 (125 pg/mL) e 0s mesmos associados com a DOX em ambas

as concentra(;(”)es.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do efeito imunoestimulante
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Todas as amostras foram avaliadas quanto ao seu potencial
imunoestimulante através ativacdo de macrofagos murinos RAW 264.7 (Figura 13) pelo
ensaio do Griess. O lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS) foi utilizado
como controle positivo desse experimento. A produgdo de NO foi avaliada indiretamente
através da detecgdo de nitrino (NOz"), composto estavel derivado do NO.

Figura 13. Detec¢do da producdo de nitrito no MC de macrofagos murinos (RAW264.7)
estimulados in vitro com salina (C-), 100 ng/mL de LPS ou 10, 100 e 250 pg/mL dos PS
da Dictyota caribaea ap6s 24h de incubacéo. Os valores de absorbéancia obtidos foram

transformados em concentracgao de nitrito por interpolacéo e analisados por anélise de variancia

(ANOVA) seguido do pés-teste de Dunnett comparando as amostras com o C-. *p<0,05.

C- LPS 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 ug/mL

EB DCA DCA F9 DCA F30 DCA F80 DCA F150 DCA F300

O extrato bruto e as frages de DCA foram capazes de aumentar os niveis
de nitrito, indicando indiretamente uma maior producdo de NO pelos macrofagos
murinos. Nenhuma das amostras teve uma producéo de NO t&o elevada como a do LPS,
porém tiveram valores diferentes (p<0,05) do controle negativo, com excecdo da DCA

F9 que ndo apresentou diferenca na sua menor concentragdo (10 pg/mL).

4.2 Avaliacdo do efeito antiproliferativo dos polissacarideos sulfatados da Dictyota

caribaea e do meio condicionado de macréfagos ativados
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A avaliacdo do efeito antiproliferativo demonstrou que nenhum dos PS
testados apresentou citotoxicidade contra a linhagem de melanoma murino B16-F10
(Dados ndo apresentados). No entanto, 0 MC de RAW 264.7 tratado previamente com PS
apresentou uma inibicéo do crescimento tumoral (Figura 14), com exce¢cdo do MC DCA
F30 e MC DCA F150, que apesar de terem sido capazes de ativar os macréfagos, ndo
inibiram o crescimento tumoral. Apesar de 0 MC extrato bruto e o MC DCA F80, DCA
F150 e DCA F300 terem inibido o crescimento tumoral nas maiores concentracfes
testadas, 0o MC DCA F9 nas concentra¢fes 100 e 250 ug/mL foi o que apresentou maior
efeito antiproliferativo quando comparado as demais amostras em cada concentragdo e
ndo apresentou diferenca (p<0,05) quando comparado ao efeito do MC LPS (100 ng/mL).
A fracdo DCA F9 foi a amostra selecionada para os estudos dos possiveis mecanismos de
acao envolvidos na sua atividade antiproliferativa. Esta selecdo se deu devido ao seu alto
rendimento (acima de 40%), quantidade disponivel mais favoravel para os ensaios e por
ndo ter apresentado citotoxicidade contra linhagem tumoral murina, além de também ter
sido capaz de ativar macrofagos, aumentando a producao de NO e cujos sobrenadantes
apresentaram inibicdo do crescimento tumoral parecida com a do controle positivo (MC
LPS).

Figura 14. Efeito antiproliferativo em células de melanoma B16-F10 ap6s 48h de tratamento
com meio condicionado de macréfagos murinos (RAW264.7) estimulados in vitro com salina
(C-), 100 ng/mL de LPS ou 10, 100 e 250 pg/mL dos PS da Dictyota caribaea. Os valores de
absorbancia obtidos de 1 a 4 experimentos, realizados em triplicata, foram transformados em
percentual de inibicdo de crescimento e, em seguida, os dados foram analisados por analise de

variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey. (*p<0,05)% quando comparados ao grupo
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controle negativo (MC Salina); (*p<0,05)®: quando comparado ao grupo controle positivo (MC
LPS).

% inibigdo do crescimento

o

1 [ | T I |

T T T T T T
MC C-MC LPS 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 10 100 250 pg/mL

MC EB DCA MC DCA F9 MC DCA F30 MC DCA F80 MC DCA F150 MC DCA F300

Além disso, o nitrito foi analisado quanto ao seu potencial citotoxico para
avaliar se ele poderia estar inibindo o crescimento das células de melanoma murino B16-
F10, contudo ndo apresentou qualquer inibicdo do crescimento tumoral ap6s 48h de
tratamento nas concentracdes de 1, 5, 10, 15 e 20 uM (dados ndo apresentados), as
mesmas concentracdes encontradas nos ensaios de imunoestimulagao através do teste do

Griess.

4.3 Avaliacdo dos mecanismos do efeito antiproliferativo de macrofagos

4.3.1 Avaliacdo da producéo de citocinas por macréfagos murinos RAW 264.7
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Conforme observado na figura 15, os MC DCA F9 e LPS aumentaram (p<
0,05) os niveis da citocina pro inflamatéria TNF-a e anti-inflamatdria IL-10, quando

comparado ao grupo controle negativo (MC com salina).

