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RESUMO

Caracterizacao estrutural e propriedades antitumorais dos polissacarideos extraidos da

alga marinha vermelha Gracilaria caudata J Agardh

As algas marinhas sdo consideradas uma rica fonte de moléculas bioativas. Neste trabalho a
alga marinha vermelha Gracilaria caudata foi submetida a extracdo aquosa a quente de seus
polissacarideos e apresentou rendimento de 32,8%. Os polissacarideos extraidos de G.
caudata (PGC) apresentaram 1% de atomos de enxofre e um grau de sulfatacdo de 0,13. A
massa molar de PGC foi determinada por cromatografia de permeagdo em gel e mostrou ser
da ordem de 2,5 x 10° g.mol”'. A analise quimica feita por Infravermelho e Ressonancia
Magnética Nuclear de PGC revelou que esse composto pertence ¢ uma galactana tipo agar,
constituido basicamente por residuos alternantes de B-D-galactose e 3,6 a-L-anidrogalactose
com grupamentos hidroxila substituidos por ésteres de sulfato, metil e piruvato. As
propriedades antitumorais de PGC foram investigadas in vitro e in vivo. A citotoxicidade de
PGC foi avaliada in vitro pelo ensaio do metil tiazolil tetrazolium (MTT). Esse ensaio
demonstrou que PGC apresentou valores de Clsy (concentragao inibitéria média) maiores que
25 pgmL" para todas as células testadas, sendo considerado ndo toxico. A atividade
antitumoral in vivo de PGC contra células de Sarcoma 180 transplantadas em camundongos
foi avaliada e demonstrou efeito anticancer em ambas as vias de administragdo intraperitoneal
e oral. PGC reduziu significativamente o crescimento do tumor em 47,59 e 53,53% nas doses
de 25 e 50 mgkg" quando administrado intraperitonealmente. A administragdo oral de 50 e
100 mg.kg'1 de PGC causou taxas de inibicdo de 37,27 e 35,98%, respectivamente. O
polissacarideo extraido de G. caudata (25 mgkg') potencializou o efeito antitumoral
apresentado pelo 5-FU (10 mgkg') de 37,22 para 70,74% quando administrados
conjuntamente. As analises histopatoldgicas do figado e rim mostraram que esses Orgaos
foram moderadamente afetados pelo tratamento com PGC. Contudo, nenhuma alteracao
significativa nos parametros marcadores de toxicidade renal (uréia) ou hepatica (AST e ALT)
foi observada. Os resultados obtidos apds tratamento por via ip. demonstraram que PGC
aumentou o peso relativo do bago, induziu hiperplasia de foliculos linfoides, aumentou a
percentagem de neutrdfilos e reverteu a leucopenia ocasionada por 5-FU, sugerindo que a
atividade antitumoral pode estar relacionada as suas propriedades imunomodulatorias.

Palavras-chave: Gracilaria caudata, polissacarideo, atividade antitumoral, Sarcoma 180.



ABSTRACT

Structural characterization and antitumor properties of the polysaccharides extracted

from the red seaweed Gracilaria caudata J Agardh

Seaweeds are considered an important source of bioactive molecules. In this work the red
marine alga Gracilaria caudata was submitted to aqueous extraction of their polysaccharides
and presented a recovery of 32.8%. The extracted polysaccharides of G. caudata (PGC) had
1% of sulfur atoms and a degree of sulfation of 0.13. The molar mass of PGC was determined
by gel permeation chromatography and the molar mass detected was 2.5 x 10° g.mol™.
Chemical analysis made by spectroscopic methods such as Infrared and Nuclear Magnetic
Resonance of PGC demonstrated to belong to the agar type galactan family, mainly
constituted by alternating residues of B-D-galactose and 3,6-a-L-anhydrogalactose with the
hydroxyl groups substituted by ester sulfate, methyl groups and pyruvic acid acetal. Seaweed
polysaccharides have recently been shown to act as antitumor agents. The antitumor
properties of the polysaccharides extracted from G. caudata (PGC) were investigated in vitro
and in vivo. The cytotoxicity of PGC was evaluated in vifro by the methyl thiazolyl
tetrazolium (MTT) assay. This assay demonstrated that PGC had ICsy values greater than 25
ug.rnL'1 for all tested cells, being considered non-toxic. The in vivo antitumor activity of PGC
against Sarcoma 180 cells transplanted in mice was evaluated and showed anticancer effect in
both oral and intraperitoneal routes of administration. PGC significantly reduced tumor
growth in 47.59 and 53.53% at the doses of 25 and 50 mgkg' when administered
intraperitoneally. The oral administration of 50 and 100 mgkg' of PGC caused inhibition
rates of 37.27 and 35.98%, respectively. Interestingly, PGC (25 mgkg"') enhanced the
antitumor effect presented by 5-fluorouracil (10 mgkg"') from 37.22 to 70.74%. The
histopathological analysis of liver and kidney showed that both organs were moderately
affected by PGC treatment. Though, no significant changes in renal (urea) or liver (enzymatic
activity of Alanine and Aspartate aminotransferase) parameters were observed. Results
demonstrated that PGC administered by intraperitoneal route increased the relative spleen
weight, induced a hyperplasia of lymphoid folicules, enhanced the neutrophil percentage and
reverted the leucopeny induced by 5-FU, suggesting that the observed antitumor activity
could be related to its immunomodulatory properties.

Keywords: Gracilaria caudata, polysaccharide, Antitumor activity, Sarcoma 180.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais Sobre Algas

Alga ¢ um termo genérico desprovido de significado taxondmico que inclui
organismos eucariontes fotossintéticos, possuidores de clorofila a e talo nao diferenciado em
raiz, caule ou folhas, com habito predominantemente aquatico. Estes organismos ndo sao
necessariamente semelhantes entre si € nem sempre possuem origem evolutiva proxima
(OLIVEIRA, 2003).

