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profundos, e ¢ possivel que ela nos

tenha dado uma pista que, se



seguirmos, poderd nos levar a

solugdo deste dificil problema.”

(William B. Colley)
RESUMO

GALACTANA SULFATADA NAO-CITOTOXICA DA ALGA MARINHA Gracilaria
cornea J. Agardh POLARIZA MACROFAGOS PARA UM FENOTIPO ANTITUMORAL in
vitro E INIBE O CRESCIMENTO TUMORAL EM UM MODELO DE MELANOMA
MURINO

As algas marinhas sdo conhecidas por produzirem diversos compostos bioativos, entre os quais
podemos destacar os polissacarideos sulfatados (PS). Os PS sdo biomoléculas que possuem
diversas atividades biologicas ja descritas. Em relagdo ao cancer, a capacidade que
determinados PS possuem em estimular células da imunidade inata, sobretudo ativar
macrofagos (Mfs) para um fenoétipo antitumoral, representa uma abordagem promissora que
tem atraido cada vez mais o interesse da comunidade cientifica pelo potencial terapéutico que
representa. O presente estudo tem como objetivo avaliar se galactanas sulfatadas (GS) - um PS
encontrado principalmente nas algas vermelhas - obtidas das espécies Gracilaria cornea (GS-
Gc) e Solieria filiformis (GS-Sf) - sdo capazes de ativar uma linhagem de macréfagos murinos
(RAW 264.7) para um fenétipo antitumoral. Os resultados mostraram que ambas as amostras
induziram a producao de 6xido nitrico (NO) em RAW 264.7, sugerindo sua ativacao para um
fenotipo pré-inflamatorio (semelhante ao M1). Além disso, embora GS-Gce ndo tenha inibido
diretamente a proliferacao da linhagem de melanoma murino (B16-F10), o meio-condicionado
de RAW 264.7 incubada com GS-Gc (MC-GS-Gc) foi capaz de inibir a proliferagdo de B16-
F10. Este resultado sugere que, embora GS-Gc ndo apresente citotoxicidade direta contra a
linhagem tumoral estudada, pode exercer efeito antitumoral mediado pela ativagdo dos Mfs.
Devido ao seu perfil bioativo, GS-Gc foi selecionada para ensaios posteriores. Os experimentos
de caracterizacdo fenotipica subsequentes revelaram que a GS-Gc aumentou a expressdo dos
marcadores de superficie MHC de classe I e CD86, além de aumentar a expressao do marcador
intracelular iNOS. Esse resultado refor¢a ainda mais o potencial imunoestimulante de GS-Gc¢
sobre Mfs. Em um modelo de melanoma murino, a administracao de GS-Gc na dose de 25
mg/kg, via intraperitoneal (i.p) em camundongos C57BL/6 ao longo de 14 dias promoveu uma
redugdo de aproximadamente 60% do peso tumoral em comparagdo ao grupo controle negativo
(salina). Além disso, andlises histopatologicas mostraram aumento do peso do bago
acompanhado de desorganiza¢do da polpa branca, corroborando com a hipotese de GS-Gc
exerce efeito antitumoral por meio da estimulagdo do sistema imunolédgico. Por fim, durante
todo o tratamento dos animais com a amostra, ndo foram observados efeitos toxicos, indicando
sua seguranga para potencial utilizagdo terapéutica. Em sintese, o nosso estudo revelou um
potencial antitumoral e imunoestimulante promissor da GS de G. cornea. Enquanto
continuamos a estudar os mecanismos subjacentes aos efeitos farmacoldgicos observados, o
nosso trabalho contribui para o crescente conjunto de evidéncias que apoiam o potencial
terapéutico dos polissacéaridos de origem marinha para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Polissacarideos Sulfatados; Imunoestimulante; Macréfagos; Antitumoral.



ABSTRACT

NON-CYTOTOXIC SULFATED GALACTAN FROM RED SEAWEED Gracilaria cornea
J. Agardh POLARIZES MACROPHAGES TOWARDS AN ANTITUMOR PHENOTYPE in
vitro AND INHIBITS TUMOR GROWTH IN A MURINE MELANOMA MODEL

Seaweeds are known for producing various bioactive compounds, among which we can
highlight sulfated polysaccharides (SP). SP are biomolecules that have various biological
activities that have already been described. In relation to cancer, the ability of certain SP to
stimulate innate immunity cells, especially to activate macrophages (Mfs) towards an anti-
tumor phenotype, represents a promising approach that has attracted increasing interest from
the scientific community due to its therapeutic potential. The aim of the present study was to
assess whether sulfated galactans (SG) - a PS found in red seaweeds - obtained from the species
Gracilaria cornea (SG-Gc) and Solieria filiformis (SG-Sf), were able to activating a lineage of
murine macrophages (RAW 264.7) towards an antitumor phenotype. The results showed that
both SG-Gc and SG-Sf induced the production of nitric oxide (NO) in RAW 264.7, suggesting
their activation to a pro-inflammatory phenotype (similar to M1). Furthermore, although SG-
Gc did not directly inhibit the proliferation of the murine melanoma cell line (B16-F10), the
medium-conditioned RAW 264.7 incubated with SG-G¢ (MC-SG-Gc) was able to inhibit the
proliferation of B16-F10. This result suggests that, although SG-Gc does not show direct
cytotoxicity against B16-F10, it may exert an antitumor effect mediated by macrophage
activation. Due to its bioactive profile, SG-Gc was selected for further testing. Subsequent
phenotypic characterization experiments revealed that SG-Gc increased the expression of MHC
class I and CD86 surface markers, as well as increasing the expression of iNOS (intracellular
marker). This result further reinforces the immunostimulant potential of SG-Gc on
macrophages. In a murine melanoma model, the administration of SG-Gc at a dose of 25 mg/kg,
intraperitoneally (i.p) in C57BL/6 mice over 14 days promoted a reduction of approximately
60% in tumor weight compared to the negative control group. In addition, histopathological
analyses showed an increase in spleen weight accompanied by disorganization of the white
pulp, corroborating the hypothesis that SG-Gc exerts an anti-tumour effect by stimulating the
immune system. Finally, no toxic effects were observed throughout the treatment of the animals
with the sample, indicating its safety for potential therapeutic use. In summary, our study
emphasizes the promising antitumor and immunomodulatory properties of SG, especially the
G. cornea species. While we continue to study the mechanisms underlying the observed
pharmacological effects, our work contributes to the growing body of evidence supporting the
therapeutic potential of polysaccharides of marine origin for the treatment of cancer.

Keywords: Sulfated Polysaccharides; Immunostimulant; Macrophages; Antitumor.
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1 INTRODUCAO

1.1 O cancer

Doengas representam um estado de interrup¢ao do funcionamento normal do
organismo. No cancer, as c¢lulas tumorais exibem disfun¢des nos mecanismos que
regulam o crescimento e a divisao celular levando a uma proliferagdo fora da homeostase,
desequilibrio no uso dos recursos do hospedeiro, ruptura tecidual e cooptagdo de células
ndo tumorais gerando ao paciente, em ultima instancia, dor, faléncia de orgdos e
complica¢des como a caquexia. Além disso, as células transformadas estdo sujeitas a
evolucdo por selegdo natural levando ao surgimento de subpopulacdes com diferentes
fenodtipos que podem exibir desde resisténcia a quimioterapia citotoxica até a capacidade
de invadir tecidos proximos e se espalhar para outras partes do organismo através dos
vasos sanguineos e linfaticos. (Brown et al., 2023).

A carcinogénese ¢ um processo lento e gradual por meio da qual uma célula
ndo tumoral se transforma em uma célula tumoral (Figura 1). Didaticamente, pode ser
dividida em trés fases: iniciagdo, promog¢do e progressdo. Na fase de “iniciagdo”,
alteragOes genéticas em genes-alvo (proto-oncogenes € genes supressores tumorais, por
exemplo) sdo induzidas pelos agentes carcinogénicos (de natureza quimica, fisica ou
biolodgica). Essas mutagdes conferem a célula iniciada uma vantagem de crescimento.
Durante a “promogao”, a célula ¢ estimulada a se dividir por agdo dos agentes promotores
(horménios, inflamagdo cronica e algumas substancias como ésteres de forbol, por
exemplo) ampliando o efeito das mutagdes iniciais, porém, sem causa-las diretamente.
Isso leva a proliferagdo das células mutadas, aumentando a chance de acumular novas
mutacoes obtendo vantagens adicionais de crescimento e sobrevivéncia em relagdo as
células do tecido de origem. Na fase final, denominada “progressdo”, a lesdo pré-maligna
se transforma em um tumor maligno invasivo com concomitante aumento da

heterogeneidade celular (Klaunig, 2020).
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Figura 1 - Etapas da carcinogénese

CARCINOGENESE

Iniciacdo Promocao Progressao
Genes sofrem acdo de Agentes oncopromatores Multiplicacao
agentes cancerigenos atuam na célula alterada descontrolada e irreversivel

Fonte: Elaborado pelo autor.

No inicio dos anos 2000, Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg
propuseram que, a despeito da notdvel diversidade de neoplasias malignas e dos
mecanismos moleculares subjacentes, seria possivel identificar um conjunto de
capacidades funcionais adquiridas durante a carcinogénese e compartilhadas pelos
tumores que seriam indispensaveis para o seu desenvolvimento. Inicialmente, esse
conjunto reunia seis caracteristicas denominadas “hallmarks of cancer” (Figura 2). Uma
breve descri¢ao dessas capacidades funcionais € apresentada a seguir: 1) Autossuficiéncia
em sinais de crescimento, produzindo ou respondendo de forma constitutiva a seus
proprios fatores de crescimento; i1) Insensibilidade aos sinais antiproliferativos; 1iii)
Capacidade de invadir tecidos e formar metastases, espalhando-se para outras partes do
corpo; iv) Potencial replicativo ilimitado, evitando a senescéncia celular, principalmente,
pela ativacdo da enzima telomerase; v) Indugdo de angiogénese sustentada, formando
novos vasos sanguineos e garantindo suprimento de nutrientes e oxigénio, além de
facilitar metastases; vi) Resisténcia a apoptose, permitindo que sobrevivam e se
proliferem a despeito dos significativos danos ao material genético (Hanahan; Weinberg,

2000).
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Figura 2 - Capacidades funcionais do cancer propostas em 2000.
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Fonte: Hanahan; Weinberg (2000, com adaptagdes).

J& no inicio da década passada, os autores publicaram um novo artigo
propondo duas capacidades funcionais em adi¢do as seis previamente propostas. Foram
elas: 1) Reprogramacao do metabolismo energético e ii) Evasao do sistema imune. Sobre
a primeira, as células tumorais adaptam seu metabolismo energético de modo a permitir
seu crescimento acelerado, optando pela glicolise aerdbica em vez da fosforilacdo
oxidativa, um processo conhecido como “efeito Warburg”. Além disso, as células
transformadas desenvolvem estratégias para evitar a deteccao e destruicdo pelo sistema
imunologico do hospedeiro, como a modificagao da expressao proteica para inibir células
imunes, alteragdo de antigenos de superficie, e a criagdo de um microambiente
imunossupressor. Esses mecanismos, fundamentais para a sobrevivéncia e proliferacao
tumoral, sdo alvos para terapias inovadoras como a imunoterapia. Por fim, além das duas
capacidades funcionais propostas, foram sugeridas duas “caracteristicas facilitadoras”, ou
seja, caracteristicas que facilitam o surgimento das capacidades funcionais. Foram elas;
1) Instabilidade genomica e ii) Inducdo da inflamacdo (Figura 3). A instabilidade
gendmica, resultante de falhas no reparo do DNA, acelera a evolugdo do cancer ao

permitir o acimulo de mutagdes vantajosas, tendo como uma das consequéncias a
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resisténcia a tratamentos. J& a inflamagao cronica ¢ reconhecida por seu papel dubio na
carcinogénese, podendo tanto combater quanto promover o desenvolvimento tumoral,
através da indugdo de processos como proliferacdo celular, angiogénese ¢ metastase

(Hanahan; Weinberg, 2011).

Figura 3 - Capacidades funcionais emergentes e caracteristicas facilitadoras do cancer
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Instabilidade gendmica
e mutagio

Inducio da inflamacéo
pelo tumor

\ Caracteristicas }
facilitadores

Fonte: Hanahan; Weinberg (2011, com adaptagdes).

Recentemente, Douglas Hanahan sugeriu nova expansdo das capacidades
funcionais e das caracteristicas facilitadoras do cancer (Figura 4). Entre as capacidades
funcionais propostas estdo: i) Desbloqueio da plasticidade fenotipica e ii) Células
senescentes. A plasticidade fenotipica refere-se a habilidade das células tumorais de
reverter a diferenciagdo terminal, o que pode aumentar a resisténcia aos farmacos
anticancer e facilitar o processo de metastase. Ja as células senescentes, embora
inicialmente atuem como um mecanismo de defesa contra tumores, podem, em certos
contextos, promover a progressdo tumoral através de suas secre¢des paracrinas que
afetam tanto células tumorais quanto nao-tumorais, estimulando caracteristicas
cancerigenas. Em relacdo as caracteristicas facilitadoras, o autor sugeriu a inclusado de: 1)
Microbiomas polimorficos e ii) Reprogramacao epigenética ndo-mutacional. Pesquisas

recentes apontam que certos perfis de microbiota podem favorecer o desenvolvimento de
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cancer, através da mutagénese induzida por toxinas bacterianas ou por mimetizar sinais
que promovem a proliferacdo celular, ndo se restringindo apenas ao célon, mas
influenciando também o sistema imune. Quanto a reprogramacao epigenética, esta
envolve mudancas na expressdo génica que nao sdo resultado de mutacdes no DNA,

contribuindo para que as células tumorais adquiram novas funcionalidades (Hanahan,
2022).

Figura 4 - Capacidades funcionais emergentes e caracteristicas facilitadoras propostas
recentemente
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Fonte: Hanahan (2022, com adaptagdes).

1.1.1 A epidemiologia do cdncer

O cancer ja € o principal problema de saude publica no mundo, sendo uma
das principais causas de morte ao redor do globo. O cancer ja representa a primeira ou a
segunda causa de morte antes dos 70 anos em 112 paises de 183 paises estudados. Além

disso, a incidéncia e a mortalidade por cancer vém crescendo rapidamente ao redor do



23

globo. De acordo com o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) —um projeto global
de pesquisa e monitoramento de cancer ligado a International Agency for Research on
Cancer (IARC) - foram estimados, para o ano de 2020, aproximadamente 20 milhdes de
novos casos de cancer no mundo e para o ano 2040, estima-se 28,4 milhdes de novos
casos, indicando, portanto, um crescimento de 47% em relagdo a 2020. Este aumento ¢
mais acentuado nos paises em desenvolvimento (variando entre 64% e 95%) em
comparag¢do aos paises desenvolvidos (onde o aumento previsto varia entre 32% e 56%).
Essa diferenca pode ser atribuida a alteragdes demograficas e a fatores de risco associados
a globalizagdo e ao crescimento econdmico (Sung et al., 2021).