Figura 15. Producdo de citocinas por macrofagos murinos (RAW264.7) estimulados in vitro
com salina (C-), 100 ng/mL de LPS ou 100 e 250 pg/mL da fracdo polissacaridica sulfatada
de Dictyota caribaea (DCA F9) ap6s 24h de tratamento. Os valores de absorbancia a partir da
curva padréo das citocinas de 2 experimentos, em duplicata, foram interpolados e analisados por
meio da analise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. *p<0,05 indicando diferenca quando
comparado ao controle MC salina.
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4.3.2 Avaliacéo dos efeitos do meio comdicionado de macrdéfagos ativados por DCA

F9 em células de melanoma B16-F10

4.3.2.1 Contagem de Ceélulas e Integridade de Membrana celular
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Como apresentado na figura 16, pode-se observar uma diminui¢do do
numero de células nas concentracGes de 100 e 250 ug/mL do MC DCA F9 quando
comparado com o controle (MC Salina), sugerindo que o MC DCA F9 favorece uma
inibicdo da proliferacdo de melanoma murino B16-F10. A doxorrubicina (DOX) a 0,4
uM também reduziu a contagem das células. Porém, como apresentado na Figura 17, ndo
foram encontradas alteracGes na integridade da membrana das células tratadas com MC
DCA F9, mostrando que a fracdo ndo causou danos na membrana das células. Apenas a

(DOX) alterou a porcentagem de células com a membrana integra.

Figura 16. Contagem de células de melanoma metastatico murino B16-F10 tratadas por 48h
com meio condicionado de macro6fagos murinos estimulados com salina (C-), 100 ng/mL de
LPSou 10, 100 e 250 pug/mL de DCA F9. A doxorrubicina (DOX) 0,4 uM e MC LPS 100 ng/mL
foram utilizados como controles positivos deste experimento. Os dados estdo apresentados como
os valores da média = D.P.M., foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) seguido do
po6s-teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism (*p<0,05).
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Figura 17. Integridade de membrana das células de melanoma metastatico murino B16-F10
tratadas por 48h com meio condicionado de macréfagos murinos estimulados com salina
(C-), 100 ng/mL de LPS ou 10, 100 e 250 pg/mL de DCA F9. A doxorrubicina (DOX) 0,4 uM

e MC LPS 100 ng/mL foram utilizados como controles positivos deste experimento. Os dados
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estdo apresentados como os valores da média = D.P.M., foram analisados por anélise de variancia

(ANOVA) seguido do pés-teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism (*p<0,05).
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4.3.2.2 Alteracdes na morfologia celular

MC DCA F9 10, 100 e 250 pg/mL também provocaram alteracdes
morfoldgicas nas células de melanoma metastatico murino B16-F10. Os tratamentos de
48h foram capazes de aumentar as caracteristicas de espalhamento da luz na analise de
citometria de fluxo (Figura 18 A), evidenciando as células com tamanho reduzido e com
alta granulosidade na forma de grafico de pontos. No tratamento com MC DCA F9 250
ug/mL quase 9% das células apresentaram tamanho reduzido e quase 17% apresentaram
aumento da granulosidade (Figura 18 B-C). O mesmo foi observado com 0s grupos
tratados com sobrenadantes de macrofagos estimulados com 100 ng/mL de LPS e
doxorrubicina (DOX) 0,4 uM, apresentando aproximadamente 35% e 40% das células

com alta granulosidade e 10% e 16% de células com tamanho reduzido, respectivamente.

Figura 18. Percentual de células de melanoma metastatico murino B16-F10 com morfologia
normal ou alterada, tratadas por 48h com meio condicionado de macr6fagos murinos
estimulados com salina (C-), 100 ng/mL de LPS ou 10, 100 e 250 pg/mL de DCA F9. A) Al,
Area de células com tamanho reduzido; A2, Area de células com alta granulosidade; A3, Area de
células com tamanho normal. B) Percentual de células com tamanho reduzido comparadas ao
grupo controle negativo. C) Percentual de células com granulosidade aumentada comparadas ao
grupo controle negativo. Os dados estdo apresentados como os valores da média + D.P.M., foram



analisados por andlise de variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de Dunnett. *p<0,05

indicando diferenca quando comparado ao controle negativo (MC salina).
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4.3.2.3 Avaliagéo do Ciclo Celular
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Na avaliacdo do perfil do ciclo celular das células de melanoma murino

B16-F10 tratadas com MC DCA F9 10, 100 e 250 pg/mL por 48 horas, foi possivel

verificar que as amostras nao interferiram nas fases GO/G1 e S das células tratadas,

quando comparadas com o controle (MC Salina). Porém foi possivel observar uma

diminuicdo do percentual de células (~7%) na fase G2/M nas concentragdes 100 e 250

pug/mL da amostra. De modo diferente, a doxorrubicina (DOX) 0,4 uM induziu a

diminuicdo do percentual do nimero de células na fase GO/G1 (~24%) e aumento da fase