Este coletivo abrange ampla variabilidade morfologica, estrutural e metabolica,
possuindo diferentes ciclos de vida. As principais caracteristicas exclusivas deste grupo sao a
presenga de estrutura reprodutiva unicelular ou, quando multicelular, com todas as células
férteis ndo possuindo, portanto, tecido constituido de células estéreis envolvendo os 6rgaos de
reproducao e tampouco um sistema diferenciado para conducdo de agua. Assim, esse
aglomerado de organismos forma um grupo artificial e ¢ classificado atualmente no reino
Protista, formando grupos polifiléticos (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998;
BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998; SOGIN et al.,1989; CHAPMAN; BUCHHEIM, 1992).

As algas podem ser encontradas nos mais diversos ambientes, ocorrendo desde
formas livres terrestres e aquaticas até formas que vivem em associagdes com outros
organismos, como os liquens. As formas mais comuns sd3o aquaticas, podendo ocorrer em
rios, lagos, mangues e mares. Nestes ambientes, podem fazer parte dos bentos, conjunto de
individuos que vivem fixos ao substrato ou do plancton, conjunto de individuos que vivem em
suspensao na coluna de dgua devido a sua pequena ou nula capacidade de locomocao (LEE,
1989; OLIVEIRA, 2003; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Como adaptacdes a diferentes ambientes, as algas podem se fixar a rochas ou
substratos rochosos e calcarios, aderir a conchas de moluscos ou a outras algas (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2001; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998). Sdo mais
abundantes em regides quentes, proximas ao equador, onde apresentam tamanho reduzido e
maior variabilidade de espécie, mas se estendem até dguas mais frias, atingindo maiores
propor¢des, com menor variabilidade de espécie (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998;
LEE, 1989).
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A presenga de clorofila nas algas ndo resulta obrigatoriamente em coloragao
esverdeada. Além da clorofila, esses organismos possuem pigmentos denominados
acessorios, que podem mascarar a presenca da clorofila proporcionando as algas coloragdes
avermelhadas, pardas ou até enegrecidas (OLIVEIRA, 2003; VAN DEN HOEK; MANN;
JAHNS, 1998).

As algas podem ser pluricelulares ou unicelulares, apresentando similaridade em
muitos aspectos com as plantas, como a composi¢do de seus carboidratos de reserva, suas
proteinas e o fato de possuirem clorofila “a” como pigmento fotossintético primario (VAN
DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998). Estas caracteristicas suportaram a classificagdo das
algas dentro do reino Plantae durante muitas décadas.

Apesar de ndo apresentarem origem filogenética concordante, algumas formas de
classificagdo baseadas em suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais sao utilizadas. Uma
das classificacdes possiveis agrupa as algas baseado em seus tamanhos, sendo divididas em
dois grandes grupos. O primeiro grupo ¢ formado pelas algas microscopicas, chamadas de
microalgas e o segundo compreende as algas macroscopicas, denominadas macroalgas
(OLIVEIRA, 2003; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Segundo Raven, Evert e Eichhorn (2001), as algas podem ser classificadas, de acordo
com caracteristicas bioquimicas de seus cloroplastos, substancias de reserva, estrutura fisica,
coloragdo predominante e ciclo reprodutivo, em trés divisdes dentro do reino Protista:
Rhodophyta (algas vermelhas), Phacophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes).

Estudos recentes de filogenia molecular e gendmica comparativa t€ém contribuido
para reconstru¢do da historia evolutiva de genes, familias de genes e organismos. Com base
em tais analises as algas sdo classificadas atualmente nas linhagens descritas a seguir:
Chloropyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas), Glaucocystophyta (também
chamado de Glaucophyta), Euglenophyta, Chlorarachniophyta e Chromophyta (que inclui os
grupos Heterokonta, Haptophyta, Cryptophyta e os dinoflagelados). O grupo Chromophyta
recebe essa designacdo por possuir as clorofilas “a” e “c”, além de varios pigmentos
chamados de xantofilas, fazendo com que alguns de seus membros sejam tradicionalmente
chamados de algas pardas (PRIETO; SOON; BHATTACHARYA, 2006;
BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998).

Andlises baseadas na ultraestrutura de algas levaram ao reconhecimento de dois

tipos fundamentalmente diferentes de plastideos, chamados de cloroplastos simples e
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complexos. O primeiro apresenta duas membranas, derivadas do fendmeno de endossimbiose
primaria, sendo presente nos grupos Chloropyta, Rhodophyta e Glaucocystophyta. Ja os
plastideos complexos possuem trés ou mais membranas, decorrentes de endossimbiose
secundaria, sendo representantes desse grupo virtualmente todas as outras algas (SITTE,

1993; BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998; YOON et al., 2004).

1.2  Importancia Ecolégica das Algas

Devido a presenca de clorofila e a realizacdao de fotossintese em seus cloroplastos, as
algas desempenham um importante papel ecoldégico como produtores primarios nos oceanos,
mares e lagos (XU; GAO, 2008). Portanto, sdo utilizadas como fonte de carboidratos,
proteinas e outras moléculas pelos organismos aquaticos e de maneira indireta, por quase
todos os seres vivos, em fungdo da sucessdo de niveis troéficos (VAN DEN HOEK; MANN;
JAHNS, 1998; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). As algas formam a base da cadeia
alimentar nos ecossistemas aqudticos devido a sua eficiéncia fotossintética, sendo
responsaveis por cerca de 40 a 50 % da fixacdo de carbono e producdo de oxigénio do
planeta. Em adicdo, as algas incorporam energia solar em biomassa através da fotossintese,
atuam na mineralizagdo e no ciclo dos elementos quimicos, desempenhando papel vital na
manutengdo dos ecossistemas aquaticos (KATZ et al., 2004; OLIVEIRA, 2003; VAN DEN
HOEK; MANN; JAHNS, 1998; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas podem desempenhar um importante papel em processos de biorremediagao,
caracterizado como sendo a remocdo de elementos quimicos potencialmente tdxicos por
organismos vivos. A biorremediacdo tem evoluido como uma tecnologia efetiva para o
tratamento e a remocdo de contaminantes de natureza orginica e inorganica. As algas sdo
especialmente tUteis na remocao de ions metalicos tais como cadmio, cobre, zinco, chumbo,
cromo e mercurio, além de alguns compostos organicos, podendo ser consideradas “espécies
protetoras” no ambiente aquatico, pois contribuem para diminuir a fragdo do contaminante
“disponivel” para os demais organismos. O uso de algas na recuperacao de efluentes contendo
espécies metalicas apresenta vantagens, como o baixo custo de operagdo e elevada eficiéncia
na remog¢ao dos contaminantes de efluentes muito diluidos. Em adicao, consorcios de algas