Para o Brasil, as estimativas mais recentes divulgadas pelo Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) ¢ de que ocorrerdo em torno de 704 mil
novos casos de cancer para cada ano do tri€nio 2023-2025, sendo o cancer de pele nao
melanoma o tipo mais incidente, com estimativa de 220.490 novos casos para cada ano
do triénio (INCA, 2022). Além disso, excluindo o cancer de pele ndo melanoma e
considerando uma divisdo por sexo, o cancer de prostata apresenta a maior taxa de
incidéncia em homens, enquanto o cancer de mama possui a maior taxa de incidéncia

entre as mulheres (Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma (numeros arredondados para multiplos de
10)

Localizagdo Primaria ~ Casos %

Prostata 20.650 38,1% Homens

Traqueia, bronquios e pulmoes 3.450 6,4% £
Estémago 3.450 6,4% -
Colon e reto 3.100 5,7% P

Cavidade oral 2.350 4,3% +
Leucemias 1.770 3,3% Lo
Esdfago 1.630 3,0% |7
Figado 1.600 2,9% v
Laringe 1.450 2,1% 1]

Sistema nervoso central 1.410 2,6% |
Localizagdo Primaria Casos %
Mulheres Mama feminina 15.690 28,1%

Colo do utero 5.280 9,5%
Glandula tireoide 4.060 7,3%
Colon e reto 3.930 7,0%
Traqueia, brénquio e pulmao 3.120 5,6%
Estomago 2.230 4,0%
Ovério 1.960 3,5%
Corpo do (tero 1.550 2,8%
Leucemias 1.530 2,1%
Sistema nervoso central 1.360 2,4%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva. Estimativa 2023 (com adaptagdes)

Entre os canceres de pele, o melanoma cutaneo € o tipo que apresenta a menor
taxa de incidéncia (INCA, 2022). Entretanto, a elevada propensao para formar metastases
torna o melanoma a forma mais letal de cancer cutaneo, sobretudo, quando nao detectado

precocemente (O’neill; Scoggins, 2019).
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1.1.2 O melanoma cutineo

O melanoma tem origem a partir dos melandcitos, células presentes na
epiderme e foliculos capilares da pele humana que produzem melanina, um pigmento que
da cor nossa pele, olhos e cabelos (Cichorek et al., 2013).

A frequente exposicdo a radiacdo ultravioleta pode induzir mutacdes em
melandcitos ou em células-tronco de melanocitos. Uma das mutagdes mais comuns em
melanomas cutaneos humanos envolve a substituicao de um aminodacido valina (V) por
um aminodcido 4cido glutamico (E) na posi¢cdo 600 da proteina codificada pelo proto-
oncogene BRAF. Desse modo, a proteina BRAF-V600E, produto do oncogene
BRAF"®"E leva a hiperativacdo da via RAS/RAF/ERK, promovendo o aumento do
crescimento e da sobrevivéncia das células transformadas (Centeno et al., 2023).

Entre as abordagens terapéuticas sistémicas para o tratamento do melanoma
cutaneo a terapia alvo-direcionada e a imunoterapia sdo consideradas opgdes de
“primeira-linha”. Pacientes positivos para BRAF"*"E se beneficiam com a terapia alvo-
direcionada utilizando inibidores de BRAF, como vemurafenibe e dabrafenibe.
Entretanto, apesar da elevada eficécia e rapida resposta, em alguns pacientes, os tumores
podem desenvolver resisténcia aos farmacos. A imunoterapia, por outro lado, sobretudo
o uso de inibidores do checkpoint imunoldgico como ipilimumabe (anticorpo anti-
CTLA4), nivolumabe e pembrolizumabe (anticorpos anti-PD-1), tem sido aplicada com
sucesso em pacientes com melanoma avangado, produzindo respostas duradouras. Porém,
além dessa abordagem terapéutica possuir elevado custo, nem todos os pacientes
respondem satisfatoriamente (Leonardi ef al., 2018).

E importante destacar que tanto a terapia alvo-direcionada quanto a
imunoterapia sdo influenciadas pelo ambiente no qual as células tumorais se encontram.
De fato, fibroblastos podem secretar fatores paracrinos que ativam vias de sobrevivéncia
nas células do melanoma, permitindo que escapem dos efeitos dos inibidores de BRAF
(Falcone et al., 2020). Por outro lado, uma das razdes que podem explicar a falha da
imunoterapia em alguns pacientes ¢ que, apesar da imunogenicidade do melanoma
(decorrente das diversas mutagdes que levam a formacao de neoantigenos potencialmente
reconheciveis pelo sistema imunoldgico), a existéncia de um ambiente imunossupressor
pode inibir a ativacao de uma resposta imune antitumoral efetiva (Kharouf et al., 2023;

Pitcovski et al., 2017).
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1.1.3 O microambiente tumoral

Em 1889, Stephen Paget elaborou a hipdtese da "semente e do solo", segundo
a qual a disseminagdao das células tumorais ("sementes") dependia de encontrar um
ambiente ("solo") que fosse propicio ao seu crescimento explicando, assim, a formagao
de metastases no cancer. A compreensdo moderna do microambiente tumoral (MAT)
corrobora a hipétese de Page (Akhtar et al., 2019).

De fato, o tumor ndo ¢ apenas uma mera cole¢ao de células tumorais. Ao
contrario, os tumores sdo formados por células tumorais (parénquima) e nao-tumorais
(estroma) que interagem entre si de modo dindmico e complexo durante o
desenvolvimento do cancer auxiliando a sobrevivéncia, invasdao e disseminagdo
metastatica das células tumorais. O estroma tumoral ¢ formado por fibroblastos,
adipocitos, células endoteliais, células imunes, bem como matriz extracelular. Todos esses
elementos desempenham papéis fundamentais na sobrevivéncia, invasao e disseminagao
do cancer (Figura 6). O MAT pode tanto suprimir quanto promover o crescimento do
tumor, variando de acordo com o tipo e estadgio do tumor. Portanto, compreender o MAT
¢ essencial para desenvolver tratamentos eficazes, como terapias antiangiogénicas e

imunoterapias que visam pontos de controle imunologicos (Anderson; Simon, 2020).

Figura 6 - Representagdo dos principais componentes do microambiente tumoral.
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(®

Fibroblastos
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Fonte: Adaptado de Polidoro e colaboradores (2020)
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O microambiente tumoral (MAT) tem um papel fundamental na progressao
do cancer, influenciando desde a invasao tecidual até a metastase, através da remodelagao
da matriz extracelular e da liberagdo de enzimas como as metaloproteinases de matriz
(MMPs). Fibroblastos associados ao cancer (CAFs) no MAT promovem a motilidade e
invasividade tumoral. O MAT também ajuda na formagdo de vasos sanguineos
(angiogénese) - essencial para o suprimento de nutrientes e oxigénio a0 tumor e para o
processo de metastase - ao estimular a produgdo de citocinas como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Ademais, o MAT também pode suprimir a resposta imune
contra o tumor ao recrutar células imunorreguladoras como linfocitos T reguladores
(Tregs), além de produzir citocinas imunossupressoras, facilitando a evasdo tumoral do

sistema imunoldgico (Franco et al., 2020).

Dada a importancia do MAT para a progressdo tumoral, diversas estratégias
terapéuticas direcionadas as células estromais tem sido objeto de pesquisa nas ultimas
décadas. Uma das vantagens de utilizar o MAT como alvo terapéutico se deve ao fato de
que as cé€lulas ndo tumorais sdo geneticamente mais estaveis comparadas as células
tumorais, que sdo mais propensas a desenvolver resisténcia a farmacos em razdo da
instabilidade genética. Por outro lado, a combinagdo de terapias direcionadas as cé€lulas
tumorais e ndo tumorais pode ser mais eficaz e trazer mais beneficios para os pacientes

por produzir efeitos sinérgicos (Xiao et al., 2021).

Nesse contexto, ¢ importante mencionar o pioneirismo do trabalho de Judah
Folkman que nos anos 70 j& defendia a inibicdo da formagao de novos vasos sanguineos
no MAT como estratégia antitumoral. A aprovacdo em 2004 do anticorpo monoclonal
bevacizumab (anti-VEGF-A) pelo FDA representou um importante marco, sendo a
primeira terapia direcionada a um componente do MAT aprovada para uso clinico
(Egginton ef al., 2014; Folkman, 1971; Santhosh et al., 2015).

Outras abordagens terapéuticas visam a modulagdo da resposta imune no
MAT e sdo denominadas coletivamente de “imunoterapia”. A imunoterapia tem
revolucionado o tratamento do cancer e parte da premissa basica de que o sistema imune
do hospedeiro pode, sob certas circunstancias, identificar e eliminar células neoplasicas
malignas. As principais estratégias de imunoterapia contra o cancer incluem: terapias com
virus oncoliticos, que estimulam a imunidade antitumoral; vacinas que ativam respostas
imunes via antigenos tumorais; uso de citocinas para modular a imunidade; transferéncia

de células adotivas, como linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) ou células T
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modificadas, para atacar o cancer; ¢ inibidores de checkpoint imunolédgico, que reativam
a resposta imune (Zhang et al., 2020)

Outras estratégias que vem sendo pesquisadas utilizam macréfagos
associados ao tumor (TAMs) como alvos, uma vez que essas células imunes estdo
infiltradas em grande quantidade no MAT e desempenham papéis fundamentais em todos
os estagios da progressdo tumoral (Allavena; Mantovani, 2012; Ngambenjawong et al.,

2017);

1.1.4 Os macrofagos como alvo de estratégias terapéuticas antitumorais

Os macrofagos (Mfs) sdo células altamente versateis do sistema imunologico,
essenciais para a manuten¢ao da homeostase, cicatrizagdo de feridas e imunidade.
Embora desempenhem fungdes protetoras para o organismo, também podem também
promover inflamacao cronica, um fator de risco para o desenvolvimento de cancer devido
a danos ao DNA (Kloc et al., 2017).

Os Mfs exibem notavel plasticidade fenotipica em resposta a diversos
estimulos, refletindo sua capacidade de reprogramacdo funcional. Com base no
paradigma Th1/Th2 dos linfocitos, os Mfs podem ser classificados em dois estados
funcionais 1) estado classicamente ativado (M1), induzido por LPS, IFN-y e outras
citocinas e caracterizado pela producdo de oOxido nitrico (NO) e citocinas pro-
inflamatoérias. Os Mfs M1 possuem fungdo pro-inflamatoria; 1) estado alternativamente
ativado (M2), induzido por IL-4 e IL-13 e caracterizado pela producdo de arginase e
citocinas anti-inflamatorias como TGF-B1. Os Mfs M2 estdo envolvidos na reparagdo
tecidual e supressdao da imunidade adaptativa (Mills et al., 2000). A Figura 7 resume as

principais caracteristicas dos estados funcionais M1 e M2.
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Figura 7 - Paradigma da polarizagao fenotipica de macrofagos para dois estados
funcionais.
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Fonte: Elaborado pelo autor com BioRender.com

Martinez e colaboradores (2008) sugeriram a subclassificacdo dos Mfs M2
em M2a, M2b, e M2c, baseados em estimulos de ativacdo especificos e funcdes distintas,
abrangendo reparagdo de tecidos, respostas imunes regulatérias, e supressao da resposta
imune, respectivamente. Assim, M2a ¢ ativado por IL-4 e IL-13, esta relacionado a
reparagao tecidual e fibrose; M2b responde a imunocomplexos e sinais de receptores do
tipo Toll ou IL-1R, mediando respostas imunes regulatorias e inflamatorias; e M2c €
induzido por IL-10, TGF-B, ou glicocorticoides, estando relacionado a supressdo da
resposta imune e remodelagado tecidual (Martinez et al., 2008)

Entretanto, a realidade biologica dos Mfs ¢ bem mais complexa e mais fluida
do que essas classificagdes podem sugerir. Consequentemente, os fendtipos M1 e M2
podem representar extremos de um amplo espectro de estados funcionais. Nesse sentido,
Mosser e Edwards (2010) propuseram uma ampliagao da classificacdo dos Mfs com base
nas funcdes fundamentais que estdo envolvidas na manutencao da homeostase que sao:
defesa do hospedeiro, cicatrizacdo de feridas e regulacdo imune. A classificagdo de Mfs
de acordo com essas funcdes fornece trés populagdes basicas de Mfs, andlogas as trés
cores primarias em uma roda de cores (Figura 8). Esta classificagdo também ajuda a

ilustrar como os Mfs podem evoluir para apresentar caracteristicas que sao
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compartilhadas por mais de uma populagdo de Mfs, analogo a cores secundérias em uma
roda de cores. Além disso, traz os Mfs M1 mais proximos dos outros dois tipos de células,
permitindo o desenvolvimento de Mfs que compartilham caracteristicas de duas
populagdes. Na verdade, pode haver muitos tipos diferentes de ativacdo que ainda nao
foram identificados, resultando em um "espectro" de populagdes de Mfs com base em sua

funcdo (Mosser; Edwards, 2010).

Figura 8 - Representacdo do espectro da plasticidade fenotipica dos macréfagos.
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Fonte: Adaptado de Mosser ¢ Edwards (2010).

O conhecimento sobre a relacdo dos Mfs com o cancer foi evoluindo ao longo
do tempo. A ideia de que os Mfs podem exercer tanto fungdes antitumorais quanto pro-
tumorais nem sempre foi clara. Em um artigo de revisdo publicado recentemente, Cassetta
e Pollard compilaram e analisaram as descobertas mais significativas dos ultimos 120
anos sobre a biologia dos TAMs e seu impacto no MAT (Figura 9). Além disso, o trabalho
enfatiza que o uso de tecnologias emergentes tem permitido explorar a complexidade dos
TAMs em tumores humanos e sugere que a aplicagdo desses recursos em amostras de
pacientes que nao responderam a terapias anteriores podera ajudar a entender melhor

como os TAMs se adaptam e resistem a terapia antitumoral, abrindo caminho para o
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desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas mais precisas e eficazes (Cassetta &

Pollard., 2023).

Figura 9 - Linha do tempo com os principais marcos historicos na pesquisa dos
macrofagos associados a tumores e do microambiente tumoral.

[ 1863: Rudolf Virchow identifica leucécitos em tumores ¢ sugere correlagdo entre inflamagio e )
cancer.
| 1882: Elie Metchnikoff descreve a fagocitose, mecanismo fundamental de defesa dos Mfs.

J

e I

1923: Descri¢do do Sistema Reticular Endotelial, abrangendo Mf5 e neutroéfilos.
1972: Evidéncias de que o sistema imune pode promover o crescimento do cancer.
1975: Estudos mostram que o microambiente embriondrio possui propriedades supressoras de
tumores.
1984: Desenvolvimento de Modelos de Camundongos Geneticamente Modificados para estudos
de cancer.
1986: Proposi¢do de que o MAT assemelha-se a uma “ferida em constante cicatrizagdo”.
\2000: Classifica¢iio dos Mfs em: M1 (pro-inflamatdrio) e M2 (anti-inflamatdrio). Y,

6001-2002: Deplecdo de Mfs inibe malignidade ¢ metdstase. Robert Schreiber elabora a “Tcoria\
da Imunoedicdo”.

2003-2004: Evidéncias de que Mfs podem promover angiogénese e facilitar invasdo tumoral.

2005 - Identificacdo de ambientes que favorecem a formacdo de metastases antes da chegada das
células tumorais (nichos pré-metastaticos).

w
-
(o]
=

2012-2013: Descoberta de que alguns Mfs nos tecidos derivam do saco vitelino, e ndo da medula
Ossea.

2019: Aprovagdo de inibidores do Receptor do Fator Estimulador de Colonias de Macrofagos 1
(CSF1R) para tratamento de tumores e inicio dos ensaios clinicos para terapias anti-CD47.