S (~43%) e G2/M (~33%) quando comparado ao controle negativo (Figura 19).
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Figura 19. Alteracdes no ciclo celular de células de melanoma metastatico murino B16-F10
tratados por 48h com meio condicionado de macr6fagos murinos estimulados com salina
(C-), 100 ng/mL de LPS ou 10, 100 e 250 pg/mL de DCA F9. A doxorrubicina (DOX) 0,4 uM
foi utilizada como controle positivo deste experimento. Distribuicdo das fases do ciclo calculadas
pelo programa seguida pela divisdo das fases do ciclo celular em porcentagem. Os dados estdo
apresentados como os valores da média £ E.P.M., foram analisados por analise de varidncia
(ANOVA) seguido do pos-teste de Dunnett. *p<0,05 indicando diferenca quando comparado com

0 grupo MC salina.
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4.3.3 Avaliacdo da associacdo de quimioterapico com diferentes amostras dos

experimentos

Figura 20. Efeito antiproliferativo em melanoma metastatico murino B16-F10 da associacéo
do quimioterapico doxorrubicina 0,2 uM 0,4 uM com DCA F9 (A e C) e com meio
condicionado de macréfagos murinos estimulados in vitro com DCA F9 (B e D). Os valores
de absorbancia obtidos de um experimento em triplicata foram normalizados e transformados em
percentual de inibicdo de crescimento. Em seguida os dados dos gréaficos A e C foram analisados
por analise de variancia (ANOVA) seguido de pés teste Dunnett, *p<0,05 indicando diferenga
guando comparado com o controle positivo (DOX). Os dados do grafico B e D foram analisados
por andlise de varidncia (ANOVA) seguido de pos teste Tukey. p<0,05 “a” MC salina vs amostras
e “b” MC salina + DOX vs amostras.
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O polissacarideo sulfatado da fragdo DCA F9 (250 pg/mL) néo foi capaz de

inibir o crescimento tumoral quando testado sozinho. Porém observou-se aumento do
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efeito antiproliferativo do quimioterdpico DOX em associacdo com DCA F9 em ambas
as concentracdes de DOX testadas (Figura 20 A e C). MC LPS e DCA F9, assim como 0
MC associado a DOX também foram capazes de inibir o crescimento tumoral comparados
com controle (MC salina). Todavia, os MC DCA F9 e MC LPS, assim como as
associag0es, apenas apresentaram diferenca em relagéo ao controle positivo MC salina +
DOX na concentracdo de 0,2 uM (Figura 20 B e D)

5 DISCUSSAO
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O melanoma cutdneo é um tipo de cancer de fécil deteccdo por ser
facilmente visualizado, porém ap6s o processo de progressdo tumoral, gerando
metastases, ele se torna um tumor de dificil tratamento (FIDLER, 2003). Sendo assim,
apesar da sua baixa taxa de incidéncia, sua letalidade é elevada (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2015). Atualmente, as fucoidanas estdo disponiveis para uso como
cosméticos, alimentos funcionais, suplementos dietéticos, dentre outras utilizagdes. Até
0 momento, ndo ha usos aprovados para fragdes de fucoidana em aplicacdes biomedicas,
quer nos biomateriais, quer através de administracdo direta (intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular ou subcutanea). No entanto, a pesquisa sobre o uso de fucoidanas na
administracdo de farmacos, biomateriais, como agente topico, como agente utilizado para
uma variedade de patologias, incluindo o cancer, e como potencial agente
imunoestimulante ou modulador do microambiente tumoral, € promissor (FITTON et al.,
2015).

Neste trabalho demonstramos que os PS da alga parda Dictyota caribaea
(DCA F9) ativaram macrofagos in vitro para fenétipo anti-tumoral. Esse é o primeiro
trabalho a demonstrar o potencial imunoestimulante de PS da alga parda Dictyota
Caribaea. Em relacdo ao contexto do tumor, os macr6fagos sdo cada vez mais
reconhecidos como reguladores fundamentais do microambiente tumoral. Ao exercer
funcdes distintas, essas células podem afetar significativamente o curso do
desenvolvimento do tumor (LEWIS & POLLARD, 2006; WEBER et al, 2016;
YAMAGUCHI et al, 2015; LUNDHOLM et al, 2015; ALMATROODI et al, 2015). Em
varios tipos de cancer, os maiores niveis de TAMs estdo associados a um pior prognostico
do paciente (TAN et al, 2005; FORSSELL, 2007; JUNG et a, 2015).