podem ser utilizados para remocao de uranio de efluentes derivados de mineragao (DAVIS;
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VOLESKY; MUCCI, 2003; KALIN; WHEELER; MEINRATH, 2005; VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004).

Viarios estudos demonstraram que as algas apresentam elevada sensibilidade frente a
mudangas nas condigdes ambientais, especialmente em casos de poluicdo de agua.
Consequentemente, algumas espécies de algas podem ser utilizadas como bioindicadores de
polui¢do. Esses individuos sdo diretamente afetados por efluentes quimicos ou domésticos
ricos em matéria organica e por contaminacao por metais pesados e hidrocarbonetos. Quando
os nutrientes nitrogénio e fosforo estdo presentes em excesso, ocorre um rapido crescimento e
multiplicagdo de algas e, nestas condi¢des, pode haver mudanca no perfil da comunidade,
dominagdo de uma ou algumas espécies e/ou floracdo de algas. As algas respondem
rapidamente e previsivelmente a uma ampla variedade de poluentes e proporcionam um sinal
de alerta precoce indicativo de impacto ambiental, favorecendo a acdo de medidas
mitigadoras para controlar tais problemas (BELLINGER; SIGEE, 2010; VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004; KUREISHY; ABDEL-MOATI; AL-MUFTAH, 1995).

1.3  Importincia Econdomica de Algas Marinhas

As algas marinhas sdo utilizadas como fonte de alimento had milénios. Existem
registros de sua utilizagdo a mais de 12 milhdes de anos no sitio Monte Verde, sudeste do
Chile, na América do Sul. Essa descoberta foi realizada a partir de material arqueologico
coletado em lareiras e datada por radiagdo de e (DILLEHAY et al., 2008).

Contudo, a utilizagio de algas na dieta humana foi popularizada na Asia,
principalmente na China e Japao. Ha registros da utilizagao de algas na China antes do ano
2700 a.C. Sua utilizacdo no Japao, um dos principais produtores e consumidores de algas,
parece ter sido importada da China, e a aquicultura primitiva nesse pais comegou por volta do
ano 1670 d.C. (OLIVEIRA, 2003).

Mais de dois milhdes de toneladas de algas frescas sdo processadas por ano para
obter produtos alimenticios, principalmente no Oriente. Em adi¢do, cerca de hum milhdo e
meio de toneladas de algas sdo coletadas por ano para extragdo de diversas biomoléculas de
interesse econOmico, tais como alginatos, d&gares e carragenanas (VIDOTTI;

ROLLEMBERG, 2004; OLIVEIRA, 2003).
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As macroalgas do grupo Rhodophyta sdo as mais exploradas no Brasil. Destas, as
algas vermelhas dos géneros Gracilaria e Hypnea sdo as mais utilizadas, particularmente na
costa nordestina, no trecho que se estende do Estado do Ceara até¢ a Paraiba. Estas algas sdo
exploradas e exportadas, ficando apenas uma pequena parcela da producao no pais para o
processamento e produgdo de agar — agar pela industria brasileira (OLIVEIRA et al.,2002).
Esta atividade ¢ responsavel pela coleta de milhares de toneladas de algas por ano
(OLIVEIRA, 1999).

Na costa nordestina, destacam-se a bioprospec¢do das algas Gracilaria cornea, G.
caudata e Gracilaria sp. A utilizagdo dessas espécies ¢ principalmente voltada para
exportacio e produgdo de Agar no pais. Ja as algas do género Hypnea, especialmente a
espécie Hypnea musciformis, ¢ utilizada para a producao de kapa-carragenana, um ficocoloide
de grande valor econdmico (OLIVEIRA, 1999).

Recentemente a espécie de alga vermelha Kappaphycus alvarezii foi introduzida
experimentalmente no Brasil, com o objetivo de desenvolver estudos para a implantacdo de
cultivos comerciais no litoral do sudeste brasileiro. Esse fato se deve a grande eficiéncia desta
alga na producao de kappa-carragenana, hidrocoldide utilizado como agente espessante e
estabilizante em alimentos, farmacos e cosméticos (REIS; BASTOS; GOES, 2007). Esta
espécie de macroalga vermelha, também conhecida como Eucheuma cottonii, foi uma das
principais impulsionadoras da producado e utilizagdo do polissacarideo carragenana durante a
década de 1960. Esta alga ¢ ainda uma das espécies mais exploradas em todo o mundo e a
principal produtora de kappa-carragenana (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE
VELDE et al., 2002; CAMPO et al., 2009).

Existem também registros da exploracdo esporadica de duas outras algas vermelhas:
Porphyra spp., utilizada como alimento e popularmente conhecida como Nori e
Pterocladiella capilacea, utilizada para produgdo de agar-dgar. Mas, em ambos os géneros a

produgdo e utilizagdo ¢ localizada e artesanal (OLIVEIRA, 1999).