2020-2022: Desenvolvimento de Mfs com Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) em ensaios

clinicos e associacio de multiplos TAMs humanos com prognoésticos ruins em pacientes

oncoldgicos, marcando avangos significativos na terapia contra o céncer ¢ na compreensio do
\papel da imunidade no céancer. /

Fonte: Adaptado de Cassetta e Pollard (2023)

Durante a carcinogénese, o fenotipo dos Mfs presentes no MAT ¢ modulado.
No inicio, os Mfs possuem fungdes imunoestimulantes, mas, conforme o tumor progride,
eles sdao influenciados por fatores como CSF-1, IL-4, IL-10, TGF-B e &cido latico,
presentes no MAT, adotando um fenotipo pro-tumoral. No MAT, os TAMs facilitam a
progressao do tumor de diversas formas, incluindo: supressdo da imunidade, estimulo a
angiogénese, facilitagdo da metéstase e promocao do crescimento tumoral por meio da
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas (Colegio ef al., 2014).

Uma vez que os TAMs desempenham papéis fundamentais para a progressao
tumoral e diversos estudos tém correlacionado uma alta densidade de TAMs em tumores

solidos a um pior progndstico para o paciente a escolha dos Mfs como alvo terapéutico
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constitui uma estratégia promissora (Chen et al., 2019). Entre as abordagens direcionadas
ao Mfs podemos destacar a modulagdo fenotipica que visa alterar o estado de ativagdo
dos Mfs para exercer fungdes antitumorais (Kowal et al., 2019; Jinushi et al., 2015).

Nesse contexto, os produtos naturais podem desempenhar um papel
importante na imunoterapia do cancer, podendo ajudar a remodelar o microambiente
imunossupressor dos tumores, induzir morte celular imunogénica e atuarem como
adjuvantes potencializando a resposta imune do hospedeiro (Dong et al., 2022).

Entre os produtos naturais que vem sendo estudados nos ultimos anos como
moduladores da resposte imune, os polissacarideos, de diversas fontes naturais, t€m
despontado como potenciais adjuvantes na quimioterapia do cancer, sendo capazes de
ativar Mfs para fendtipos antitumorais. Desse modo, esses compostos podem
desempenhar papel essencial na melhora da resposta imune e aumentar a eficacia da

imunoterapia antitumoral (Li et al., 2021).

1.2 Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Os polissacarideos sdo polimeros naturais formados a partir da ligagao de

diversos residuos de monossacarideos por meio de ligacdo covalente do tipo O-

glicosidica, como ilustrado na Figura 10 (Xiao ef al.,2017).

Figura 10 - Representacdo esquematica da estrutura de um polissacarideo.
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):‘J @)
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Fonte: Elaborado pelo autor. Circulo azul indica um residuo de monossacarideo. Circulo vermelho indica

ligagdo O-glicosidica entre dois residuos de monossacarideos.
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Quando os polissacarideos apresentam grupos substituintes do tipo éster de
sulfato ao longo de sua cadeia, conferindo carga elétrica negativa a macromolécula, eles

sdo denominados polissacarideos sulfatados (PS) (Muthukumar ef al.,2021).

Trabalhos publicados nos ltimos anos t€ém demonstrado a existéncia de uma
correlacdo entre o grau de sulfatacdo de polissacarideos e suas atividades bioldgicas,
sobretudo, atividades imunoestimulantes. Algumas revisdes enfatizam que a estrutura,
composi¢dao e presenca e posicdo dos grupos do tipo éster de sulfato influenciam na
ativagdo de Mfs para fenotipos semelhantes a M1 (Feng et al., 2023; Kang et al., 2022).

Os PS sdo encontrados em abundancia nos organismos marinhos, incluindo
vertebrados, invertebrados, micro-organismos, angiospermas marinhas, microalgas e
macroalgas (Lee ef al., 2022; Nunes et al., 2019). Entre as razdes pelas quais os PS
predominam nos organismos marinhos podemos citar a maior biodisponibilidade de ions
sulfato (SO4%) nos oceanos (25 - 28 mM) em relagio ao ambiente terrestre (10 - 50 pM)
(Bochenek et al., 2013) e a vantagem adaptativa conferida pelos PS como resultado das
funcdes bioldgicas altamente relevantes que desempenham para as espécies que habitam
o ambiente marinho. Embora os detalhes das fung¢des biologicas ndo estejam
completamente elucidados, sabe-se que os PS desempenham papéis na osmorregulagao,
fornecimento de flexibilidade mecanica contra a acdo das ondas do mar (Kloareg &
Quatrano, 1988), protecao contra patdgenos (PERCIVAL, 1979) e auxiliam na sobrevivéncia
das espécies quem habitam zonas intertidais, uma vez que previnem a dessecagdo em
razao das propriedades hidrofilicas que retém 4dgua no interior do organismo (Arata et al.,

2017).

A despeito da diversidade de organismos marinhos que sintetizam PS, as
macroalgas marinhas merecem destaque por serem uma fonte rica dessas biomoléculas
que vem sendo exploradas ha décadas por diversos setores da industria, como:

alimenticio, cosmético e farmacéutico (Jiao et al., 2011).

Com base no tipo de pigmento acessorio, as macroalgas sdo classificadas, em
trés grupos taxondmicos: Chlorophyta (algas verdes), Ochrophyta (algas pardas) e
Rhodophyta (algas vermelhas) (Mantri et al., 2020). Os PS variam entre os grupos
taxondmicos quanto ao peso molecular, tipo de monossacarideo mais abundante, posi¢ao
das ligacdes glicosidicas, posicdo dos substituintes (incluindo grupos sulfato), entre

outras caracteristicas. Nas algas verdes, os PS sdo representados pelas ulvanas, presentes
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espécies do género Ulva; Ramnanas, encontradas em espécies do género Monostroma e
arabinogalactanas, identificadas em espécies do género Codium (Hentati et al., 2020).
Nas algas pardas, os PS sdo representados pelas fucoidanas e nas algas vermelhas, pelas

galactanas (Gurpilhares et al., 2015).

1.2.1 As galactanas sulfatadas

Em relagdo a estrutura, as galactanas exibem uma cadeia linear, formada pela
alternancia dos residuos f-D-galactopiranosil 3-ligado, denominado “unidade A”, e a-
D/L-galactopiranosil 4-ligado, denominado “unidade B” (Mourdo, 2015; Usov, 2011).

Um esquema geral da estrutura das galactanas ¢ apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Esquema da estrutura das galactanas formada pelas unidades A e B que se
alternam ao longo da cadeia linear.

[—3-#-D-Galactopiranosil (1—4) a-D/L-Galactopiranosil (1—],

—_— Unidade A — Unidade B —

Fonte: elaborado pelo autor.

Dependendo de qual enantiomero da galactose a unidade B deriva, as
galactanas sdo divididas em dois grupos cujas denominagdes aqui adotadas seguem o
sistema de nomenclatura proposto por Knutsen e colaboradores (1994). Assim, quando a
unidade B deriva da L-galactose, a galactana pertence ao grupo agar. Em contrapartida,
quando a unidade B deriva da D-galactose, a galactana pertence ao grupo carragenana
(Figura 12). Além disso, residuos 3,6-anidro-a-D/L-galactopiranosil 4-ligado podem ser

encontrados tanto nas agaranas quanto nas carragenanas (Knutsen et al., 1994).
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Figura 12 — Representacdo dos enantiomeros da galactose por meio da proje¢dao de

Fischer.
CHO
H———O0OH
HO——H
HO——a—H
H——"—0H
CH,OH
D-Galactose

CHO
HO———H
H——0OH
H——+—OH
HO——1—H
CH,OH
L-Galactose

Fonte: elaborado pelo autor.

As algas vermelhas que produzem galactanas do grupo agar sdo denominadas
agarofitas (Sanchez et al., 2023). O termo agar (também denominado agar-agar) abrange
tanto a agarose, um polissacarideo neutro de estrutura regular (Figura 13-A), quanto seus

precursores e derivados. Inclui também polissacarideos com estrutura do tipo agarana que

possuem sulfato e outros substituintes ao longo da cadeia principal (Figura 13-B), além

de exibir graus variados de residuos 3,6-anidro-a-L-galactopiranosil em sua estrutura

(Knutsen et al., 1994).
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Figura 13 - Diversidade estrutural das galactanas do grupo agar

A

Agarose

1) Agarana

HO OR,

&/ i W\ﬁ/ R =H (maior grau),

0S0; -CHs (menor grau)

OH

0,50

Fonte: Adaptado de Usov (2011) e Ciancia ef al. (2020). A Representagdo da estrutura quimica da
agarose. B 1) Representagao da estrutura quimica da agarana (teoricamente definida). 2) Representacdo da

estrutura quimica de algumas agaranas de ocorréncia natural.
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Em contrapartida, as algas vermelhas que produzem galactanas do grupo
carragenana sdo denominadas carragenofitas (Sanchez ef al., 2023) e pertencem a ordem
taxonomica Gigartinales (Véliz et al., 2017).

Historicamente, as carragenanas tém sido representadas por letras do alfabeto
grego. Porém, com o aumento da complexidade e variedade de padrdes de sulfatagdo,
surgiu a necessidade de um sistema mais preciso e descritivo. Assim, como alternativa,
foi proposto um sistema de nomenclatura que usa cddigos para representar estruturas e
padrdes de sulfatagdo dos diferentes dissacarideos (Knutsen ef al., 1994). As estruturas

quimicas de diferentes carragenanas estdo representadas na Figura 14.



Figura 14 - Diversidade estrutural das familias de carragenanas
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| LEGENDA |

Unidade A
G - i-D-galactopiranose 3-ligada
G2S - p-D-galactopiranose 2-sulfato 3-ligada
G4S - p-D-galactopiranose 4-sulfato 3-ligada

G6S - f-D-galactopiranose 6-sulfato 3-ligada

Unidade B
DA - 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 4-ligada

DA2S- 3.,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato
4-ligada

D2S,65- a-D-galactopiranose 2,6-sulfato 4-ligada
D2S - a-D-galactopiranose 2-sulfato 4-ligada

DS - o-D-galactopiranose 6-sulfato 4-ligada
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Fonte: Adaptado de Ciancia et al (2020). As letras indicam as familias de carragenanas (A - familia
«; B - familia 1; C - familia e D - familia ). Cada carragenana esta representada por uma letra do alfabeto
grego e, entre parénteses, um codigo de letras e numeros representa as unidades A e B da cadeia principal

e a posi¢do do grupo sulfato, como proposto por Knutsen ef al. (1994).



39

1.2.2 Galactanas sulfatadas bioativas de uma agardfita e uma carragendfita

encontradas no litoral cearense

Espécies de algas marinhas vermelhas do género Gracilaria tém sido
coletadas na regido Nordeste do Brasil desde a década de 1960 para a extracdo de agar
para fins comerciais (Marinho-Soriano, 2017).

A espécie Gracilaria cornea J. Agardh (Ordem: Gracilariales, Familia:
Gracilariacea) ¢ uma agarodfita que pode ser encontrada em diversos pontos do litoral
cearense (Figura 15). Essa espécie apresenta particular importancia em razdo do seu bom
rendimento de agar, sendo considerada de relevancia econdmica para o pais (Robledo;

Freile-Pelegrin, 2011).

Figura 15 - Fotografia de um exemplar da espécie G. cornea

Fonte: Arquivo pessoal
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Entretanto, a importancia de G. cornea nao se limita a Economia, despertando
interesse também na darea biomédica. Trabalhos publicados nos ultimos anos vém
relatando algumas atividades bioldgicas, como: atividade antinoceceptiva e anti-
inflamatéria (Coura et al, 2012a; Coura et al., 2015; Coura et al., 2017), atividade
neuroprotetora (Souza et al., 2017) e atividade ansiolitica (Monteiro et al., 2016). Além
disso, a estrutura e composi¢cdo quimica das GS de G. cornea ja foram determinadas

(Melo et al., 2002). Os resultados estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas estruturais das galactanas sulfatadas de Gracilaria cornea

Composicao Posicao DS Massa Molar
uimica de grupos sulfato (Degree of (g x mol ™)
q grup Substitution) g
Galactose (64.6%);
3,6—a1312cir(;%2;2.10tose Cde
9 9 4
6-O-Metil-galactose © bequeno grau de 0,22 Entre 1,8 160 ©
(8,5%): substituicdo em 2,1x10
Glucose (1,5%): C6 da galactose
Xilose (0,7%)

Fonte: Adaptado de Melo e colaboradores (2002)

A espécie Solieria filiformis (Kiitzing) PW. Gabrielson (Ordem: Gigartinales,
Familia: Solieraceae), por sua vez, ¢ considerada uma das mais promissoras fontes para
obtencdo de carragenanas destinadas a atender a demanda do mercado mundial (Robledo
& Freile-Pelegrin, 2011). No Ceara, um projeto de cultivo de S. filiformis (Figura 16) vem
sendo desenvolvido experimentalmente com o envolvimento de pesquisadores da
Universidade Federal do Ceara em parceria com a Associacao de Produtores de Algas de

Flecheiras e Guajiru (APAFQG).
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Figura 16 - Fotografia de um exemplar da espécie S. filiformis

'-.,i‘talgaeBASE VRN

Fonte: Algaebase

Em relagdo ao potencial farmacolégico das GS de S. filformis, estudos t€ém
evidenciado algumas atividades biologicas, incluindo: efeito pré-inflamatorio (Assreuy
et al., 2010), antinoceceptivo (Aratjo et al., 2017); anticoagulante (Rodrigues et al.,
2009), gastroprotetor (Sousa et al, 2016), antioxidante (Sousa et al., 2016); anti-
leishmaniose (Lehnhardt Pires et al., 2013) e antiviral (Moran-Santibaiez ef al., 2016).

A composi¢do e estrutura quimica das GS de S. filiformis também j& foram
determinadas revelando que essa carragenodfita produz tanto i-carragenana quanto K-
kappa (Murano et al., 1997; Aratjo et al., 2011 e Sousa et al., 2016). A Tabela 2 resume

as informagdes sobre composicao e estrutura quimica das GS de S. filiformis.
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Tabela 2 — Caracteristicas estruturais das galactanas sulfatadas de Solieria filiformis

DS Massa Molar

Composi¢io (Degree of Substitution) (2 x mol)

Predominancia de residuos

de S-D-galactopiranose-4-

sulfato (G4S) e

3,6-anidro-a-D-

galactopiranose-2-sulfato

(DA2S) —-carragenana 1,08 210.4 (Pico)

Residuos de
[-D-galactopiranose 4-
sulfato (G4S) e 3,6-anidro-
a-D-galactopiranose (DA)
- K-carragenana.

Fonte: Adaptado de Murano e colaboradores (1997); Aratijo e colaboradores (2011) e Sousa e colaboradores

(2016)

Apesar dos diversos trabalhos com GS de G. cornea e S. filiformis
demonstrando efeitos biologicos em diferentes modelos seja in vitro ou in vivo, o0
potencial imunoestimulante dessas GS em um contexto antitumoral ainda ndo foi

explorado.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O cancer representa um dos maiores desafios de saude publica, especialmente
nos paises em desenvolvimento, onde a limitagdo de recursos e a falta de acesso a
tratamentos avancados intensificam sua gravidade (Cazap et al., 2016). Entre os varios
tipos de cancer, o cancer de pele do tipo melanoma, apesar de apresentar baixa incidéncia

¢ notoriamente agressivo por sua propensao a metéstase, tornando-o particularmente

perigoso (Pieniazek et al., 2018).