Os macrofagos infiltrados no tumor sdo imunorreguladores e suprimem as
respostas imunes aos antigenos derivados de tumores. No entanto, em algumas
circunstancias particularmente com intervengdes terapéuticas adequadas, os macréfagos
podem ser antitumorais causando morte direta de células cancerigenas, remocéao de
suporte vital pela inibi¢do da angiogénese ou pela ativacdo de células T. Esta polarizacéo
diferencial esta sob o controle de muitos estimulos enddgenos ou exdgenos que alteram
o0 estado diferenciado dos macrofagos (PYONTECK et al., 2013; SU et al., 2014). As
intervencdes terapéuticas podem re-educar esses células para se tornar macrofagos
imunoestimuladores que, por si s6, podem causar regressao tumoral ou que melhoram a
atividade de quimioterapia ou imunoterapias. Trabalhos j& demostraram a re-educacéao

dos macrofagos M2 para um fenotipo semelhante a M1 (M1-like), podendo vir a se tornar
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adjuvantes nos tratamentos antitumorais (DE PALMA E LEWIS, 2013, SICA E
MANTOVANI, 2012; FUJIWARA et al., 2011).

Alguns estudos ja mostram que algas pardas, incluindo a Dictyota caribaea,
produzem diterpenos, metabolitos primarios, com atividade citotoxica contra células
tumorais (GEDARA et al., 2003; ABOU-EL-WAFA et al., 2013). Contudo, no presente
estudo, os PS da alga Dictyora caribaea ndo apresentaram citotoxicidade nas
concentracdes até 250 ug/mL frente a linhagem de melanoma murino B16-F10 durante
tratamento de 48h utilizando o ensaio do SRB (dados nédo apresentados). Isto demosntra
que os metabolitos secundarios produzidos pela D. caribaea ndo sdo responsaveis por tal
atividade citotoxica encontrada em metabolitos primarios da mesma espécie. A atividade
antitumoral com auséncia de citotoxicidade direta de PS contra células tumorais ja é
relatada, sugerindo que o efeito antitumoral se deve a modulacdo de células imunes do
microambinete tumoral (LIU et al., 2007; SCHEPETKIN & QUINN, 2006).

Estudos anteriores do nosso grupo mostram reducao de 50% no crescimento
do Sarcoma 180 em camundongos tratados com DCA F9 acompanhado de aumento do
baco (ASSEF, 2015). Ainda foi demonstrado que o tratamento com DCA F9 causou uma
desorganizacdo da arquitetura esplénica com hiperplasia das polpas branca e vermelha,
havendo uma mistura entre as mesmas. As alteraces observadas sugerem que a DCA F9
apresentou um efeito potencializador da resposta imune desses individuos. Além disso,
ndo foi verificada citotoxicidade contra linhagem de cancer colorretal (HCT-116) in vitro.
(ASSEF, 2015).

Resultados semelhantes ja foram encontrados para alginato obtido da alga
parda Sargassum vulgare (SOUSA et al., 2007) e para polissacarideos extraidos de algas
vermelhas e de plantas (ZHOU et al., 2004; LINS et al., 2009; SILVA et al., 2012). Por
outro lado, polissacarideos do fungo Pleurotus ostreatus também demonstraram inibicao
da proliferagéo celular in vitro e efeito antitumoral in vivo (CAQO et al., 2015).

Nos ultimos 50 anos, a triagem de drogas anticancer tém-se baseado em
ensaios de citotoxicidade usando linhagens de células tumorais as quais exibem um
fenotipo de crescimento rapido e incessante (MOFFAT, 2014). Porém vérias estratégias
de imunoterapia vém sendo investigadas, principalmente nos canceres do tipo melanoma.
Apesar de ndo terem apresentado citotoxicidade, os PS da alga Dictyota caribaea foram
capazes de ativar macréfagos RAW 264.7 nas concentragdes de 10 a 250 ug/mL. Este
resultado foi evidenciado pela deteccdo indireta de NO através da mensuracgao de nitrito

nos sobrenadantes pelo teste do Griess. Semelhantemente, Nakamura e colaboradores



60

demonstraram que uma fucoidana comercial pode induzir a producdo de NO por
macréfagos murinos RAW 264.7 nas concentracGes de 25 a 100 pug/mL e Teruya e
colaboradores também reportaram que fucoidanas obtidas da alga Laminaria angustata
induzem a produgéo de NO por RAW 264.7 nas concentragdes de 50 a 400 pg/mL
(NAKAMURA et al., 2006; TERUYA et al., 2010).

A maioria dos ensaios para avaliar a producao de NO é por meio de métodos
indiretos. Nitrito e nitrato podem ser medidos a partir de uma variedade de fluidos
bioldgicos. Um ensaio colorimétrico relativamente simples e conhecido h& muito tempo,
baseado na reacdo de Griess, € um dos mais utilizados para mensuracdo de nitrito. Esse
ensaio tem a vantagem de ser rapido e de baixo custo, além de possuir uma extensa
literatura que corroboram os resultados (CSONKA et al, 2014). Alguns trabalhos ja
demonstraram que diversos polissacarideos de algas tém efeito imunoestimulante,
incluindo polissacarideos sulfatados como as fucoidanas encontradas em algas pardas que
apresentam potente atividade estimuladora da producdo de NO (MAEDA et al., 2012;
YIN et al., 2014; NAKANO et al., 2012; CAO; LEE; YOU, 2014; UMAPOORANI et
al., 2016).