1.4  Polissacarideos de algas marinhas

A complexidade estrutural das macroalgas ¢ fun¢do das condi¢cdes ambientais em que
vivem, onde estdo sujeitas as flutuacdes de umidade, temperatura, salinidade e intensidade

luminosa (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).
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As algas marinhas possuem parede celular resistente, capaz de suportar a tensdo
mecanica decorrente do movimento das 4guas ocednicas e a a¢do abrasiva das particulas de
areia em suspensao. O principal constituinte da fragdo fibrilar da parede celular das algas
marinhas ¢ a celulose (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998), um polissacarideo linear
com fun¢do estrutural formado por repeticdes do monossacarideo D-glucose, unidos por
ligagdes B (1—4) (NELSON; COX, 2008).

Além da fracdo fibrilar, a parede celular das algas marinhas apresenta um
componente amorfo e menos rigido que a celulose, o qual confere a flexibilidade e o aspecto
mucilaginoso caracteristicos das algas marinhas (KLOAREG; QUATRANO, 1988). O
componente amorfo encontrado na parede celular de algas marinhas varia em fungdo das
divisdes de algas. As algas vermelhas (divisdio Rodophyta) possuem polissacarideos
constituidos principalmente por repeticdes do monossacarideo galactose, frequentemente
chamados de galactanas sulfatadas devido a presenca de ésteres de sulfato em sua estrutura,
que sdo o principal componente estrutural da parede celular desses organismos (CRAIGIE,
1990). As algas pardas (divisdo Phaeophyta) produzem dois tipos de polissacarideos como
componente mucilaginoso amorfo, os alginatos e as fucanas, enquanto as algas verdes
(divisdo Clorophyta) apresentam polissacarideos mais complexos, formados por pelo menos
cinco residuos de monossacarideos diferentes: D-galactose, acido D-glucurénico, D-xilose, L-
ramnose ¢ L-arabinose (PAINTER, 1983).

Os polissacarideos presentes na matriz amorfa da parede celular das macroalgas
marinhas s3o alguns dos principais hidrocoldides usados industrialmente. O termo
hidrocoloide refere-se a uma variedade de polissacarideos e proteinas que sdo amplamente
utilizados em vérios setores industriais. Esses compostos podem ser utilizados como
espessante e gelificante de solucdes aquosas, estabilizante de espumas e emulsdes, inibidores
da formagdo de cristais de acgtcar e de gelo, liberacdo controlada de aromas, dentre outras
possibilidades (WILLIAMS; PHILLIPS, 2000; ARMISEN; GALACTAS, 1987).

Os hidrocoldides podem ser obtidos a partir de vegetais, algas marinhas, animais e
bactérias. Gomas exsudadas, celulose, amido e pectina sao hidrocoloides obtidos de vegetais.
Os polimeros gelatina, caseinato e quitosana sao de origem animal (WILLIAMS; PHILLIPS,
2000). Quando o hidrocoélide ¢ obtido a partir de algas marinhas, esse composto recebe a
denominacao ficocoldide. Os principais ficocoldides produzidos em escala industrial sdo os

agares, alginatos e carragenanas (ARMISEN; GALATAS, 2000).
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1.4.1 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas vermelhas

Os termos agar e carragenana sao usados de maneira geral para referir-se a uma
familia de polissacarideos relacionados, que apresentam importantes variagcdes intra e
intermoleculares as quais afetam suas propriedades gelificantes (ROCHAS; LAHAYE;
YAPHE, 1986; CRAIGIE, 1990; USOV, 1998; LAHAYE, 2001). Esses polimeros possuem
elevado valor comercial devido as suas habilidades de formar fortes géis termorreversiveis a
baixas concentragdes em solugdes aquosas. A constru¢do e o comportamento dessas redes
tridimensionais sdo baseados na auto-associagdo da estrutura primdria regular desses
polissacarideos. Tal caracteristica promove a formacao de grandes agregados que somente se
dissociam em temperaturas elevadas e formam coldides em temperaturas mais baixas
(LAHAYE, 2001).

Essas galactanas compartilham uma estrutura bdsica comum, constituida por
repeticoes do dissacarideo formado por unidades alternadas do residuo de -galactopiranose
unido por ligacao a (1—3) e a-galactopiranose unido por ligacdo B (1—4), que podem ser
esquematicamente chamadas de unidades A e unidade B, respectivamente. A principal
diferenca estrutural entre esses polissacarideos reside no fato de a unidade B do dissacarideo
basico, ou seja, a a-galactopiranose pertencer a série estereoisomérica L nos agares e D nas
carragenanas, enquanto os residuos de P-galactose sempre pertencem a série D, como
mostrado na Figura 1 (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; USOV, 1998; LAHAYE, 2001).

Dependendo da espécie de alga marinha analisada, as unidades de a-galactopiranose
podem se apresentar na forma ciclizada denominada 3,6-anidro-a-galacotpiranose ou como
galactose-6-sulfato (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986). Esses polimeros podem ainda
apresentar substitui¢des de seus grupos hidroxila por grupamentos metil, piruvato, ésteres de
sulfato ou as vezes, por monossacarideos adicionais (USOV, 1998; LAHAYE, 2001).

A estrutura dessas moléculas anidnicas varia entre as espécies, apesar de as principais
caracteristicas estruturais serem conservadas entre os grupos de algas. Além do tipo de
enantidmero encontrado no polimero, o padrdo de sulfatagdo ¢ outro importante fator
diferenciador dessas moléculas. A distribui¢do de grupos sulfato ao longo do esqueleto de
galactose ¢ bastante heterogénea e o conteudo de sulfato entre as espécies produtoras de
galactanas é notavelmente variavel (POMIN; MOURAO, 2008; POMIN, 2009; POMIN,
2010).
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A ocorréncia de galactanas sulfatadas ¢ consideravelmente restrita na natureza. Elas
sdo comumente isoladas da parede celular de algas marinhas verdes (Clorophyta) e vermelhas
(Rhodophyta). Ocasionalmente, esses polimeros podem ser extraidos do revestimento

gelatinoso dos ovos de ouricos do mar (Echinodermata) e da tinica externa de ascidias

(Urochordata, Ascidiaceae) (POMIN, 2010).
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Figura 1 — Representacdo em cadeia da estrutura bésica das galactanas de algas marinhas. A
unidade A ¢ sempre formada por (—3) B-D-galactopiranose, enquanto a unidade B pode

consistir de a-D-galactopiranose para carragenanas ou a-L-galactopiranose para agares.