Em relagdo aos agentes quimioterapicos citotoxicos disponiveis para o
tratamento do cancer, apesar de eficazes, eles podem causar efeitos colaterais graves aos
pacientes, como dor, nauseas, diarreia, perda de cabelo, depressdo do sistema
imunoldgico, entre outros. Esses efeitos resultam da falta de seletividade, pois as células
tumorais ndo sdo as Unicas afetadas pelos quimioterapicos (BAUDINO, 2015). Nesse
contexto, um numero crescente de terapias focadas no sistema imunoldgico para
reconhecer e eliminar as células tumorais estdo sendo testadas em ensaios pré-clinicos e
clinicos. Uma dessas abordagens consiste em utilizar monocitos e macrofagos (Mfs)

como alvos de imunoterapia (Sawa-Wejksza et al., 2017).

Embora ndo sejam as principais células efetoras da imunidade inata contra
tumores, os Mfs sdo abundantes no microambiente tumoral (MAT) e desempenham
funcdes tdo importantes que tém se tornado alvos terapéuticos promissores, uma vez que
sua reprogramacao ou eliminagdo pode retardar ou até mesmo reverter a progressao do
cancer (Noy; Pollard, 2014). Entre as fun¢des pro-tumorais que os macrofagos associados
ao tumor (TAMs) desempenham, podemos destacar: 1) Promog¢ao da angiogénese pelo
aumento da secrecdo de VEGF; ii) Imunossupressdo pela produg¢do de citocinas
imunossupressoras, como IL-6 e IL-10 que podem inibir a imunidade antitumoral do
hospedeiro. Além disso, os TAMs também podem alterar a apresentagao de antigenos ¢ a
resposta imune mediada por linfocitos T, pelo aumento da secrecao de TGF-B e iii)
Favorecimento da metéstase por meio da expressdo de metaloproteases de matriz, como
MMP-2 e MMP-9, que degradam proteinas da matriz extracelular facilitando a invasdo

de tecidos (Singh et al., 2017).

A busca por novos compostos que possam favorecer a ativacdo do sistema
imune ¢ de grande relevancia no contexto do cancer. Nesse sentido a natureza ¢ fonte

abundante de compostos bioativos com potencial antitumoral que podem ser encontrados
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nos mais diversos ecossistemas. Entretanto, o ambiente marinho, em particular, ainda
permanece subexplorado, em parte devido as dificuldades para acessa-lo. A despeito
disso, a pesquisa com organismos marinhos ja levou a descoberta de moléculas com
atividade antitumoral, como a citarabina (Ara-C), derivada da esponja marinha
Tectitethya crypta, tendo sido a primeira molécula de origem marinha aprovada para uso
clinico, e a trabectedina (Yondelis) isolada da ascidia Ecteinascidia turbinata (Jimenez et

al,, 2018).

Além disso, ecossistema marinho abriga uma diversidade de organismos que
sdo fonte de uma classe de biomoléculas promissoras que tem sido descritas como pouco
toxicas, com elevado potencial biotecnoldgico e com diversas atividades biologicas ja
descritas na literatura, especialmente aquelas relacionadas a imunoestimulacdo: os
polissacarideos sulfatados (PS) (Cunha; Grenha, 2016; Zaitseva ef al., 2022). Dentre os
organismos que sintetizam PS, as algas marinhas se destacam pela elevada producdo
desses compostos ¢ pela facilidade de acesso e potencial de cultivo. As algas vermelhas,
em especial, sdo de grande importancia econdmica para o nosso pais, especialmente o
género Gracilaria, que vem sendo explorado desde a década de 1960. Entretanto, o
extrativismo intenso e descontrolado para a extragdo de 4gar e carragenana,
principalmente no nordeste do Brasil, levou a uma queda significativa nas populagdes
nativas, resultando em um declinio acentuado na industria de algas. Apesar disso, nosso
pais possui condi¢gdes para se tornar um produtor de biomassa de algas através da
maricultura, em razdo do seu clima, topografia, condicdes ambientais favordveis e
espécies nativas com bom potencial para cultivo, trazendo ainda impacto social e
econdmico para as familias de pescadores locais ja que pode representar uma fonte de

renda alternativa (Marinho-Soriano, 2017).

Por fim, o conhecimento e a exploracdo responsavel de nossos recursos
naturais marinhos sdo essenciais para garantir que o Brasil ndo apenas proteja a
biodiversidade da sua “Amazonia azul” (zona econdmica exclusiva do Brasil no Oceano
Atlantico) mas também avance na produ¢do de conhecimento cientifico, uma vez que, até
0 momento, o pais tem contribuido de forma modesta ao campo da farmacologia marinha,
que ainda carece de investigacdes abrangentes e aprofundadas acerca da bioatividade de
compostos marinhos (Wilke et al., 2021). Assim, investir na pesquisa dos PS de algas da
nossa biodiversidade transcende a questdo cientifica, configurando-se como uma

estratégia para assegurar que o0 nosso pais se posicione como lider na pesquisa e inovagao
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em farmacologia e biotecnologia, reduzindo a dependéncia de tecnologias e produtos

importados e reforgando sua soberania no cenario global.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se galactanas sulfatadas (GS) obtidas das algas marinhas vermelhas
Gracilaria cornea e Solieria filiformis sdo capazes de ativar macrofagos para um fenotipo

antitumoral.

3.2 Especificos

. Avaliar se GS obtidas de G. cornea (GS-Gc) e S. filiformis (GS-Sf) sdo capazes
de induzir a producdo de 6xido nitrico (NO) em uma linhagem de macroéfagos murinos

(RAW 264.7);

. Avaliar se GS-Gc e GS-Sfsdo capazes de inibir diretamente o crescimento tumoral

de uma linhagem de melanoma murino (B16-F10);

. Avaliar se o meio-condicionado (MC) de RAW 264.7 estimulada com GS-Gc ou
GS-Sf ¢ capaz de inibir o crescimento de B16-F10;

. Selecionar a amostra capaz de induzir RAW 264.7 a liberar NO e fatores

antiproliferativos sem exibir citotoxicidade direta contra B16-F10;

. Realizar in vitro caracterizagdes fenotipicas adicionais em RAW 264.7 estimulada

com a amostra selecionada com base no perfil bioativo;
. Realizar caracterizagdo quimica da amostra selecionada;

. Avaliar se a amostra selecionada ¢ capaz de inibir o crescimento tumoral em um

modelo de melanoma murino;

. Avaliar se a amostra selecionada exibe toxicidade in vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Planejamento experimental

As espécies de macroalgas marinhas vermelhas Gracilaria cornea J. Agardh
e Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson foram obtidas na Praia de Flecheiras,
localizada no municipio de Trairi, Ceara. Para o isolamento das Galactanas Sulfatadas
(GS) utilizamos um protocolo de extracdo enzimatica. Para a selecdo da amostra com
base no perfil bioativo, realizamos ensaios in vitro para avaliar ativacdo de uma linhagem
de macréfagos murino (RAW 264.7) para um fendtipo antitumoral e para avaliar a
citotoxicidade contra uma linhagem de melanoma metastitico murino (B16-F10). A
amostra selecionada fui utilizada em ensaios in vitro adicionais a fim de melhor
caracterizar o fendtipo de RAW 264.7. Além disso, a amostra foi caracterizada
quimicamente para obtermos informagdes sobre o rendimento do processo de extragao,
composi¢ao quimica e eventual presenca de contaminantes proteicos. Por fim, o potencial
antitumoral da galactana investigado utilizando um modelo de melanoma murino. A

Figura 17 resume a sequéncia de experimentos adotada neste trabalho.

ra 17 - Planejamento experimental do trabalho.
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4.2 Obtengao das algas

Espécimes de G. cornea foram coletados em uma regido da praia que fica
exposta durante a maré baixa (zona intertidal), enquanto os espécimes de S. filiformis
foram provenientes de um cultivo experimental localizado a 200 m da costa (3°13'06.0"S

39°16'47.0"W) (Figura 18).

Figura 18 - Localizagdo da area de cultivo da espécie S. filiformis.

Fonte: Google Maps (2024). Escala ndo fornecida. Obtido em 25 de fevereiro de 2024.

Os vouchers de G. cornea (#34739) e S. filiformis (#35682) foram
depositados no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (UFC). Apos
a obtencdo, as algas foram levadas para o Laboratdrio de Carboidratos e Lectinas de Algas
(CarboLec) da UFC onde foram lavadas com 4gua destilada, limpas de epifitas ou outros
organismos incrustantes e armazenadas a -20 °C até uso posterior. A utilizagdo dessas
espécies para as atividades cientificas descritas nesse trabalho foi registrada no Sistema

Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen) (#A93CDDO).
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4.3 Isolamento das Galactanas Sulfatadas

As galactanas sulfatadas (GS) de G. cornea e S. filiformis foram obtidas como
descrito previamente por Farias e colaboradores (2000), com adaptagdes (Coura et al.,
2012). Inicialmente, as algas passaram por um processo de desidratacdo em temperatura
ambiente, seguido de maceragdo com nitrogénio liquido. Apos essas etapas, as algas
maceradas (5 g) foram transferidas para erlenmeyers. Cada frasco recebeu solucao
tampao de acetato de sodio (100 mM; pH 5,0), contendo EDTA (5 mM) e cisteina (5 mM),
e solucdo de papaina (30 mg/mL). O sistema foi incubado em banho-maria por 6h a 60
°C. Apds esse periodo, a mistura passou por filtragdo em malha de nailon. O material
residual foi descartado e o homogenato (filtrado) foi centrifugado (2.295 x g, 30min; 15
°C). Ao sobrenadante foi adicionada solucao de cloreto de cetilpiridinio (CCP) 10% para
precipitagdo das GS. O sistema foi deixado em repouso por 24h a temperatura ambiente.
Apo6s esse periodo, a mistura foi centrifugada ¢ o sedimentado foi lavado com CCP
0,05%. Uma nova etapa de centrifugacdo foi empregada ¢ o sedimentado obtido foi
dissolvido em solugdo de NaCl (2 M) e etanol absoluto (100:15; v/v). Apos dissolugao,
foi adicionado etanol absoluto (4 °C) para nova precipitagdo das GS, nas mesmas
condig¢des ja descritas. ApOs essa etapa, a mistura foi centrifugada e o sedimentado foi
lavado com etanol 80% (2x) e etanol absoluto (1x) sempre com centrifugacdo apds cada
lavagem. Finalmente, o sedimentado resultante da ultima centrifugacdo foi dialisado

contra dgua destilada e liofilizado (Figura 19).
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Figura 19 - Fluxograma das etapas do isolamento das galactanas sulfatadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final da liofilizacdo, GS de G. cornea ¢ S. filiformis foram solubilizadas
em salina (solucdo de NaCl 0,9%) estéril para os ensaios biologicos e receberam os

codigos: GS-Ge e GS-Sf, respectivamente.

4.4 Analises quimicas das GS

4.4.1 Determinagdo do rendimento percentual do processo de isolamento das GS

O rendimento percentual (R%) do processo de extra¢ao das GS foi calculado

como descrito na formula a seguir:

Massa da GS obtida ao final da liofilizacdo
Massa seca da alga no inicio da extragio (59)

R% =

x 100%

4.4.2 Avaliacao da presenca de proteinas contaminantes na amostra
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Para avaliar a presenga de proteinas contaminantes, foi utilizado o método
descrito por Bradford (1976). Em tubos de ensaios, albumina sérica bovina (BSA),
utilizada como padrao, foi dissolvida em 4gua destilada ({[BSA] =1 mg/mL). Em seguida,
foram feitas diluicdes gerando concentracdes decrescentes do padrao (500 - 0 pug/mL).
Cada concentragao foi preparada em triplicata. Aos tubos de ensaios foi adicionado
reagente de Bradford, seguido de agitagdo em vortex. Apds 2min do fim da agitagdo,
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (A = 595 nm) em cubeta de vidro. Utilizando
as médias das absorbancias (Abs) para cada concentra¢ao do padrao foi possivel construir
uma curva-padrdo. Para a avaliar a presenga de proteinas na amostra, utilizou-se, em
triplicata, aliquotas do polisscarideo dissolvido em agua destilada (1 pg/mL). As aliquotas
passaram pelas mesmas etapas descritas anteriormente e foram lidas em
espectrofotometro nas condi¢des j4 mencionadas. A concentragdo de proteinas na amostra
foi determinada pela média das Abs das réplicas, utilizando a curva-padrao previamente

estabelecida.

4.4.3 Determinacgdo do teor percentual de D-galactose na amostra

O teor percentual de D-galactose foi determinado por meio do ensaio 4cido
sulfirico-UV, anteriormente descrito por Albalasmeh e colaboradores (2013). Em tubos
de ensaios, padrao D-galactose foi dissolvido em agua destilada ([D-galactose] = 0,1
mg/mL). Em seguida, foram feitas dilui¢des gerando concentragdes decrescentes do
padrdao (90 - 10 pg/mL). Cada concentragdo foi preparada em triplicata. Aos tubos de
ensaios foi adicionado acido sulfurico (H2SOs) seguido de agitagdo em vortex. Em
seguida, os tubos foram resfriados em gelo por 2min. A leitura das Abs foi feita em
espectrofotometro (A = 325 nm) em cubeta de quartzo. Utilizando as médias das Abs para
cada concentragdo do padrdo, construiu-se uma curva-padrao. Para a andlise da amostra,
utilizou-se, em triplicata, aliquotas do material dissolvido em 4gua destilada (100 pg/mL).
As aliquotas passaram pelas mesmas etapas descritas anteriormente e foram lidas em
espectrofotometro nas condi¢des ja mencionadas. A concentracdo de D-galactose na
amostra foi determinada pela média das Abs das réplicas, utilizando a curva-padrdo
previamente estabelecida. Por fim, o teor percentual de D-galactose na amostra (T%) foi

determinado como descrito na férmula a seguir:
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Concentracao de D—galactose na amostra
Concentracao do polissacarideo dissolvido (100 ug/mlL)

T% = x100%

4.4.4 Determinacdo do teor percentual de sulfato livre na amostra

Para determinar o teor percentual de sulfato na amostra, utilizou-se o
protocolo descrito por Dodgson (1961). Em tubos de ensaio, dissolveu-se o padrao sulfato
de sodio (Na2SO4) em 4cido cloridrico (HCI) (1M) ([SO4*] = 1.000 pg/mL). Em seguida,
foram feitas diluigdes gerando concentragdes decrescentes do padrao (1000 - 0 pg/mL).
Cada concentragao foi preparada em triplicata. Aos tubos de ensaios foi adicionado acido
tricloroacético (TCA) (3%) e gelatina contendo cloreto de bario (BaClz), seguido de
agitacdo em vortex. Apds 20min de repouso a temperatura ambiente, realizou-se a leitura
em espectrofotometro (A = 360 nm) em cubeta de quartzo. Utilizando a médias das Abs
para cada concentragdo do padrio, construiu-se uma curva-padrdo. Para a analise da
amostra, inicialmente procedeu-se com a etapa de hidrélise em condigdes acidas. Para
isso, o polissacarideo foi dissolvido em HCI (1 M) (5 mg/mL), em triplicata. Em seguida,
os tubos foram levados ao banho-maria por 5 h a 110 °C. Ap0s essa etapa, o hidrolisado
passou pelas mesmas etapas descritas anteriormente para o padrdo e a leitura em
espectrofotometro ocorreu condi¢des ja mencionadas. A concentracio de sulfato (SO4%)
na amostra foi determinada pela média das Abs das réplicas, utilizando a curva-padrao
previamente estabelecida. Por fim, o teor percentual de sulfato livre (T%sur). foi
determinado dividindo a concentragio de SO4> na amostra (C) pela concentragio do

polissacarideo dissolvido (5 mg/mL), como descrito na férmula a seguir:

Concentracio de sulfato livre na amostra

T% = x100%

Concentracio do polissacarideo dissolvido (5 mg/mL)

4.5 Ensaios in vitro

4.5.1 Linhagens celulares e procedimentos de cultura celular

A linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7 (Figura 20) e a linhagem de
melanoma metastatico murino B16-F10 (Figura 21), utilizadas no presente trabalho,

foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
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Fonte: imagem cedida por Alexia Assef

Figura 21 - Fotomicrografia da linhagem de melanoma metastatico murino B16-F10.
LR Ll L;. % ‘,.“ ,J,‘,_‘\('

Fonte: Imagem cedida por Alexia Assef

As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), inativado pelo calor, e 1% de
penicilina/estreptomicina. As linhagens celulares foram mantidas a 37 °C em incubadora
(modelo Airstream classe 11-B2, ESCO, Portland, EUA) com atmosfera umidificada e
CO2 a 5% (v/v). As células passaram por manutencdes regulares a fim de manté-las na
fase exponencial de crescimento. Para os ensaios com RAW 264.7 utilizou-se o
plaqueamento de 1,5 x 10° células/mL. Para os ensaios com B16-F10 utilizou-se o

plaqueamento de 4,0 x 10* células/mL.
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4.5.2 Avaliacdo da producgdo de oxido nitrico por RAW 264.7 estimulada com GS-Gc
ou SG-Sf

Para avaliar se as GS induzem a produ¢ao de 6xido nitrico (NO) em RAW
264.7, as c€lulas foram plaqueadas e ap6s 24h foram incubadas, em triplicata, com salina
(solugao estéril de NaCl a 0,9%), como controle negativo, lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli (100 ng/mL), como controle positivo, GS-Gc¢ (10, 100 ou 250 pg/mL)
ou GS-Sf (1, 10 ou 100 pg/mL). Apés 24h de incubagdo, a concentracdo de NO foi
determinada indiretamente por meio da quantifica¢do do nitrito (NO2") em solu¢ao usando

o teste de Griess, descrito por Green e colaboradores (1981).

No teste de Griess (Figura 22), o ion NO;" formado reage com uma amina
aromatica (sulfanilamida, por exemplo), em meio acido, formando um sal de diazonio
que, mediante a presenca de um agente de acoplamento (agente redutor), como cloridrato
de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED), forma um diazocomposto colorido (Varadi et

al.,2019).

Figura 22 - Esquema do mecanismo de reagdo envolvido na reac¢do de Griess.
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Fonte: Adaptado de Varadi e colaboradores (2019).

Inicialmente, realizou-se uma diluicdo seriada, em duplicata, utilizando
nitrito de sddio (NaNOz) como padrido. As concentracdes variaram de 200 a 1,56 uM
(fator de diluicao = 2). Para analise do sobrenadante de RAW 264.7 incubada com as GS
ou com os controles, utilizou-se uma aliquota de 50 puL. Aos pogos foram adicionados 50

pL de reagente de Griess [sulfanilamida 1% em 4acido acético a 30% e N-(1-Natftil)
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etilenodiamina (NED) 0,1% em 4cido acético a 60%)] e a placa foi mantida em ambiente
de baixa luminosidade por um periodo entre 5 e 10 minutos. A leitura foi feita a 560 nm
em leitor de microplacas e as médias das absorbancias da dilui¢do seriada de NO2™ foram
utilizadas para construir uma curva-padrao. A concentracao de NO> no sobrenadante de
RAW 264.7 foi determinada a partir média das absorbancias das réplicas utilizando a

curva-padrdo obtida anteriormente.

4.5.3 Avaliacdo do potencial antiproliferativo de GS-Gc e GS-Gc contra B16-F10

Para avaliar se GS-Gc¢ e GS-Sf inibem o crescimento de B16-F10, utilizamos
o ensaio da sulforrodamina B (SRB) descrito por Skehan e colaboradores (1990) (Skehan
et al., 1990).

O SRB ¢ um corante do grupo das aminoxantinas que possui coloragdo rosa
brilhante, exibindo dois grupos sulfonicos em sua estrutura (Figura 23). Em culturas
celulares fixadas com 4cido tricloroacético (TCA), em condigdes ligeiramente acidas, o
SRB se liga aos residuos de aminoacidos basicos das proteinas, permitindo a
determinagdo da densidade celular com base no teor de proteinas totais e sem depender

do metabolismo celular (Sanjai et al., 2024).

Figura 23 - Esquema do ensaio do SRB.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para o ensaio de SRB, as células B16-F10 foram plaqueadas e mantidas em
incubadora por 24h. Apoés esse periodo, uma das placas foi fixada com é&cido
tricloroacético (TCA) 10% (placa do tempo zero, To). As células B16-F10 da outra placa
(placa teste) foram estimuladas, em triplicata, com salina, como controle negativo, LPS
(100 ng/mL), como controle positivo, GS-Gc (10, 100 ou 250 ug/mL) ou GS-Sf (1, 10
ou 100 pg/mL). Na sequéncia, foram mantidas em incubadora por 48h. Apos essa etapa,
o sobrenadante da placa teste foi descartado, as células foram fixadas com TCA 10% e
armazenadas em geladeira (4 °C) por 1 h. Transcorrido esse tempo, ambas as placas foram
lavadas com 4gua destilada, receberam solu¢do de SRB 0,4% e foram mantidas em
incubadora por 30 min. Em seguida, o SRB foi removido e os pogos lavados com acido
acético 1%. Por fim, as placas receberam tampao Tris-base 10 mM e foram
homogeneizadas por agitacdo controlada. A leitura das absorbancias (Abs) foi feita em
leitor de microplacas (modelo Multiskan FC, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) a 560

nm.

Os valores de Abs obtidos foram utilizados para determinar o percentual de
crescimento celular normalizado (% Crescimento celular normalizado) de acordo com a

seguinte formula:

% Crescimento celular normalizado = %XIOO%

onde: “T” representa a Abs de cada réplica de cada grupo; “To” representa a
Abs média da placa do tempo zero e “CN” representa a Abs média do controle negativo

salina.

Em seguida, os valores de % Crescimento celular normalizado foram
transformados em percentual de inibi¢do do crescimento celular (% Inibigdo do

crescimento celular), utilizando a férmula:

% Inibicao do crescimento celular = 100% - % Crescimento celular

normalizado.

4.5.4 Avaliagdo do potencial antiproliferativo do meio-condicionado de RAW 264.7
estimulada com GS-Gc e SG-Sf contra B16-F10
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Para avaliar se RAW 264.7 incubada com GS-Gc¢ e GS-Sf produzia e
secretava fatores capazes de inibir o crescimento de B16-F10, utilizamos o ensaio de SRB
nas condi¢des descritas anteriormente. Entretanto, em vez de incubarmos B16-F10 com
as amostras, utilizamos o meio condicionado (MC) de RAW 264.7. Para isso, plaqueamos
a linhagem de macroéfagos e, apds 24 h, incubamos, em triplicata, as células com salina,
como controle negativo, LPS (100 ng/mL), como controle positivo, GS-Ge (10, 100 ou
250 pg/mL) ou GS-Sf (1, 10 ou 100 pg/mL). O tempo de incubagdo de RAW 264.7 com
amostras ou controles foi de 24h. Apos esse periodo, B16-F10 recebeu, em triplicata,
igual volume (1:1 v/v) do MC de RAW 264.7 incubada com salina (MC-Sal), LPS (MC-
LPS), GS-Gc (MC-GS-Gc) ou GS-Sf (MC-GS-Sf).

4.5.5 Analise da expressdo de marcadores de superficie e intracelular em RAW 264.7

estimulada com GS-Gc e SG-Sf

Para avaliar a expressdo de marcadores de superficie ou intracelular,
utilizamos a técnica de citometria de fluxo (CF). A CF ¢ uma técnica que permite
identificar e quantificar varios parametros celulares simultaneamente, bem como realizar
diversas andlises em particulas microscopicas. No ambito da prospeccao de compostos
bioativos com potencial antitumoral, a CF exerce papel de grande relevancia, sobretudo,
por permitir a caracterizagao dos efeitos citotoxicos que determinados compostos podem

exercer (Fiorentino et al., 2012).

O principio de funcionamento da técnica consiste em medir a forma como um
feixe de laser ¢ dispersado ao atravessar uma célula: o parametro “dispersdo frontal” ou
“FSC” (do inglés "Forward Scatter") informa sobre o tamanho da célula, enquanto o
parametro “dispersao lateral” ou “SSC” (do inglés "Side Scatter") informa sobre o nivel
de complexidade interna da célula, como sua granulosidade. Entretanto, além de informar
sobre aspectos morfologicos, a CF também permite a identificacdo de fluorescéncia
emitida por corantes ou marcadores ligados a componentes celulares especificos. Esses
marcadores fluorescentes permitem a identificagdo e a quantificagdo de varias populagdes

celulares e suas condigdes fisiologicas (Adan et al., 2017; Shapiro, 1981).

Para a caracterizagdo fenotipica de RAW 264.7, foram utilizados anticorpos

especificos conjugados a fluorocromos. A marcagdo de proteinas de superficie foi
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realizada utilizando os anticorpos anti-CD86 conjugado a FITC (#11-0862-82) e anti-
MHC classe II conjugado com PE (#12-5320-82). Para detec¢do da proteina intracelular
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) foi utilizado o anticorpo anti-iNOS conjugado a
Alexa Fluor 488 (#53-5920-82). Todos os anticorpos conjugados a fluorocromos foram
adquiridos da empresa Thermo Fisher (Waltham, MA, EUA).

Incialmente, RAW 264.7 foi plaqueada e mantida em incubadora (modelo
MCO-19AIC, Sanyo Electric Co., Ltd., Moriguchi, Osaka, Japao) por 24h. Apos esse
periodo, as células foram estimuladas com salina, LPS (100 ng/mL) ou GS-Gc¢ (250
pug/mL), em triplicata, por mais 24h. Na sequéncia, as células foram soltas utilizando um
cell scrapper (raspador de células), marcadas com os anticorpos para as proteinas de
superficie durante 30 min a 4°C em tampao FACS (SFB 4% em PBS) e depois lavadas
novamente com o tampao. Para a marcacgao intracelular, apds a soltura com o cell scraper,
RAW 264.7 foi fixada com paraformaldeido (PFA) a 1% por 5 min. Em seguida, foi
permeabilizada com o surfactante Triton X-100 0,1% por 5 min. Apos essa etapa, foram
marcadas com o anticorpo anti-iNOS por 30 min a 4 °C em tampao FACS e depois lavadas

com 0 mesmo tampao.

Para aquisi¢do dos dados utilizamos um citometro de fluxo (modelo
FACSVerse, BD Biosciences, San Jose, EUA). Na interface do citometro foi criado um
grafico do tipo dot plot (grafico de pontos) utilizando os parametros FSC e SSC. Esse
grafico continha todos os eventos adquiridos pelo citdmetro (al/ events). A fim de excluir
eventos que ndo interessavam a analise (ex: debris e outliers) criou-se uma regiao dentro
do grafico (gate) contendo somente os eventos de interesse, os quais foram denominados
“células totais” (all cells). Um novo grafico foi gerado contendo somente all cells e nele
criou-se um gate para selecionar somente as células individuais (single cells). Nesse
grafico, foram utilizadas duas medidas do parametro FSC: a medida “H”, que representa
a altura (do inglés “height)” do pico do sinal detectado quando o feixe de laser atravessa
uma célula e a medida “A”, que representa a area (do inglés “area”) do sinal (Figura 24).
Por fim, foram adquiridos 10* eventos a partir do gate de single cells, em triplicata, para

cada grupo.
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Figura 24 - Estratégia de gates para citometria de fluxo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os dados adquiridos pelo citdometro foram posteriormente analisados
utilizando um software de analise de dados de CF (FlowJo LLC, versao 10.10, Tree Star,
Ashland, USA). Sendo obtidos valores de intensidade de fluorescéncia mediana (MFI, do
inglés median fluorescence intensity) ou porcentagem de populacdes celulares duplo-
marcadas para CD86 e MHC classe I (CD86/MHCII"). Os valores de MFI obtidos foram

normalizados usando a média dos valores de MFI do controle negativo salina.

4.6 Ensaios in vivo

4.6.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos fémeas C57BL/6 (25 - 30 g) com 6 a 8
semanas de idade, obtidos do biotério da Universidade de Fortaleza, Brasil. Os animais
foram alojados em gaiolas sob um ciclo claro-escuro de 12h/12h com alimento e 4gua ad
libitum. Todos os procedimentos de manejo dos animais foram realizados seguindo a
legislacao brasileira para uso e cuidado de animais de laboratorio (n° 11.724/2008 apos

aprovagdo pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal do Ceara (n°® 50/17).

4.6.2 Ensaio antitumoral e coleta de tumor, sangue e orgaos

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n = 8

animais/grupo). As células B16-F10 foram diluidas em meio DMEM e transplantadas
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subcutaneamente (5,0 x 10° células/mL) na axila esquerda de todos os camundongos.
Ap6s 24h do transplante tumoral, cada grupo recebeu, por via intraperitoneal (i.p.), salina
(controle negativo) ou GS-Gec (10 mg/Kg ou 25 mg/Kg) por 14 dias. Todos os
procedimentos descritos acima foram realizados pelo mesmo pesquisador. Os pesos
corporais foram medidos no dia do transplante do tumor e no ultimo dia de tratamento.
No dia 15, os camundongos foram anestesiados e amostras de sangue periférico de
camundongos foram coletadas do plexo retro-orbital. Os animais foram entdo
eutanasiados com overdose de cetamina e xilasina para excisao cirurgica do tumor, rins,
bago e figado. Os orgdos foram pesados e fixados em formalina tamponada a 10%. O
peso dos orgaos foi normalizado por 100 g de peso corporal de camundongos. As amostras

de sangue foram coletadas para analises hematologicas e bioquimicas (Figura 25).

Figura 25 - Sequéncia temporal de etapas do experimento in vivo.

Transplante B16-F10 (s.c.) Coleta de sangue;
(5,0 x 106 céls/animal. Eutanisia;
Axila esquerda) Tratamento diario Excisdo do tumor e 6rgios

Q.p.)

Salina (n=8)
GS-Ge 10 mg/Kg (n=8) —
GS-Ge 25 mg/Kg (n=8)

Fonte: Elaborado pelo autor com Biorender.com.