A incubacdo de células B16-F10 foi feita com meio condicionado de
macrofagos murinos RAW264.7 estimulados in vitro previamente com LPS ou PS da
Dictyota caribaea (E.B DCA, DCA F9, DCA F80 e DCA F300). O tratamento por 48h
resultou em inibicdo de aproximadamente 10 a 20% da proliferacdo das células de
melanoma. O MC DCA F9 foi capaz de inibir o crescimento tumoral em todas as
concentracdes testadas e foi o que mais se assemelhou a inibicdo do MC LPS 100 ng/mL,
ndo apresentando diferenca (p<0,05) nas concentragdes de 100 e 250 pg/mL quando
comparados ao MC LPS.

Outros estudos mostram que fucoidanas podem mediar a liberacdo de NO
por macrofagos estimulados no microambiente tumoral, causando assim apoptose das
células, além de os sobrenadantes de macréfagos estimulados por fucoidnas serem
capazes de levar as células de Sarcoma 180 a apoptose (TAKEDA et al., 2012).
Semelhantemente, Maeda e colaboradores mostraram que PS da alga verde Caulerpa
lentillifera aumentaram a producdo de NO em macrofagos murinos RAW264.7 (MAEDA
et al., 2012). Neste trabalho foi observada a producdo de NO por macrofagos quando
estimulados por LPS. A producdo de NO por lipopolissacarideos bacterianos ja foi
demonstrada como estado de ativagdo de macrdéfagos com fenétipo M1 (MANTOVANI

et al., 2002). Apesar do LPS ser um potente ativador da resposta imunoldgica e servir
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como excelente controle positivo dos experimentos, a sua alta toxicidade torna o seu uso
clinico limitante. O choque séptico na sepse pode ser induzido pelas altas concentragdes
de LPS no sangue (COOPER et al, 1971; TAVEIRA et al,, 1993; PINTO et al, 2003).

O NO ¢é uma molécula altamente instavel sendo convertido rapidamente em
nitrito, seu produto estavel. No presente trabalho, o nitrito encontrado no meio
condicionado de macrofagos estimulados foi avaliado quanto sua possivel acdo
antiproliferativa. No entanto, essa inibicdo nédo se deu por acéo do nitrito, ja que este ndo
apresentou qualquer inibicdo até 20 uM, equivalente a aproximadamente o dobro
concentragéo contida no teste com o MC DCA (dados ndo apresentados). Uma vez que o
NO é toxico em altas concentracdes, ndo podemos descartar a possibilidade de inibicao
de crescimento ainda maior de células tumorais. Uma possibilidade para comprovar isso
e avaliar os demais fatores envolvidos na resposta de macréfagos, seria a realizagdo de
um experimento in vitro de co-cultura de macréfagos e células tumorais.

A DCA F9 foi a fracdo que apresentou maior rendimento (~40%) dentre as
demais fracOes, além de ser a mais abundante.. Também apresentou efeito
imunoestimulante sobre macréfagos murinos que apés estimulados por DCA F9 nas
concentracdes de 100 e 250 pg/mL, demonstrou o maior efeito antiproliferativo sobre
células de melanoma murino B16-F10. Além disso, apresentou semelhante inibicdo
aquela causada pelo MC LPS 100 ng/mL. Devido a esse conjunto de caracteristicas, esta
foi a fracdo selecionada para avaliarmos melhor os efeitos nas células tumorais in vitro.

Macrofagos ativados sdo capazes de produzir citocinas. As citocinas sao
moléculas de sinalizacdo que controlam a homeostase no organismo através da
diferenciacdo celular, proliferagdo e apoptose, além de regular as funcdes de defesa,
incluindo a resposta imune (PARK et al., 2013). Para estudar a ativacdo de macro6fagos
murinos por DCA F9, foi avaliada a producdo de uma citocina pré-inflamatéria. No
presente estudo, a DCA F9 nas concentracdes de 100 e 250 pg/mL induziu o aumento da
producdo do fator de necrose tumoral o (TNF- a) por macroéfagos. O LPS 100 ng/mL foi
utilizado como controle positivo e aumentou significativamente a producdo de TNF- a
(p<0,05). O TNF-a ¢ um citocina inflamatdria liberada em grandes concentragdes por
macrofagos M1. Ele é conhecido por induzir a apoptose das células tumorais
(VACULOVA et al, 2002; TAKEDA et al., 2012 SENTHILKUMAR et al, 2013).

Por isto, é possivel sugerir que essa inibicdo causada pelo MC de
macrofagos em células tumorais se dé, pelo menos em parte por esta citocina. A produgao

de NO e TNF- a em conjunto sdo responsaveis pela maioria das respostas contra
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patégenos, incluindo células tumorais (KLIMP et al., 2002). De acordo com nossos
resultados, que mostraram producdo das citocinas pro-inflamatérias, outros grupos
também mostraram que MC LPS apresentam polarizacdo M1. Além dos altos niveis de
citocinas pré-inflamatorias produzidas, como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, exibiram
atividades inibitdrias de crescimento em células de adenocarcinoma do célon humano in
vitro (DUMONT et al, 2008; POLLI et al, 2016). O polissacarideo sulfatado da alga parda
Ascophyllum nodosum tem capacidade de estimular a producao de TNF- a, NO e G-CFS
em macrdofagos murinos RAW?264.7 in vitro (JIANG et al., 2013).