Em adigdo, existe uma unica descri¢do de galactanas sulfatadas isoladas de uma
graminea marinha (Angiospermae, Spermatophyta). Contudo, as galactanas sulfatadas sdo
exclusivamente sintetizadas por organismos marinhos (POMIM; MOURAO, 2008; POMIM,
2010). Em todos os casos descritos, as galactanas sulfatadas ocorrem em elevadas
concentragdes na matriz extracelular, de modo semelhante aos glicosaminoglicanos
encontrados na matriz extracelular de tecidos conectivos de mamiferos, especialmente

cartilagens (POMIN, 2010).
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Modificagdes na estrutura basica das galactanas sulfatadas podem alterar suas
propriedades fisioquimicas e, consequentemente, suas aplicacdes industriais e atividades
biologicas. Por exemplo, niveis elevados de unidades de 3,6-anidro-a-galacotpiranose e baixo
conteudo de sulfato sdo importantes requerimentos estruturais para formar géis fortes em
solugdes aquosas (USOV, 1998; POMIN; MOURAO, 2008; POMIN, 2010). O grau de
sulfatacdo dos 4gares ¢ sempre menor que o apresentado pelas carragenanas, fazendo com que
produzam géis mais fortes que aqueles produzidos pelas carragenanas (ARMISEN;
GALACTAS, 1987; USOV, 1998). Os grupamentos hidroxila das carragenanas sao também
substituidos por piruvato ou grupamentos metilicos, entretanto tais substituicdes sdo mais
frequentes em agares (LAHAYE, 2001).

Devido as varias possibilidades de combinagdes de posicionamento dos grupos
substituintes, tanto os dgares quanto as carragenanas podem apresentar ampla variedade de
estruturas diferenciadas (VAN DE VELDE et al., 2002; LAHAYE, 2001; USOV, 1998). Com
o objetivo de facilitar a descricdo das diferentes estruturas de galactanas sulfatadas, Knutsen
et al. (1994) propuseram o uso de notacdes abreviadas para referir-se as estruturas repetitivas
observadas em carragenanas e agares. Nesta notacdo, as letras D e L referem-se a unidade 4-
O-ligada (unidade B) de a-D-galactose e a-L-galactose, respectivamente, enquanto DA e LA
correspondem aos seus respectivos derivados anidrogalactose. A letra G representa a unidade
3-O-ligada B-D-galactose (unidade A) e os grupos substituintes sdo representados pelas letras
M para éter metilco, P indicando piruvato e S correspondendo a éster de sulfato, com a
posi¢ao no agucar dado pelo numero do carbono (TABELA 1).

Essa representacdo ¢ baseada na universalmente aceita nomenclatura [TUPAC
(“International Union of Pure and Applied Chemistry nomenclature”) e permite a descri¢ao
sistematica de polimeros complexos. A maioria das publicacdes recentes que descrevem
estruturas complexas adota essa nomenclatura baseada em letras, demonstrando a importancia
cientifica da mesma em trabalhos com agares e carragenanas (DE RUITER; RUDOLPH,
1997; VAN DE VELDE et al., 2002).
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Tabela 1 — Notacdes abreviadas dos residuos de agucares e grupos substituintes em agares e

carragenanas.

Letra codificada Nomenclatura segundo IUPAC

D (—4)-a-D-galatopiranose

DA (—4)-3,6-anidro-a-D-galatopiranose

G (—3)-B-D-galatopiranose

L (—4)-a-L-galatopiranose

LA (—4)-3,6-anidro-a-L-galatopiranose

M O-metil

P 4,6-0O-(1-carboxietilideno)

S Ester sulfato

D2S,6S (—4)-a-D-galatopiranose-2,6-dissulfato
DA2S (—4)-3,6-anidro-a-D-galatopiranose
L2M,6S (—4)-2-0O-metil-a-L-galactopiranose-6-sulfato
-G4S-DA-G- (—3)-B-D-galatopiranose-4-sulfato-(1—4)-

3,6-anidro-a-D-galatopiranose-(1—3)-p-D-

galatopiranose (1—)

Fonte: Adaptado de Knutsen et al. (1994).

1.4.2 Galactanas tipo agar

Agar pode ser definido como um hidrocoléide que apresenta forte poder gelificante,
obtido de varias familias de algas marinhas da divisdo Rhodophyta, principalmente as familias
Gelidiaceae e Gracilariaceac (ARMISEN, 1995; MARINHO-SORIANO, 2001). Esse
composto ¢ o ficocoldéide mais antigo conhecido e comegou a ser manufaturado e
comercializado entre os séculos XVII e XVIII no Japao (ARMISEN; GALACTAS, 1987).

Embora compartilhem certas caracteristicas, os dgares provenientes de diferentes algas
possuem propriedades fisico-quimicas distintas. As espécies agardfitas mais utilizadas
industrialmente pertencem aos géneros Gelidium, Gracilaria, Pterocladia e Gelidiella
(ARMISEN; GALACTAS, 1987). Apesar de as primeiras extragdes e utilizagdes de agar
terem sido realizadas a partir de algas do género Gelidium (ARMISEN, 1995) as espécies do

26



género Gracilaria sdo as principais fontes de agar encontradas na natureza (KUMAR;
FOTEDAR, 2009).

A estrutura quimica dos agares comegou a ser estudada por técnicas de fracionamento,
seguidas por hidrdlise quimica e enzimatica. Contudo, somente com o auxilio de técnicas
espectroscopicas de infra-vermelho e ressondncia magnética nuclear a estrutura desses
polimeros pode ser mais detalhadamente analisada (ARMISEN; GALACTAS, 1987).