4.6.3 Analise histopatologica

Apos fixagdo, os Orgdos foram examinados macroscopicamente quanto
alteracdes de tamanho ou cor e presenga de hemorragia. Posteriormente, tanto os 6rgaos
quanto os tumores foram incluidos em parafina, microtomizados e corados com
hematoxilina e eosina. A analise histologica foi realizada por microscopia optica. Foram

consideradas a presenca e extensao de lesdes ou outras alteragdes morfologicas.
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4.6.4 Andalise bioquimica

As analises bioquimicas foram realizadas utilizando kits de diagnosticos
padronizados (LABTEST®, Lagoa Santa-MG, Brasil). Incialmente, o sangue total foi
centrifugado a 2.500 rpm por 15 min na auséncia de anticoagulantes. Para avaliar a fun¢ao
renal, os soros obtidos foram utilizados para dosagem dos niveis de uréia e creatinina.
Para avaliar fungao hepatica, os soros foram usados para dosagem dos niveis das enzimas

alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

4.6.5 Anadlise hematologica

As andlises hematologicas foram realizadas utilizando um aparelho
analisador de sangue (Mindray 210 BC-2800, Auto Hematology Analyzer Shenzhen
Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd, 211, China), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Aliquotas de sangue receberam o agente quelante EDTA a 5 mM (1 mL de
sangue: 2 ul de EDTA) a fim de evitar a coagulacdo. Em seguida, o material foi analisado
pelo aparelho, onde a contagem de leucocitos totais, linfocitos, mondcitos e granuldcitos

foi realizada.

4.7 Analise estatistica

Os dados representam a média + DP de trés réplicas técnicas e biologicas.
Andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste de Dunnett, foi utilizada para
avaliar diferenga estatistica entre os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Para realizar as andlises estatisticas foi empregado o

software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, 222 EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios in vitro

5.1.1 Avaliacao da produgdo de oxido nitrico por RAW 264.7 estimulada com GS-Gc
ou GS-Sf

Tanto GS-Gc quanto GS-Sf estimularam a liberacdo de NO por RAW 264.7.
Embora a estimulacdo da GS-Gc tenha sido observada em todas as concentragdes
testadas, GS-Sf induziu a liberacdo de oOxido nitrico (NO) apenas nas menores

concentragdes testadas (Figura 26).

Figura 26 — GS-Gc e GS-Sf estimulam a producao de 6xido nitrico por RAW 264.7
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Fonte: Elaborado pelo autor. Avaliacdo indireta da produgdo de oOxido nitrico (NO) em RAW 264.7
estimulada com GS-Gc ou GS-Sf por meio do teste de Griess. RAW 264.7 foi incubada, em triplicata, com
salina, como controle negativo, lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (100 ng/mL), como controle positivo,
GS-Gce (10, 100 ou 250 pg/mL) ou GS-Sf (1, 10 ou 100 pg/mL) por 24h. Para esse ensaio foram realizados
trés experimentos independentes. Os valores de absorbancia obtidos foram transformados em concentragéo
de nitrito por meio de interpolacdo. Os valores das concentragdes de nitrito, por sua vez, foram apresentados
como média + desvio-padrdo. As médias entre os grupos foram comparadas por analise de variancia

seguida do pos-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.
ANOVA ida do pd de D *» < 0,05 d d li

Nao observamos um padrao de ativagdo de RAW 264.7 que fosse dependente
da concentragdo. Isso sugere que certos compostos podem desencadear respostas

imunologicas sem seguir a tradicional relagdo dose-resposta, possivelmente devido a
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fatores como a afinidade por diferentes receptores ou até mesmo por sua capacidade de

inibir a proliferagdo celular.

Uma vez que ndo investigamos nesse trabalho quais receptores estdo
envolvidos na ativagdo de Mfs por GS-Gc, reconhecemos ndo ter dados suficientes para
apoiar uma resposta solida. No entanto, a afinidade putativa por multiplos receptores (que
desencadeiam diferentes vias de sinalizacao) poderia explicar o perfil ndo dependente da

concentracdo da GS-GC na produgao de NO por RAW 264.7.

Por outro lado, SG-Sf exibiu um comportamento em forma de sino nas
concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL. Esse padrao pode ser explicado pelo fato de a
concentragdo de 1 pg/mL ser muito baixa para ativar qualquer resposta imune, enquanto
a concentragdo de 100 pg/mL pode ter apresentado um efeito citotoxico. Novos ensaios

devem ser conduzidos para elucidar esse fenomeno.

O NO ¢ uma espécie reativa de nitrogénio de natureza gasosa que ¢ convertida
em nitrito (NO2") em uma reacao de multiplas etapas em que o oxigénio molecular (O2) e

a agua (H,0O) participam como reagentes (Ignarro ef al., 1993).

Além de desempenhar importantes funcdes de sinalizagdo celular, o NO
exerce papel crucial na resposta imunitaria do hospedeiro contra varios agentes

patogénicos, como parasitas, bactérias e virus (Xue et al., 2018).

Em adi¢do a sua natureza quimica altamente reativa, o NO pode ainda reagir
com anions superdxidos, formando o peroxinitrito, um agente oxidante altamente
deletério que pode causar danos a biomoléculas diversas, incluindo: lipideos de
membrana, proteinas e DNA (Burney ef al., 1999). Nesse sentido, quando produzido em
altas concentragdes por Mfs com fenotipo semelhante M1 no MAT, o NO pode exercer
papel antitumoral por apresentar atividade citotoxica contra as células neoplasicas

malignas (Kovacevic ef al., 2017).

Diversos trabalhos tém relatado a ativacao de Mfs por GS. A GS da alga parda
Cystoseria indica induziu a liberagdo de NO em RAW 264.7 por meio da ativacao das
vias de sinalizacdo do receptor Toll-like 4 (TLR4)/NF-«xB ¢ MAPKs (Tabarsa et al.,
2020). O PS da alga parda Nizamuddinia zanardinii, de forma semelhante, ativou RAW
264.7 de modo a liberar NO e citocinas pro-inflamatorias (Tabarsa et al., 2020). A

consisténcia deste mecanismo parece ser partilhada por outras galactanas, incluindo os
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obtidos das flores da planta Panax ginseng ou dos corpos de frutificagdo do fungo
Cantharellus cibarius, que ativaram RAW 264.7, aumentando fagocitose e a liberacdo de

NO e das citocinas pro-inflamatérias TNF-q, IL-6, [FN-y e IL-1 (Cui et al., 2020).

5.1.2 Avaliagdo do potencial antiproliferativo de GS-Gc e GS-Gc contra B16-F10

Nas duas maiores concentracdes testadas GS-Sf apresentou acentuado efeito
antiproliferativo contra B16-F10. Em contrapartida, GS-Gc ndo exibiu inibi¢do

significativa da proliferacdo de B16-F10 (Figura 27).

Figura 27 - GS-Sf inibe a proliferacao celular de B16-F10
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Fonte: Elaborado pelo autor. Inibi¢do da proliferacdo de B16-F10 incubada com GS-Gc ou GS-Sf em
diferentes concentragdes por meio do ensaio de SRB. B16-F10 foi incubada, em triplicata, com salina,
como controle negativo, lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (100 ng/mL), como controle positivo, GS-G¢
(10, 100 ou 250 pg/mL) ou GS-Sf (1, 10 ou 100 pg/mL) por 48h. Para avaliar a inibi¢@o crescimento de
B16-F10 pelas amostras foram realizados trés experimentos independentes. Os valores de crescimento
celular de todos os grupos foram normalizados pelo crescimento celular do grupo salina e expresso em
termos percentuais. Em seguida, os valores de percentual de crescimento celular foram transformados em
valores de percentual de inibigdo e expressos como média + desvio-padrao. As médias dos grupos foram
comparadas por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pods-teste de Dunnett. *p<0,05 quando

comparado ao grupo salina.

Alguns trabalhos tém relatado atividade antiproliferativa in vitro de
carragenanas contra linhagens tumorais. Uma iota-carragenana obtida da alga vermelha

Laurencia papillosa inibiu a proliferacdo celular de uma linhagem de adenocarcinoma
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por meio da induzindo de apoptose (Murad et al., 2015). J4 uma kappa(k)-carragenana
obtida da alga vermelha Hypneia musciformis, reduziu a proliferacdo de uma linhagem

de neuroblastoma (Souza et al., 2018).

Khotimchenko e colaboradores publicaram uma revisdo abrangente sobre os
efeitos bioldgicos das carragenanas de algas vermelhas publicados até o ano de 2020.
Segundo o artigo, diversos fatores influenciam nas atividades bioldgicas das
carragenanas, como o peso molecular, estrutura quimica, quantidade e posicionamento
dos grupos sulfato, método de isolamento, entre outros. Em relagdo a atividade
antiproliferativa contra células tumorais in vitro, 0s autores constataram que a es existe
uma correlagdo entre o peso molecular das carragenanas e o efeito sobre a proliferagao
celular: carragenanas de alto peso molecular (> 100 KDa) tendem a nio apresentar efeito
antiproliferativo significativo, enquanto de baixo peso molecular (10-20 KDa) tendem a

inibir a proliferacdo das células tumorais in vitro (Khotimchenko et al., 2020).

Um estudo mostrou que oligossacarideos (< 20 KDa) obtidos a partir da
hidrolise de carragenanas da espécie Hypnea musciformis exibiram uma maior atividade
antiproliferativa contra uma linhagem de adenocarcinoma mamario murino (LM?2)
quando comparado as carragenanas nativas (ndo hidrolisadas). Além disso, os autores
demonstraram que esses oligossacarideos foram capazes de inibir a proliferagdo celular
de um painel de células tumorais, incluindo melanoma metastatico murino (B16-F10)
(ICso [mg/mL] = 0.039 + 0.005); carcinoma de bexiga murino (MB49) (ICso [mg/mL] =
0.045 £+ 0.008), um tipo de leucemia mieloide cronica humana (K562) (ICso [mg/mL] =
0.049 £ 0.002). A inibicao do crescimento celular ocorre por inducdo de apoptose (tanto
pela via intrinseca como pela via extrinseca), com ativacdo direta e indireta da caspase-3

(Calvo et al., 2019).

Apesar de as carragenanas de S. filiformis terem um pico de peso molecular
de 210 KDa (Sousa et al., 2016), ¢ importante ressaltar que as carragenanas, assim como
os polissacarideos em geral, apresentam peso molecular polidisperso, ou seja, tém uma
distribuicao de tamanho variada, com muitas variando de 500 a 1000 kDa. No entanto,
até 25% desses polissacarideos podem ter um peso molecular abaixo de 100 kDa
(Lascombes et al.,2017). Desse modo € possivel que a inibigao do crescimento se deva as
fragdes com menor peso molecular presentes na amostra. Além disso, a inibicao celular
que GS-Sf apresentou pode nao ser seletiva para B16-F10, podendo afetar o crescimento

de outras células como a propria RAW 264.7, o que explicaria a grande redugdo na
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producao de NO por RAW 264.7 na concentracao de 100 pg/mL (Figura 26). Entretanto,

estudos adicionais devem ser conduzidos para testar essa hipotese.

Em relagdo ao fato de GS-Gc nao ter apresentado citotoxicidade significativa
contra B16-10, trabalhos j& t€ém demonstrado que as agaranas sulfatadas de alga marinha,
apresentam baixa toxicidade, o que permite sua utilizacdo como compostos alimentares

(Fedorov et al., 2013).

5.1.3 Avaliacdo do potencial antiproliferativo do meio condicionado de RAW 264.7
estimulada com GS-Gc e GS-Sf contra B16-F10

O meio-condicionado (MC) de RAW 264.7 exposta a GS-Gec (MC-GS-Gc)
ou GS-Sf (MC-GS-Sf) inibiu o crescimento celular de B16-F10 (Figura 28).

Figura 28 - O meio-condicionado de RAW 264.7 estimulada com GS-Gc ou GS-Sf inibe
a proliferacdo celular de B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Inibigdo da proliferacdo de B16-F10 pelo meio-condicionado (MC) de RAW
264.7 foi avaliada pelo ensaio de SRB. B16-F10 recebeu, em triplicata, 0 MC (1:1 v/v) de RAW 264.7
incubada com salina (MC-Sal), LPS (MC-LPS), GS-G¢ (MC-GS-Gc) (10, 100 ou 250 pg/mL) ou GS-Sf
(MC-GS-Sf) (1,10 ou 100 pg/mL) por 48h. Os valores de crescimento celular de todos os grupos foram
normalizados pelo crescimento celular do grupo salina e expresso em termos percentuais. Em seguida, os

valores de percentual de crescimento celular foram transformados em valores de percentual de inibigdo e
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expressos como média + desvio-padrdo. As médias dos grupos foram comparadas por analise de varidncia

seguida do pos-teste de Dunnett. *p<0,05 quando comparado ao grupo salina.
(ANOVA ida do po de D *p<0,05 d d li

Um trabalho utilizando MC de Mfs M1 (cultivados em meio livre de soro)
obtidos a partir da estimulacao de monocitos circulantes humanos com Fator Estimulador
de Colonias de Macrofagos Recombinante Humano (rHuM-CSF) ou Fator Estimulador
de Colonias de Granulécitos-Macrofagos Recombinante Humano (rHuGM-CSF)
associado a LPS e/ou IFN-y, foi capaz de inibir o crescimento de linhagens tumorais de
cancer de mama humano (HCC1143 e T47D) e leucemia linfobléstica aguda humana
(MOLT-4). De modo oposto, Mfs polarizados para fen6tipo M2 ndo inibiram crescimento
tumoral das linhagens estudadas. Os autores fizeram a caracterizagdo fenotipica de Mfs
M1 utilizando um painel de citocinas/quimiocinas bem como a analise da expressao de
diversos marcadores de superficie. Além disso, os pesquisadores estudaram como o TNF-
a, IFN-y e TGF-f afetam o crescimento das células. Eles descobriram que, ao bloquear o
TNF-a com um anticorpo, a inibi¢do do crescimento das células tumorais pelo MC de
Mfs M1 era parcialmente abolido. No entanto, o bloqueio de IFN-y e TGF- com
anticorpos nao alterou a prolifera¢do celular (Rey-Giraud; Hafner; Ries, 2012). Esses
resultados sugerem que, apesar de o TNF-a ter um papel importante na inibicdo da
proliferacdo das células tumorais mediada pelos Mfs M1, deve existir pelo menos um

outro fator soluvel no MC responsavel pela inibicao da proliferacao celular.

Em um outro estudo, utilizando Mfs de diferentes origens (derivados de
mondcitos do sangue periférico humano ou linhagem THP-1), Engstrom e colaboradores
demonstraram que o MC de Mfs polarizados para um fen6tipo M1, apds exposi¢ao a LPS
e IFN-y, inibe a proliferacdo de linhagens tumorais de carcinoma colorretal humano (HT-
29 e CACO-2) por meio da inducao de parada do ciclo celular e apoptose. Por outro lado,
0 MC de Mfs polarizados para fenotipo M2, ap6s estimulagcao com IL4 e IL13, ndo inibiu
o crescimento celular dessas linhagens. Os autores identificaram uma série de citocinas e
quimiocinas liberadas pelo fenétipo M1 (TNF-a, IL6, IL8, IL10, CCL7, CCLS8, CCL15,
CXCLI1, CXCL9) e testaram TNF-a (100 ng/mL) e CXCL9 (100 ng/mL) diretamente

contra HT-29, porém ndo houve inibi¢cdo do crescimento celular (Engstrom et al., 2014).

Em nosso grupo, também incubamos B16-F10, por 72h, com diferentes

concentragdes de TNF-a (variando de 1,0 a 0,0156 ng/mL) a fim de avaliar o efeito sobre
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a proliferagao celular. No entanto, ndo observamos inibicao do crescimento dessas células
tumorais (resultados ndo mostrados). Além disso, nosso planejamento experimental
também ndo nos permite atribuir ao NO o efeito inibitério de MC-GS-Gec e MC-GS-Sf
sobre o crescimento de B16-F10, uma vez que o NO ¢ um gas voléatil e altamente reativo,
sendo rapidamente convertido em nitrito no meio de cultura, como discutido
anteriormente. Portanto, os fatores antiproliferativos liberados por RAW 264.7 aos ser

estimulada com as GS merecem ser melhor investigados em um estudo posterior.