Embora os macr6fagos murinos tenham produzido citocinas pro-
inflamatorias, como 0 TNF-o em resposta a estimulacdo com DCA F9, essas células
também produziram IL-10 quando estimuladas com DCA F9 100 e 250 pg/mL. A citocina
IL-10 é uma das citocinas produzidas por TAMs M2-like no microambiente tumoral
capazes de promover a inibicdo da resposta imune antitumoral. Alguns trabalhos sugerem
que a ativacdo da sinalizacdo TLR4 em TAMs estimula uma maior liberacdo de IL-10.
Além disso, a correlacdo positiva entre 0s niveis séricos de IL-10 e a progressdo tumoral,
bem como a localizacdo da IL-10 em metastases avancadas propdem gue essa citocina
tem um papel crucial no microambiente do tumor (LIU et al., 2013). Contudo, alguns
trabalhos ja demosntram que sobrenadantes de macrofagos ativados foram capazes de
produzir citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias, como IL-10, porém mostram
que o fenotipo adquirido pelos macrofagos apds ativacdo era semelhante ao M1,
conhecido como antitumoral (POLLI et al, 2016; LIU et al., 2017). Para as fucanas
sulfatadas obtidas da alga Agarum cribrosum, Cho e colaboradores observaram um
significativo aumento da producdo de oxido nitrico, além da liberacdo de IL-10 em
consequéncia da ativacdo do Fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) em culturas
de células RAW 264.7 (CHO et al., 2014). No presente estudo é possivel que 0s
macréfagos murinos, apesar de terem aumentado a producdo de IL-10, tenham sido
estimulados para o fenétipo M1 classico ou para um fen6tipo intermediario préximo de
M1. De fato, nos tumores humanos e experimentais, os macroéfagos ndo apresentaram
fenotipos unicos, expressando tanto marcadores M1 como M2 (LEWIS & POLLARD,
2006, VAN GINDERACHTER, 2006). Os macrofagos que expressam altos niveis de NO
(marcador M1) e arginase-1 (marcador M2) foram descritos em modelos in vivo de
carcinoma de c6lon e sarcoma (KUSMARTSEV & GABRILOVICH, 2005). Portanto, a
distincdo entre macréfagos M1 e M2 representa extremos que ndo refletem o espectro
total de fenotipos que os macrofagos podem adotar (SICA & MANTOVANI, 2012).
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A manipula¢do do MIT vem surgindo como alvo de novas terapias anti-
cancer. Dentre os diferentes tipos de estratégias que utlilizam os TAMs como alvos
terapéuticos podem ser citados a deplecdo de TAMs em tumores, a inibicdo do
recrutamento de monocitos presentes na circulacdo (leucocitos precursores de
macrofagos) e a ativagdo dos TAMs direcionando-os para fen6tipos antitumorais
(semelhantes a M1), estratégia de “reeducac¢do” dos TAMs (ALLAVENA &
MANTOVANI, 2012).0s macrofagos que tém seu fendtipo re-educado para o0 M1 podem
potencializar a terapia do cancer, e, devido a isso, os TAMs tém sido cada vez mais
evidenciados como alvo para a terapia antitumoral (SHIME et al, 2012; CAl et al, 2012;
PYONTECK et al, 2013; HERMANO et al, 2014; LIU & CAO, 2015; YANG & ZANG,
2017).

O melanoma é muito resistente aos quimioterapicos atuais €, nos estagios
avancados da doenca, os indices apoptoticos sdo muito baixos (SOENGAS e LOWE,
2003). Dando continuidade ao estudo do mecanismo de acdo da DCA F9 frente a
linhagem de melanoma murino B16-F10, os resultados da analise por citometria de fluxo
mostraram uma reducdo do namero de células tratadas com o MC DCA F9 10, 100 e 250
ug/mL quando comparado com o controle negativo (MC Salina).

Além disso, 0 MC DCA F9 ndo causou danos a membrana celular em
nenhuma das concentracdes testadas. Porém foram observados aumentos das populacdes
de células com tamanho reduzido e de células com alta granulosidade. A apoptose é um
dos principais mecanismos pelo qual os agentes quimioterapicos do cancer matam as
células. Marcadores de DNA hidrofilicos de elevado peso molecular, como iodeto de
propidio, ndo sdo passiveis de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu tamanho,
bem como ndo marcam células apoptdticas sem que estas apresentem alteracdes na
permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nos estagios finais da apoptose
(VAN ENGLAND et al., 1998; WILLINGHAM, 1999).