O esqueleto estrutural do agar ¢ caracterizado por uma cadeia linear formada por
unidades repetitivas de (—3) p-D-galactopiranose e (—4) a—L-galactopiranose (ARMISEN;
GALACTAS, 1987; ARMISEN; GALATAS, 2000) conforme descrito na Figura 2. Uma
parte substancial ou mesmo todos os residuos de (—4) a-galactose podem existir na forma de
3,6-anidro-a-L-galactose (USOV, 1998). O polissacarideo formado por unidades repetitivas
de (—3) B-D-galactopiranose e (—4)-3,6-anidro-o—L-galactose ¢ historicamente denominado
agarobiose e ¢ considerado a estrutura basica dos agares (ARAKI, 1966, apud LAHAYE,
2001).

A identificacdo de modificagdes quimicas naturais na estrutura do agar por ésteres de
sulfato, éteres metilicos e acetais de piruvato (ARMISEN; GALATAS, 2000) e o grau de
substitui¢do, especialmente por ¢ésteres de sulfato, levaram a proposicdo de que os
polissacarideos tipo 4gar seriam formados por dois polimeros diferenciados, chamados de
agarose e agaropectina, conforme demonstrado na Figura 3 (ARAKI, 1966, apud LAHAYE,
2001).

Segundo essa terminologia, a agarose ¢ responsavel pelo poder gelificante conhecido
dos 4gares, enquanto a agaropectina possui pequena habilidade para formar coloides
(ARMISEN; GALACTAS, 1987).

A agarose ¢ definida como um polissacarideo neutro de cadeia longa, formado por
residuos de (—3) B-D-galactopiranose ligados a residuos de (—4) 3,6-anidro-a-L-galactose.
Esse composto pode ser obtido por técnicas de fracionamento do é4gar total, sendo a fragdo
ndo carregada resultante. Esses polimeros podem ainda apresentar substituigdes de seus
residuos de monossacarideos por 6-O-metil-D-galactose, L- galactose e 2-O-metil-L-
galactose, conforme Figura 3 (ARMISEN; GALACTAS, 1987; ARMISEN; GALATAS,
2000).
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Figura 2 — Estrutura basica repetitiva de galactanas tipo agarana. O polissacarideo ¢ formado
por repeticdes dos residuos de monossacarideos (1—3)-B-D-galactose (unidade A) e (1—4)-

a-L-galactose (unidade B).

Ainda de acordo com Armisen e Galactas (1987), a fracdo carregada do agar total,
chamada agaropectina, ¢ formada por repeti¢des dos residuos (—3) B-D-galactopiranose e
(—4) a-L-galactopiranose com elevada quantidade de substituintes carregados. A andlise da
composi¢do monossacaridica apos hidrolise da agaropectina obtida de espécies agarodfitas
revelou a presenca de residuos de L-galactose, 3,6-anidro-L-galactose, D-galactose-2,6-
dissulfato, D-galactose, dacido glucurdnico, 4,6-O-(1-carboxietilideno)-D-galactose, L-
galactose-6-sulfato e D-galactose-4-sulfato, sendo os dois ultimos as principais unidades
sulfatadas e o residuo 3,6-anidro-L-galactose presente em quantidade moderada (FIGURA 3).

O residuo (—4)-a-L-galactose-6-sulfato ¢ considerado um precursor biogenético dos
residuos de (—4)-3,6-anidro-a-L-galactose. Essa conversao ¢ catalisada nos tecidos algais por
uma enzima especifica (sulfato eliminasse) e pode ser quimicamente realizada por tratamento
alcalino dos polissacarideos (USOV, 1998). O agar natural produzido por espécies do género
Gracilaria nao apresenta elevado poder gelificante. Contudo, a capacidade gelificante e,
consequentemente, a qualidade do agar pode ser melhorada por essa transformagdo

(ARMISEN, 1995).
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Figura 3 — Estrutura quimica basica da agarose, também chamada de agarobiose (1) e da
agaropectina, também conhecida como agarana (2). O primeiro polimero ¢ formado por
repeticoes de unidades de (1—3)-B-D-galactose (unidade A) e (1—4)- 3,6-anidro-o-L-
galactose (unidade B) enquanto o segundo apresenta (1—3)-B-D-galactose como unidade A e
(1—4)-a-L-galactose formando a unidade B com substituicdes por grupamentos metil ou

sulfato nos atomos indicados.

Essa classificagdo foi posteriormente considerada uma visdo simplista devido a
descoberta de galactanas que apresentam continuidade de regides neutras e altamente
carregadas observadas na mesma molécula (DUCKWORTH; YAPHE, 1971) e entre
moléculas pouco e muito metiladas (LAHAYE, 1986).

Craigie (1990) propos a substituicdo do termo genérico “agar” por “agarocoloides” e
que as denominagdes agar ¢ agardide fossem utilizadas para referir-se as familias de agares
gelificantes e ndo gelificantes, respectivamente. Posteriormente, Knutsen et al. (1994)

propuseram o nome agarana para designar polissacarideos construidos por unidades
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alternantes de (—3)-p-D-galactose e (—4)-0-L-galactose e o termo agarose para polimeros
que apresentam (—4)-3,6-anidro-D-galactose como segundo residuo do dissacarideo basico
(FIGURA 3).

Os polissacarideos de ocorréncia natural podem ser formados por moléculas regulares
construidas de unidades dissacaridicas idénticas repetitivas, como no caso da agarose, porém
essas moléculas sdo mais frequentemente hibridos contendo varias unidades repetitivas
substituidas (USOV, 1998). Esta caracteristica explica a variagdo de nomenclaturas propostas
para esses polimeros e reflete a grande diversidade estrutural que essas moléculas podem
apresentar, assim como a dificuldade em criar uma terminologia que relacione perfeitamente
as caracteristicas estruturais e as propriedades gelificantes desses compostos (LAHAYE,

2001).