Uma vez que, entre as GS testadas, GS-Gc exibiu um perfil bioativo do nosso
interesse, apresentando baixa citotoxicidade direta contra B16-F10 e estimulando RAW
264.7 a liberar fatores capazes de inibir o crescimento da linhagem de melanoma,

decidimos selecionar GS-Gc para novos ensaios.

5.1.4 Anadlise da expressdo de marcadores associados ao fendtipo M1-like em RAW

264.7 estimulada com GS-Gc

A estimulagdo de RAW 264.7 com GS-Gc na concentragdo de 250 pg/mL
induziu aumento de cinco vezes na expressao de iINOS quando comparado ao grupo salina
(Figura 29 A-B). O aumento da expressao de iNOS correspondeu ao aumento da producao
de NO por RAW 264.7 quando incubada com GS-Gc também na concentracao de 250
pg/mL (Figura 29 C).

Figura 29 — GS-Gce induz em RAW 264.7 aumento da expressdao de iNOS
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Fonte: Elaborado pelo autor. RAW 264.7 foi incubada, em triplicata, com salina, como controle negativo,
lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (100 ng/mL), como controle positivo ou GS-Ge (250 pg/mL) por 24h.
Os histogramas representativos dos experimentos sdo mostrados em A. As médias dos valores de
intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) normalizados pela média do grupo salina sdo mostrados em B.
Medigdo indireta dos niveis de 6xido nitrico (NO) produzidos por RAW 264.7 por meio do teste de Griess
¢ mostrada em C. Para o experimento de citometria foram adquiridos 10* eventos a partir de single cells.
Células ndo marcadas (NM) foram usadas como controle de fluorescéncia basal. Para a avaliagdo da
expressdo de iNOS e para dosagem indireta de NO foram realizados trés experimentos independentes. Os
dados dos graficos B e C foram apresentados como média = desvio-padrao. As médias entre os grupos
foram comparadas por analise de varidncia (ANOVA) seguida do poés-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando

comparado ao grupo salina.

Além disso, GS-Gc, na concentragdo de 250 pg/mL, induziu em RAW 264.7
o aumento da expressdo de CD86 e MHC classe Il em 3 e 1,5 vezes, respectivamente,
quando comparado ao grupo salina (Figura 30 A-D). O percentual de células duplo-
marcadas para CD86 ¢ MHC classe 1I (CD86"/MHCII") também aumentou no grupo
estimulado com GS-Gc na concentragdo de 250 pg/mL (Figura 30 E-F).

Figura 30 — GS-Gc induz em RAW 264.7 o aumento da expressdo dos marcadores CD86
e MHC classe II
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Fonte: Elaborado pelo autor. RAW 264.7 foi incubada, em triplicata, com salina, como controle negativo,
lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (100 ng/mL), como controle positivo ou GS-Ge (250 pg/mL) por 24h.
Os histogramas representativos dos experimentos sdo mostrados em A e C. As médias dos valores de
intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) normalizados pela média do grupo salina sdo mostrados em B
e D. Graficos do tipo contourplot (graficos de contorno), representativos dos experimentos, com gates
contendo populagdes de células duplo-marcadas para CD86 ¢ MHC classe II (CD86"/MHCII") sdo
mostrados em E. Grafico do percentual de células CD86"/MHC II* é mostrado em F. Para o experimento
de citometria foram adquiridos 10* eventos de single cells. Células nio marcadas (NM) foram usadas como
controle de fluorescéncia basal. Para a avaliagdo da expressdo de CD86 ¢ MHC classe II foram realizados
trés experimentos independentes. Os dados dos graficos B, D e F foram apresentados como média + desvio-
padrdo. As médias entre os grupos foram comparadas por analise de variancia (ANOVA), seguida do pos-

teste de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.

A o6xido nitrico sintase (NOS) ¢ a enzima responsavel pela produgdo de 6xido
nitrico (NO) a partir do aminodcido L-arginina. Existem trés isoformas de NOS: 1) a NOS
neuronal (nNOS ou NOSI), i1) NOS endotelial (eNOS ou NOS3) e iii) NOS induzivel
(iNOS ou NOS2) (Kashfi et al., 2021).

A INOS ¢ notavelmente expressa em células imunes, como células dendriticas
e Mfs e, ao contrario das outras isoformas, sua expressao requer a presenca de estimulos

externos, como citocinas pro-inflamatérias (ex: IFN-y, TNF-a, IL-1B), produtos
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bacterianos como LPS, virus e outros agentes infecciosos (Cinelli et al., 2020; Xue et al.,
2018). O aumento da expressao de iNOS, bem como o aumento da produgdo de NO
constituem evidéncias importantes da ativagdo de Mfs para um fen6tipo semelhante ao

M1 (Xue et al., 2018; Zhu et al., 2015).

Além disso, Mfs com fendtipo semelhante ao M1 também exibem um
aumento da expressao de MHC classe II, cuja fungdao imunolédgica € apresentar antigenos
para linfocitos T CD4", também conhecidos como células T auxiliares devido a fungio de
contribuir com outras células imunes para a eliminacdo de patogenos por meio da

secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (Rock et al., 2016).

Durante o processo de apresentacdo de antigenos pelos Mfs, outras moléculas
de superficie, como CD86, também tem um aumento na sua expressao. Essas moléculas,
denominadas moléculas co-estimulatérias, interagem com receptores na superficie das
células T, como CD28, fornecendo sinais secundarios essenciais para a ativagdo completa
desses linfocitos de modo a iniciar a montagem de uma resposta imune adaptativa robusta

(Porta et al., 2015).

Por fim, resultados anteriores obtidos por nosso grupo mostraram que GS-Gc
induziu aumento estatisticamente significativo da produgdo da citocina pro-inflamatéria
TNF-a, em RAW 264.7, nas concentracdes de 100 pug/mL (média = 1.391,13; desvio-
padrao = + 301,74) e 250 pg/mL (média = 1.583,87; desvio-padrao + 251,55) quando
comparado ao controle negativo salina (Teles, 2017). O TNF-o é uma citocina pro-
inflamatoria produzida durante processos infecciosos e inflamatdrios (Yunna et al., 2020).
Durante a década de 70, Carswell e colaboradores demonstraram que o TNF-a induz a

regressao tumoral (Carswell et al., 1975).

Resultados obtidos da literatura mostram que polissacarideos de fontes
diversas sdo capazes de ativar Mfs para o fendtipo M1. Um estudo com polissacarideos
obtidos do caule da planta Tinospora cordifolia aumentaram a producdo de NO
(juntamente com o aumento da expressdo de iNOS) e dos marcadores MHC classe 11 e
CD-86 na superficie de macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de BALB/c (Gupta et
al., 2017).

Uma agarana sulfatada obtida da alga vermelha Gracilaria lemaneiformis
induziu a superexpressdo do mRNA de iNOS, IL-6 e TNF-a e aumentou a liberacdo de

ROS, NO, IL-6 ¢ TNF-o. em RAW 264.7 (REN et al., 2017). Polissacarideos de uma cepa
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fungica isolada de Cordyceps sinensis promoveram a proliferacdo de RAW 264.7,
aumentam a fagocitose, induziram aumento da liberacdo de NO e aumentam a secre¢io
de IL-6, IL-1a, IL-10, TNF-a, e aumentaram a expressao de MHC II e CD86 (Meng et
al., 2014). Fucoidanas nao citotoxicas obtidas de Cladosiphon okamuranus, espécie de
alga parda muito consumida no Japao, polarizaram Mfs para um fendtipo antitumoral in

vitro e exerceram efeito antitumoral in vivo (Takeda et al., 2012).

5.2 Analises quimicas de GS-Gc¢

Uma vez que GS-Gc foi selecionada com base no seu perfil de atividades
bioldgicas, decidimos investigar o rendimento do seu processo de isolamento, sua
composi¢ao quimica, bem como a possivel presenca de contaminantes proteicos. A

caracterizacdo quimica de GS-Gc ¢ apresentada na Tabela 4.

Tabela 3 - Andlises quimicas de GS-Gec.

Rendimento Teor de D- Teor d.e Prot’eln.as

Amostra (%) alactose (%) sulfato livre soluveis
° 5 ° (%) (%)
GS-Gce 18.2 62.2 11.8 ND

Fonte: Elaborado pelo autor. ND - Nao detectado pelo método.

O rendimento percentual da extragdo enzimatica das GS da espécie G. cornea
foi 18,2%, valor que € comparavel aqueles obtidos por outros pesquisadores para a mesma
espécie. Melo e colaboradores obtiveram rendimento de 21,4% (Melo et al., 2002). Coura
e colaboradores obtiveram rendimento de 18% (Coura et al, 2012a) e Sousa e
colaboradores encontraram o valor de 21% para o rendimento da extragdo (Souza et
al.,2017). Se compararmos com o rendimento percentual de outras espécies de algas
marinhas vermelhas, podemos constatar que o rendimento também foi semelhante aquele
encontrado por Willer e colaboradores para a espécie S. filiformis (21,3%) (Sousa et al.,
2016) e superior aquele obtido por Pereira e colaboradores para a espécie Gelidium
crinale (2,1%) (Pereira et al, 2005) e por Farias e colaboradores para a espécie
Botryocladia occidentalis (4%) (Farias et al., 2000). Entretanto, o rendimento foi inferior

aquele encontrados por Rodrigues e colaboradores para a espécie Halymenia
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pseudofloresia (40,5%) que utilizou o mesmo protocolo, porém, com um maior tempo de

extragdo (24h) e secagem em estufa (Rodrigues et al., 2009).

Em relacao ao teor de D-galactose e sulfato livre, encontramos os valores de
62,2% e 11,8%, respectivamente. Esses valores também s3o semelhantes aqueles
descritos na literatura por Coura e colaboradores para a mesma espécie foi de 68,8% para
o teor de D-galactose e 15,6%, para o teor de sulfato livre. Além disso, ndo encontramos

nenhuma contaminacao por proteinas pelo método utilizado.

Portanto, os resultados encontrados em nosso estudo foram semelhantes aos
valores descritos na literatura, e essa pequena variagdo pode ser atribuida as condi¢des
ambientais que podem afetar o rendimento das GS e suas propriedades fisicas e quimicas

(Bezerra & Marinho-Soriano, 2010).

Considerando que nossos achados indicam que a agarana sulfatada de G.
cornea apresenta potencial como um agente estimulante do sistema imune, decidimos
investigar se GS-Gc seria capaz de inibir o crescimento tumoral em um modelo de

melanoma murino.

5.3 Ensaios in vivo

5.3.1 Avaliagdo do potencial antitumoral de GS-Gc em um modelo de melanoma
murino

O tratamento intraperitoneal (i.p.) com GS-Gc na dose de 25 mg/Kg inibiu o
crescimento tumoral em animais transplantados com B16-F10. A média da massa tumoral
do grupo salina foi de 1,8 g, enquanto a média do peso tumoral do grupo tratado com GS-
Gc na dose de 10 mg/Kg foi de 1,57 g e de 0,78 g para o grupo tratado com GS-Gc na
dose de 25 mg/Kg. Portanto, o percentual de inibi¢do do crescimento tumoral no grupo
tratado com GS-Gc na dose de 25 mg/kg foi de quase 60% em relagdo ao grupo salina.
Este resultado merece ser enfatizado, uma vez que o GS-Gc ndo exibiu, in vitro,
citotoxicidade direta contra B16-F10, linhagem celular que induz um modelo tumoral

altamente agressivo quando inoculadas em animais (Figura 31).
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Figura 31 GS-Gc inibe na maior dose o crescimento tumoral em camundongos C57BL/6
transplantados com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Peso tumoral apos tratamento com GS-Gc em diferentes doses. Os animais
foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-Gc 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina,
como controle negativo (N = 8), por 14 dias, comegando um dia apos o transplante do tumor. Os resultados
foram expressos como média = desvio padrao. As médias dos grupos foram comparadas por analise de

variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.

A andlise microscopica do tumor revelou, como esperado, a presenca de
células poligonais exibindo anisocitose e anisocariose em padrdo de crescimento vertical
com incontinéncia pigmentar e/ou manchas amelandticas (Figura 32). Areas de
hemorragia, invasdo muscular e vascular foram visualizadas em todos os grupos. Necrose
de coagulagdo extensa foi observada no grupo tratado com 25 mg/kg de GS-Ge (dados

nao mostrados).



75

Figura 32 — GS-Gc ndo induziu alteragdes na arquitetura tumoral e nem foram
encontrados achados significativos nos tumores de camundongos C57BL/6

transplantados com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias do tumor. Seta preta indica invasdo do tecido muscular (M).
Circulos brancos indicam incontinéncia pigmentar. Retangulo tracejado indica manchas amelandticas. O
simbolo “A” indica anisonucleose. Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-Gc¢ 10

mg/Kg (N =8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias, comegando

um dia apos o transplante do tumor.

Nos tultimos anos, alguns trabalhos publicados na literatura tém relatado
efeito antitumoral de polissacarideos. Em um estudo utilizando fucoidana sulfatada da
alga parda Cladosiphon okamuranus, os autores investigaram os efeitos da administrag¢do
oral sobre o crescimento tumoral e sobre o tempo de sobrevida em um modelo de cancer

de colon murino (camundongos BALB/c fémeas). Foram utilizadas trés fra¢des de
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fucoidana: as de baixo (LMWEF: 6,540 kDa), médio (IMWEF: 110-138 kDa) e alto peso
molecular (HMWF: 300-330 kDa). Os camundongos foram alimentados por 28 dias com
uma dieta em p6 contendo fucoidana [5% (m/m)] ou sem fucoidana (controle negativo).
ApoOs a inoculagao do tumor, os animais mantiveram a dieta por mais 14 dias. O grupo
IMWEF apresentou reducao estatisticamente significativa no peso tumoral em comparagao
com o controle negativo. Além disso, o estudo revelou que o tempo de sobrevida foi
praticamente dobrado em todos os grupos em comparagdo com o controle negativo. Os
autores sugeriram que o efeito antitumoral observado pode ter sido mediado pela
imunidade inata do trato grastrointestinal, uma vez que no grupo IMWF houve aumento
de células NK no bago, e o efeito antitumoral ndo foi reproduzido em camundongos
nocaute para Myd-88 (molécula adaptadora essencial para receptores do tipo Toll)

(Azuma et al., 2012).

Outros estudos demonstraram que polissacarideos sem atividade citotoxica in
vitro foram capazes de inibir o crescimento tumoral in vivo. Um desses estudo utilizou
polissacarideos (goma) obtidos do cajueiro (Anacardium occidentale) testados contra
diferentes linhagens tumorais in vitro (HL-60: leucemia promielocitica aguda; HCT-116:
carcinoma colorretal humano; PC-3: adenocarcinoma de prdstata humano; B16-F10:
melanoma metastatico murino e SF-295: glioblastoma humano), ndo exibiram
citotoxicidade. Entretanto, em um modelo de melanoma murino (camundongos C57BL/6
fémeas) com tratamento didrio, ao longo de 15 dias, iniciando no dia seguinte ao
transplante das cé€lulas tumorais, os autores verificaram que a goma do cajueiro promoveu
redugdo de 36,9% (50 mg/Kg) e 43% (100 mg/Kg) no peso tumoral em comparacao ao
grupo salina (Barros et al., 2020).