Anélises precisas e quantificagdo confidvel de células apoptédticas sao
possiveis através de abordagens citofluorimétricas, tirando vantagens das mudltiplas
alteracdes celulares que ocorrem durante a apoptose (NICOLETTI et al, 1991; PETIT et
al, 1995). Por exemplo, a redugéo do volume celular e 0 aumento da granularidade celular
de células apoptoticas modificam suas propriedades de dispersdo de luz, isto é, os
parametros de dispersdo direta (FSC) e dispersdo lateral (SSC), respectivamente
(BROWN et al, 1993).
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O encolhimento de células devido a desidratagdo pode ser detectado em
estagios iniciais da apoptose como uma diminuicéo na intensidade do sinal de disperséo
de luz direta (FSC) (ORMEROD et al., 1995, SWAT et al., 1981). Algumas fucanas
exibem atividade anti-proliferativa através de varios mecanismos, tais como a inducgéo de
parada do ciclo celular, apoptose e ativacdo do sistema imune. Com relagdo a isso,
atividades como a inducdo de inflamac&o através do sistema imunitario, o stress oxidativo
e mobilizacdo de células tronco foram relatados por estarem ligadas a essas propriedades
anti-cancerosas (KWAK-KIM et al., 2014).

A autofagia € outro mecanismo de morte celular que pode ser induzido em
celulas tumorais com intuito de elimina-las. A autofagia & um processo importante para
manutencdo da homeostase de todas as células, pois remove proteinas e organelas
defeituosas. Nas situacGes de insuficiéncia de nutrientes ou estresse metabolico, a
autofagia pode ser acionada para degradar proteinas e organelas celulares, com o objetivo
de manter a homeostase celular. O processo autofagico tem inicio com a formacao de
vesiculas de membrana, denominadas autofagossomos, que englobam particulas
citoplasmaticas. A presenca dessas vesiculas sdo caracteristicas inerentes as células em
processos autofagicos. Os autofagossomos fundem-se a lisossomos, formando 0s
autofagolisossomos responsaveis pela degradacdo e reciclagem do material celular
(OZPOLAT & BENBROOK, 2015; YANG et al, 2011). A autofagia pode estar
relacionada a supressdo de células tumorais pela inibicédo da proliferacédo celular, podendo
levar a morte das células e, consequente, a inibicdo e regressdo do crescimento tumoral
caso seja superestimulada (YANG et al., 2011). A degradacdo autoféagica pode levar a
morte celular associada apoptose (OZPOLAT & BENBROOK, 2015). Os resultados
obtidos sugerem apoptose inicial e/ou autofagia apds tratamento de 48h com a amostra,
embora sejam necessarios outros experimentos para elucidar o mecanismo de acao da
DCA F9.

Neste trabalho, 0 MC DCA F9 também foi capaz de causar uma reducéo de
células na fase G2/M do ciclo celular (Figura 18), assim como a doxorrubicina, que causa
uma reducdo nas fases de sintese (S) e G2 e mitose (M). O mecanismo de citotoxicidade
de muitos agentes anticancer convencionais é baseado no dano de DNA e subsequente
inducdo de apoptose. No entanto, as células tumorais também podem responder a agentes
capazes de desacelerar o ciclo celular, sendo conhecidos como agentes citostaticos. Estes
compostos ndo matam células cancerosas, mas impedem que essas células se proliferem
(RIXE; FOJO, 2007).
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A maioria dos agentes anticancer convencionais tem potencial citostatico e
citotoxico. A citostaticidade pode ser o passo inicial para diferentes mecanismos de morte
celular em que a duracdo da parada da mitose ndo estad necessariamente correlacionada
com a probabilidade de morte (WEISSENSTEIN et al., 2014). Estudos tém mostrado que
polissacarideos podem induzir arrasto do ciclo celular em diferentes fases (ALVES et al.,
2012; DORE et al.,2012). A heterofucana denominada fucana B da alga Spatoglossum
schrdederi promoveu arrasto do ciclo celular em G1 (NOBRE et al., 2013). Segundo Rixe
e Fojo, existem evdéncias de que agentes citostaticos puros talvez ndo existam. No
entanto, agentes que causam uma resposta citostatica podem apresentar um efeito
citotoxico ou escape celular da parada. Como exemplos eles citam diversos agentes
quimioterapicos que apresentam um misto de acGes, como a daunorrubicina, um inibidor
de topoisomerase Il, que em baixas comcentracdes apresenta um efeito citostatico,
levando a célula a uma parada do ciclo em G2/M, e em altas concentra¢fes demonstra
um efeito citotdxico com parada em G1 e S (RIXE & FOJO, 2007). O paclitaxel (taxol)
um agente mitotico com acao antagonista a despolimerizacdo de microtdbulos capaz de
inibir a formacdo do apropriado fuso mitotico, ndo é capaz, de forma direta, de causar
citotoxidade (ALMEIDA et al., 2005; BRANDAO et al., 2010). Por meio da interferéncia
na dindmica dos microtibulos, o taxol e outros agentes mitdticos levam a parada da célula
na fase M (mitose). A parada em mitose é uma condi¢do pouco tolerada pelas células que,
consequentemente desviam para uma via de morte, gerando uma atividade citotoxica
indireta do taxol (RIXE & FOJO, 2007).