1.4.3 Galactanas tipo carragenana

As carragenanas representam um dos principais hidrocoldides utilizados na industria
alimenticia. Carragenana ¢ um nome genérico que compreende uma familia de
polissacarideos obtidos de macroalgas vermelhas como Gigartina, Chondrus crispus, Hypnea,
Eucheuma e Kappaphycus (CAMPO et al, 2009), sendo os géneros FEucheuma e
Kappaphycus os mais explorados para fins industriais (ARMISEN; GALATAS, 1987).

A primeira carragenana descoberta foi extraida de Chondrus crispus em 1862 e foi
chamada de carragenina. Esse nome foi posteriormente substituido por carragenana para
adotar o sufixo “an” caracteristico de carboidratos (PEREIRA et al., 2009). Esses polimeros
sao utilizados na industria alimenticia como espessante, gelificante e estabilizante em
sobremesas congeladas, achocolatados e sorvetes, assim como na producdo géneros nao
alimenticios como cosméticos, formulagdes farmacéuticas, tintas e téxteis (VAN DE VELDE;
PEREIRA; ROLLEMA, 2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004, VAN DE VELDE et al.,
2002).

As carragenanas sdo uma familia de galactanas sulfatadas hidrossoluveis de cadeia
linear, podendo apresentar diferentes padrdes de substituigdes por ésteres de sulfato, dentre
outras. As letras utilizadas para representar a estrutura desses polimeros correspondem a

denominacao simplificada desenvolvida por Knutsen et al. (1994) (TABELA 1). Sao
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principalmente constituidas de unidades alternantes de (—3)-p-D-galactopiranose (unidade G)
e (—4)-a-D-galactopiranose (unidade D) ou (—4)-3,6-anidro-a-D-galactopiranose (unidade
DA), formando a unidade dissacaridica repetitiva das carragenanas (FIGURA 4) (CAMPO et
al., 2009; VAN DE VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004; VAN DE VELDE et al, 2002;
LAHAYE, 2001; USOV, 1998; DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Como as carragenanas
naturais sdo uma familia de polissacarideos com diferentes padrdes de substitui¢des, o termo
unidade dissacaridica repetitiva refere-se a estrutura idealizada desses polimeros (VAN DE
VELDE et al, 2002; USOV, 1998).

Os polissacarideos sulfatados sdo classificados de acordo com a posi¢do e nimero de
grupamentos sulfato e presenga de ligacdes 3,6-anidro no residuo de galactose 4-O-ligado
(CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE et al., 2002). Os grupos sulfato sdo covalentemente
ligados via ligacdes éster dos atomos de carbono C-2, C-4 ¢ C-6 dos residuos de galactose
(DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Além de galactose e sulfato, outros residuos de carboidrato
podem estar presentes em carragenanas como Xxilose, glucose e acidos urdnicos, assim como
os grupos substituintes metil éter e piruvato (VAN DE VELDE et al., 2002; LAHAYE, 2001).

De modo semelhante & nomenclatura proposta para os polissacarideos tipo agar,
Knutsen et al. (1994) sugeriram restringir o nome “carragenana” a polissacarideos formados
por residuos alternados de (—4)-a-D-galactopiranose e (—3)-p-D-galactopiranose, enquanto
o termo “carragenose”, seria utilizado quando o residuo 4-O-ligado for 3,6-anidro-a-D-
galacotse (FIGURA 4) (LAHAYE, 2001; USOV, 1998; VAN DE VELDE et al, 2002).

Os tipos mais comuns de carragenanas sao tradicionalmente identificados por prefixos
gregos. As trés carragenanas mais importantes comercialmente sdo chamadas de iota (1-),
kappa (x-) e lambda (A-) carragenanas (FIGURA 5) e os seus nomes correspondentes
baseados na nomenclatura IUPAC sao carragenose 2,4’-dissulfato (G4S-DA2S), carragenose
4’-sulfato (G4S-DA) e carragenana 2,6,2’-trissulfato (G2S-D2S,6S) (PEREIRA et al., 2009;
VAN DE VELDE et al., 2002; DE RUITER; RUDOLPH, 1997).

Além das trés estruturas citadas, outras 12 estruturas dissacaridicas repetitivas de
carragenanas foram encontradas em galactanas de algas e nomeadas por letras gregas
(LAHAYE, 2001), tais como xi (G2S-D2S), theta (G2S-DAZ2S), beta (G-DA), mu (G4S-D6S)
e nu (G4S-D2S,6S) (PEREIRA et al., 2009). As duas ultimas (mu e nu) sdo os precursores
bioldgicos das carragenanas tipo kappa e iota, respectivamente, formados pela acdo de uma
enzima sulfoidrolase ou pela exposicao a condic¢des alcalinas (VAN DE VELDE et al., 2002),
através da formagao de ligagao 3,6-anidrogalactose (FIGURA 5) (PEREIRA et al., 2009).
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Figura 4. Estrutura quimica basica de carragenanas (1) e carragenoses (2). O primeiro
polimero ¢ formado por repeti¢des de unidades de (1—3)-p-D-galactopiranose (representado
pela letra G) e (1—4)-a-D-galactopiranose (representado pela letra D) enquanto o segundo
polissacarideo apresenta o mesmo residuo representado pela letra “G” ligado a (1—4)- 3,6-

anidro-a-D-galactose (representado pelas letras DA) como segundo residuo.