Em um trabalho publicado por Lins e colaboradores (2009), utilizando PS da
alga vermelha Champia feldmannii, os pesquisadores verificaram que a amostra nao
exibiu citotoxicidade in vitro significativa contra um conjunto linhagens tumorais
humanas (HL-60: leucemia promielocitica humana; MDA-MB-435: melanoma humano;
SF-295: glioblastoma humano e HCT-8: cancer de c6lon humano). Entretanto, em um
modelo murino de sacrcoma-180 (camundongos Swiss fémeas) com tratamento diario, ao
longo de sete dias, comecando no dia seguinte a inoculagdo das células tumorais, o PS
causou redugdo de 48,16% (10 mg/kg) e de 48,62% (25 mg/kg) no peso tumoral, quando
comparado ao grupo salina. Além disso, os pesquisadores demonstraram efeito sinérgico

entre a amostra € o quimioterapico S-fluorouracil (5-FU), pois quando administrado de
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forma isolada, 5-FU (10 mg/Kg) reduziu o peso tumoral em 48,66%. Porém, quando
associado a amostra (PS 10 mg/Kg + 5-FU 10 mg/kg), a inibi¢do do peso tumoral
aumentou para 68,32% (Lins et al., 2009).

Nosso grupo publicou recentemente um estudo utilizando uma fucoidana
sulfatada obtida da alga parda Dictyota caribaea demonstrando que, embora o PS nao
tenha exibido citotoxicidade in vitro contra duas linhagens tumorais (HCT 116 ¢ B16-
F10), em um modelo murino de Sarcoma-180 (camundongos Swiss fémeas) com
tratamento diario, ao longo de 7 dias, comecando no dia seguinte a inoculagdo das células
tumorais, o PS promoveu redugdo de 40% (25 mg/Kg) e 51% (50 mg/kg) do peso tumoral,

quando comparado ao grupo salina (Assef et al., 2021)

5.3.2 Avaliacao do potencial imunoestimulante de GS-Gc in vivo

A administragdo de GS-Gce na dose de 25 mg/Kg resultou em um aumento de
65,5% no peso médio do baco dos camundongos em relagdo a média do grupo salina

(Figura 33).

Figura 33 - GS-Gc induz na maior dose aumento do peso do baco em camundongos
C57BL/6 transplantados com B16-F10 .
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Fonte: Elaborado pelo autor. Peso do bago normalizado por 100 g do peso corporal de camundongos ap6s
tratamento com GS-Gce (10 ou 25 mg/Kg). Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-
Gce 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias,

comegando um dia apds o transplante do tumor. Os resultados foram expressos como média + desvio
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padrdo. As médias dos grupos foram comparadas por analise de varidncia (ANOVA), seguido do pos-teste

de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.

Além disso, a analise histopatologica dos bagos dos animais tratados revelou
achados histolégicas semelhantes entre os grupos experimentais, sendo representada por
uma polpa branca contida por uma camada de linfécitos localizados excentricamente em
relacdo as arteriolas centrais, as vezes sem visualizacdo do centro germinativo. Porém,
nos grupos tratados com GS-Gc na dose de 10 mg/Kg ou 25 mg/Kg a polpa branca
apresentou-se irregular no limite com a polpa vermelha. Porém, a proporcionalidade entre

polpa branca e vermelha foi mantida (Figura 34).
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Figura 34 — Fotomicrografias do bago de camundongos C57BL/6 transplantados com
B16-F10
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Fonte: Elaborado pelo autor. Seta branca indica arteriola central. O simbolo “R” indica polpa vermelha, O

simbolo “W” indica polpa branca regular. O simbolo “W*” indica polpa branca irregular.
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O bago ¢ um orgao linféide secundario composto por duas regides principais:
a polpa vermelha, responsavel pela filtragem do sangue e remogao de eritrocitos velhos e
danificados, e a polpa branca, que ¢ rica em células imunes, como os linfocitos, e
desempenha um papel fundamental na resposta imune adaptativa. O aumento do peso do
baco (esplenomegalia) ocorre por varias razoes, incluindo infec¢des, inflamagdes e alguns
tipos de cancer como leucemias e linfomas. A polpa branca contém foliculos linfoides
bem definidos. Entretanto, durante a ativagdo da resposta imune, pode haver uma
expansao e desorganizacao desses foliculos devido ao aumento da proliferagao de células
imunes e a formacdo de centros germinativos, onde os linfocitos B se diferenciam e
amadurecem (Lewis et al., 2019). Nesse sentido, o aumento do peso do bago
acompanhado da desorganizagdo da polpa branca nos animais tratados com GS-Gc s3o
indicios da ativagao da resposta imune do hospedeiro. Além disso, a atividade antitumoral
observada pode ter sido mediada pelo sistema imunologico, uma vez que a galactana ndo

exibiu citotoxicidade direta contra B16-F10 in vitro.

Fucoidanas da alga parda Dictyota caribaea, tiveram o efeito antitumoral in
vivo atribuido a imunoestimulagdo, pois verificou-se que o tratamento levou a um
aumento no peso do bago com hiperplasia da polpa branca (Assef ef al., 2021). A GS de
Gracilaria lemaneiformis inibiu o crescimento tumoral em um modelo murino de
hepatoma. Além disso, promoveu um efeito imunomodulador representado pelo aumento
do peso do baco e do timo e pelo aumento da atividade fagocitica dos Mfs (Fan et al.,
2012). De Sousa e colaboradores (2007) demonstraram que alginatos da alga parda
Sargassum vulgare foram capazes de inibir (via oral) o crescimento tumoral em um
modelo de Sarcoma-180 murino e verificaram que a amostra também causava uma
hiperplasia da polpa branca do baco dos animais tratados, sugerindo atividade
imunoestimulante desse composto (De Sousa et al., 2007). Outra evidéncia de PS com
efeito antitumoral associado a imunoestimulagdo vem do trabalho com os PS de C.
feldmannii, em virtude do fato de que os autores verificaram aumento do peso relativo do
bago acompanhado de hiperplasia dos foliculos linféides, bem como aumento da
producao de anticorpos em um modelo de vacinacao utilizando o antigeno ovalbumina

(OVA) (Lins et al., 2009).
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Em relacdo a analise hematologica, GS-Gc aumentou, na dose de 10 mg/Kg,
a contagem de leucocitos totais, mondcitos e linfocitos em relagdo ao grupo salina (Figura
35 A-C). Entretanto, a contagem de granuldcitos ndo foi alterada pelos tratamentos

(Figura 35 D).

Figura 35 — GS-Gc induz aumento na contagem de leucocitos em camundongos C57BL/6
transplantados com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A. Contagem de leucdcitos totais. B. Contagem de mondcitos. C. Contagem
de granulocitos. D. Contagem de linfocitos. Os animais foram tratados via intraperitoneal (i.p.), em
triplicata, com GS-Gce (10 ou 25 mg/Kg) ou salina, como controle negativo, por 14 dias, comegando um dia
apos o transplante do tumor. Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-Gec 10 mg/Kg (N
= 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias, comec¢ando um dia
apos o transplante do tumor. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As médias dos
grupos foram comparadas por analise de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Dunnett. *p < 0,05

quando comparado ao grupo salina.

Visto que GS-Gc, na dose de 25 mg/Kg, reduziu o crescimento tumoral e
promoveu aumento no peso do baco, acompanhado por desorganizacao da polpa branca,
indicando um possivel efeito antitumoral mediado pelo sistema imunoldgico, seria
razoavel supor que um eventual aumento na contagem de leucdcitos também ocorreria

nessa dose. Entretanto, 1sso ndo se confirmou.
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Inicialmente, ¢ importante ressaltar que alguns compostos estimulam efeitos
imunoldgicos sem um perfil cldssico de resposta dose-dependente devido a diferentes
razdes, como a afinidade pelo receptor e citotoxicidade. Com os dados de que dispomos
nao ¢ possivel chegar a alguma conclusao. Entretanto, nossa hipdtese ¢ de que GS-Gc
induz hematopoiese estimulando (direta ou indiretamente) as células progenitoras da
medula 6ssea em uma dose mais baixa (10 mg/kg). Por outro lado, na dose mais alta (25
mg/kg) o efeito em outros receptores com menor afinidade poderia alterar o efeito

biologico final.

Todavia, independente do mecanismo subjacente, esse achado é de grande
importancia, sobretudo, quando se considera que uma das principais limitacdes da
quimioterapia convencional ¢ a leucopenia (Aboud et al., 2022). Desse modo, a utilizagao
de um produto natural ndo citotoxico, capaz de estimular a produgdo de leucocitos, pode

ajudar os pacientes submetidos a quimioterapia citotoxica.

Resultados demonstrando que polissacarideos de algas induzem a
hematopoiese em modelos animais estdo disponiveis na literatura (Anisimova et al.,
2018; Lins et al., 2009; Niu et al., 2019; Qin et al., 2023; Shen et al., 2021; Yang et al.,
2021).

5.3.3 Analise de toxicidade do GS-Gc¢

Os niveis séricos de uréia dos animais tratados com GS-Gc (em ambas as
doses) nao foram alterados (Figura 36 A). Entretanto, os niveis séricos de creatinina

aumentaram na dose de 10 mg/Kg (Figura 36 B).
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Figura 36 - GS-Gc¢ ndo altera os niveis séricos de creatinina em camundongos C57BL/6
transplantados com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A. Concentragdo sérica de uréia. B. Concentracdo sérica de creatinina. Os
animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-Gc¢ 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8)
ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias, comecando um dia apos o transplante do tumor. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As médias dos grupos foram comparadas por
analise de varidncia (ANOVA), seguido do pos-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo

salina.

A uréia e a creatinina sao marcadores da func¢dao renal e niveis séricos
aumentados podem indicar disfun¢do renal (Gowda et al., 2010). Porém, ndo houve
diferenga no peso dos rins entre os grupos (Figura 37) e a andlise histopatoldgica ndo
mostrou diferencas morfologicas entre os grupos havendo preservacdo das estruturas

anatomicas (Figura 38).
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Figura 37 - GS-Gc ndo altera o peso dos rins em camundongos C57BL/6 transplantados
com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Peso dos rins normalizado por 100 g de peso corporal dos camundongos ap6s
tratamento com GS-Gce em diferentes doses. Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-
Gc 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias,
comec¢ando um dia apds o transplante do tumor. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. As médias dos grupos foram comparadas por analise de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste

de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.
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Figura 38 - GS-Gc ndo induz alteragdes morfoldgicas nos rins de camundongos C57BL/6
transplantados com B16-F10.

Salina

GS-Gc

10 mg/Kg

GS-Gc

HE 200X

Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias dos rins. Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.),
com GS-Gce 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por

14 dias, comegando um dia apds o transplante do tumor.
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Em contrapartida, GS-Gc, na dose de 25 mg/Kg, reduziu os niveis séricos do
marcador alanina aminotransferase (ALT) (Figura 39 A), porém, aumentou os niveis
séricos da enzima aspartato aminotransferase (AST) (Figura 39 B), quando comparado

ao grupo salina.

Figura 39 - GS-Gc altera os niveis séricos de ALT e AST em camundongos C57BL/6
transplantados com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A. Concentracdo sérica da enzima alanina aminotransferase (ALT). B.
Concentragdo sérica da enzima aspartato aminotransferase. Os animais foram tratados, via intraperitoneal
(i.p.), com GS-Gce 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8),
por 14 dias, comeg¢ando um dia apos o transplante do tumor. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo. As médias dos grupos foram comparadas por analise de variancia (ANOVA), seguido do

pos-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.

Em relagdo as enzimas AST e ALT, elas sdo os marcadores mais utilizados
para o diagnodstico clinico de lesdo hepatica (McGill, 2016). No presente estudo,
verificamos aumento no peso do figado nos grupos tratados com GS-Gc em comparagao
ao grupo salina (Figura 40). Entretanto, a andlise histopatoldgica nao revelou diferengas
morfologicas entre os grupos. Apenas foi evidenciada a presenca de ninhos ou células
inflamatorias dispersas em todos os grupos, mas sem presenca de necrose hepatocelular

focal (Figura 41).
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Figura 40 - GS-Gc aumenta o peso do figado de camundongos C57BL/6 transplantados
com B16-F10.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Peso do figado normalizado por 100 g de peso corporal de camundongos apos

tratamento com GS-Gc em diferentes doses. Os animais foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com GS-
Gc 10 mg/Kg (N = 8), GS-Gc 25 mg/Kg (N = 8) ou salina, como controle negativo (N = 8), por 14 dias,
comegando um dia apds o transplante do tumor. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrao. As médias dos grupos foram comparadas por analise de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste

de Dunnett. *p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.
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Figura 41 - GS-Gc ndo induz alteragdes morfoldgicas no figado de camundongos
C57BL/6 transplantados com B16-F10.

Salina
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Fonte: Elaborado pelo autor. Fotomicrografias do figado.
Embora o tratamento com GS-Gc na dose de 25 mg/Kg tenha alterado os

niveis dos marcadores hepaticos analisados (redu¢do de ALT e aumento de AST),

associado a um aumento no peso do figado em ambas as doses testadas, esses achados
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podem nao ter significado clinico importante. Assef e colaboradores (2021) também
verificaram alteracdo nos niveis séricos de ALT e AST nos animais tratados com

fucoidana de D. caribaea mas ndo encontraram aumento no peso do figado (Assef et al.,

2021).

Condicdes como esteatose hepatica (presenca de gordura no figado) podem
alterar os niveis de marcadores hepaticos. Por outro lado, a ocorréncia de hiperplasia (uma
adaptacao fisioldgica em resposta a um estimulo que consiste no aumento do nimero de
células em um tecido ou 6rgao) poderia explicar o aumento no peso do figado sem haver
necessariamente alteragdes na arquitetura histoldogica do 6rgao. No entanto, mais

investigagdes devem ser realizadas para compreender melhor esse achado.

Uma visdo geral dos principais resultados do presente estudo é apresentada

na Figura 42.

Figura 42 - Resumo esquematico dos principais resultados obtidos
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GS-Ge ndo apresenta citotoxicidade direta
contra B16-F10, mas induz RAW 264.7 a
liberar fatores que inibem a proliferacio das
células tumorais e imibe o crescimento
tumoral em um modelo de melanoma
murimo.

B16-F10

Fonte: Elaborado pelo autor com BioRender.com
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6 CONCLUSAO

Em sintese, nossa investigacdo revelou uma agarana sulfatada obtida da
macroalga marinha vermelha Gracilaria cornea com potencial imunoestimulante que foi
capaz de inibir o crescimento tumoral em um modelo de melanoma murino sem, no
entanto, exercer atividade citotoxica direta contra essas células tumorais. Adicionalmente,
observou-se in vitro que o polissacarideo promoveu a ativagdo de macréfagos para um
fenodtipo pro-inflamatorio (semelhante ao M1). Ainda mais importante, ¢ constatar que
essa macromolécula induziu uma mudanga funcional nos macrofagos, conforme
evidenciado pela inibi¢do da proliferagcdo de células de melanoma in vitro em resposta ao

meio-condicionado produzido pelos macrofagos estimulados com a amostra.
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