Finalmente, foram avaliados os efeitos das associacdes de quimioterapico
com DCA F9 ou MC DCA F9 na proliferacdo de B16-F10 (Figura 19). As associacgdes
de DOX nas concentracdes da sua Clso e %2 da Clso com DCA F9, mas ndo com MC DCA
F9, aumentaram o efeito antiproliferativo desse quimioterapico quando comparados com
0 controle negativo (salina). Esse tipo de interacdo ja foi demonstrada com
polissacarideos sulfatados de fungos (PSK) que ja sdo utilizados na clinica no continente
Asiatico (SUN et al., 2012; FRITZ et al, 2015; NAMIKAWA et al, 2015). No contexto
da busca por substancias ndo citotdxicas e imunoestimulantes, os PS de algas podem ser
fortes candidatos para associagdo com quimioterapicos para reducédo de efeitos colaterais
e melhora da eficacia dos mesmos. As fucoidanas ja sdo relatadas na literatura como
adjuvantes orais utilizados durante ou apds a quimioterapia convencional. Muitos
estudos, utilizando modelos in vitro, ttm demonstrado o efeito de sinergismo das

fucoidanas com os quimioterapicos. Zhang e colaboradores mostraram o efeito de
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sinergismo de uma fucoidana de alga parda com trés quimioterapicos (Cisplatina,
Tamoxifeno e Paclitaxel) em duas linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-
7) (ZHANG et al., 2013). Em outro tipo de cancer, células linfoides malignas foram pré-
tratadas com fucoidana e em seguida foi realizado o tratamento com o quimioterapico
etoposideo, aumentando consideravelmente a eficicia deste (PHILCHENKOV et al.,
2007). As fucoidanas sdo conhecidas por interferir a ligagdo de um receptor celular
CXCR4 com uma quimiocina CXCL12 (SWEENEY et al., 2002; FERMAS et al., 2008).
A ligacdo desses receptores pode ser critica para o estabelecimento, crescimento e
mestastase de tumores, de modo que a prevencdo dessa ligacdo pode ajudar na inibicdo
do céncer. Fragdes de fucoidanas podem ligar-se a CXCL12 e assim prevenir a ligacdo
com CXCR4 e impeder a secrecdo de enzimas que degradam a matriz extracelular,
responsaveis pela metastizacdo (SCHNEIDER et al., 2015). Nossos resultados sugerem
que além de um efeito imunomodulador, a DCA F9 exibe um efeito de sinergismo com o
quimioterapico utilizado (doxorrubicina) no ensaio antiproliferativo in vitro. Esses efeitos
sdo desejaveis e de alta relevancia na utilizacdo da fracdo polissacaridica sulfatada
utilizada neste trabalho em outros modelos in vivo.

Estudos sobre a regulacdo das funcdes e dos fendtipos dos TAMs sdo
indispensaveis para o desenvolvimento de estratégias antitumorais inovadoras, além da
possibilidade de utilizar substancias com baixa ou insignificante toxicidade como
adjuvante nos tratamentos convencionais do cancer.

Os achados deste trabalho mostram o potencial imunoestimulante de
polissacarideos sulfatados obtidos da alga parda D. caribaea através da ativacdo de
macrofagos in vitro. O efeito antitumoral in vivo da DCA F9 (Assef, 2015) pode ser, pelo
menos em parte, devido a ativacdo dos macréfagos. Além disso, observamos de forma
preliminar, o efeito sinérgico na citotoxicidade em células B16-F10 de quimioterapico
antitumoral quando em associagcdo com DCA F9. Este trabalho amplia as perspectivas de

novos estudos afim de elucidar os mecanismos envolvidos nestas atividades.

6 CONCLUSOES

o PS da alga Dictyota caribaea (DCA) ndo apresentaram citotoxicidade contra
células de melanoma metastatico murino B16-F10 in vitro;
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o A fracdo polissacaridica DCA F9, assim como as demais fracdes e o extrato bruto,
foram capazes de ativar macrofagos murinos RAW264.7 in vitro;

o Macrofagos murinos estimulados por DCA F9 nas concentracdes 100 e 250
pg/mL produziram citocinas TNF-a e IL-10;

o MC DCA F9 foram capazes de inibir a proliferacdo de células de melanoma
metastatico murino B16-F10, bem como causar alteracbes morfologicas e lentificar o
ciclo celular;

o DCA F9 em associacdo com o quimioterapico doxorrubicina aumenta a resposta
antitumoral deste contra células de melanoma metastatico murino B16-F10 in vitro.

Em conjunto, esses resultados evidenciam que a DCA F9 tem capacidade
de ativar macrdfagos para um fendtipo antitumoral, podendo modular 0 microambiente
tumoral. Além disso, ainda ndo ha trabalhos relatando o efeito imunoestimulante de

polissacarideos sulfatados da Dictyota caribaea.
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