Os diferentes tipos de carragenanas sao obtidos de espécies distintas do grupo
Rodophyta. Kappa-carragenana ¢ predominantemente obtida a partir da alga Kappaphycus
alvarezii enquanto Eucheuma denticulatum ¢é a principal espécie produtora de iota-
carragenana (CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE et al, 2002; DE RUITER; RUDOLPH,
1997). Contudo, as carragenanas naturais geralmente produzem estruturas complexas
hibridas, formadas por misturas de diferentes tipos de carragenanas, dependendo do ciclo de
vida, estagio de desenvolvimento e condi¢cdes ambientais (DE RUITER; RUDOLPH, 1997;
VAN DE VELDE et al, 2002). As espécies dos géneros Gigartina € Chondrus apresentam

ciclo de vida com alternancia de geracdes gametofitica hapldide e esporofitica diploide, onde
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a fase esporofitica produz lambda-carragenana enquanto a fase gametofitica produz uma

carragenana hibrida do tipo kappa / iota (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).
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Figura 5. Representacdo esquematica de diferentes estruturas da unidade dimérica repetitiva
das carragenanas comerciais e estruturas relacionadas. Adaptado de Campo et al. (2009) e

Van De Velde et al. (2002).
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1.5  Consideracoes gerais sobre o cancer

1.5.1 Incidéncia de cancer no Brasil e no mundo

Segundo recente relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), a incidéncia global de casos de cancer dobrou nos
ultimos 30 anos do século XXI e ¢ estimado que esse numero dobre novamente entre os anos
2000 e 2020 e quase triplique até 2030. Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam cerca de
12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de dbitos. Até pouco tempo, o cancer era
considerado uma doeng¢a do mundo ocidental industrializado. Atualmente a situagdo tem
mudado dramaticamente, com a maioria dos casos de cancer descobertos em paises pobres ou
em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

Ainda de acordo com a IARC/OMS, estimou que em 2008 ocorreriam 12,4 milhdes de
casos novos ¢ 7,6 milhdes de dbitos por cancer no mundo. Destes, os mais incidentes seriam o
cancer de pulmao (1,52 milhdes de casos novos), mama (1,29 milhdes) e colon e reto (1,15
milhdes). Devido a0 mau prognoéstico, o cancer de pulmao foi estimado como a principal
causa de morte (1,31 milhdes 6bitos), seguido pelo cancer de estomago (780 mil 6bitos) e
pelo cancer de figado (699 mil 6bitos). Para América do Sul, Central e Caribe, estimou-se em
2008 cerca de um milhdo de casos novos de cancer e 589 mil obitos. Em homens, o mais
comum seria o cancer de prostata, seguido por pulmio, estobmago e colon e reto. Nas
mulheres, o mais frequente seria o cancer de mama, seguido do colo do utero, célon e reto,
estomago e pulmdao (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 serdo validas também para o ano de 2011,
e apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, sendo 236.240 casos novos
para o sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino (TABELA 1). Estima-se que o cancer
de pele do tipo ndo melanoma (114 mil casos novos) serda o mais incidente na populagao
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), colon e reto
(28 mil), pulmio (28 mil), estdbmago (21 mil) e colo do ttero (18 mil) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

A importancia do cancer na area de saude publica vem aumentando a medida que

ocorre o0 controle progressivo de outras doencas. Atualmente, mesmo apods importantes
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avancos no entendimento das neoplasias, o cancer representa a segunda principal causa de
mortalidade por doenga no mundo, sendo diagnosticados mais de 10 milhdes de novos casos a

cada ano (SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005).

Tabela 2 — Estimativas para o ano 2010 de niimero de casos novos por cancer no Brasil em

homens e mulheres, segundo localizagdo primaria.

Localizacido Primaria Estimativa de novos casos
Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 52.350 - 52.350
Mama feminina - 49.240 49.240
Traquéia, bronquio e pulmao 17.800 9.830 27.630
Colon e reto 13.310 14.800 28.110
Estomago 13.820 7.680 21.500
Colo de tutero - 18.430 18.430
Cavidade oral 10.330 3.790 14.120
Esofago 7.890 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele melanoma 2.960 2.970 5.930
Outras localizag¢des 59.130 192.590 375.420
Subtotal 182.830 192.590 375.420
Pele ndo melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as neoplasias 236.240 253.030 489.270

Fonte: Instituto Nacional de Cancer - INCA/MS (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

1.5.2 Caracteristicas intrinsecas do cancer

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado e espalhamento
anormal de células. Se o espalhamento ndo for controlado, pode resultar em morte. Essa
patologia pode ser causada por fatores externos (tabaco, agentes quimicos, radiagdo e

organismos infecciosos) e fatores internos (mutacdes hereditarias, desbalanco hormonal,
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defeitos no sistema imune e mutagdes decorrentes do metabolismo). Esses fatores podem agir
juntos ou em sequéncia para iniciar a carcinogénese € o tratamento envolve desde
procedimentos cirtrgicos até quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2008).

Todos os tipos de cancer envolvem mudancas dindmicas no genoma celular que
resultam em oncogenes capazes de gerar ganho de fungdes celulares e bloqueio de genes
supressores de tumores, causando alteragdes no ciclo celular (BISHOP; WEINBERG, 1996;
HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Cerca de
5% de todos os canceres sdo fortemente hereditarios, onde alteragcdes genéticas hereditarias
conferem elevado risco de desenvolver um ou mais tipos especificos de cancer. Contudo, a
maioria dos canceres resulta de mutagdes genéticas que ocorrem durante a vida do individuo
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Evidéncias indicam que a tumorigénese em seres humanos ¢ um processo que ocorre
em varias etapas, em fun¢do de alteragdes genéticas que levam a transformagdo de células
normais em derivados altamente malignos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL;
TESNIERE; KROEMER, 2006).

Modelos transgénicos de tumorigénese em ratos demonstraram que a transformacao de
células normais em variantes malignas envolve multiplas etapas limitantes (BERGERS;
HANAHAN; COUSSENS, 1999). Informagdes obtidas da observagao de canceres humanos ¢
modelos animais sugerem que o desenvolvimento de tumores ocorre mediante uma sucessao
de mudangas genéticas, cada uma conferindo um tipo de vantagem para o crescimento celular,
levando a progressiva conversdo de células normais em células cancerosas (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; NOWELL, 1976).

Segundo Hanahan e Weinberg (2000) existem mais de 100 tipos diferentes de cancer,
além de subtipos desses tumores dependendo do 6rgao acometido. Ainda de acordo com esses
autores, as c¢lulas cancerosas possuem defeitos nos circuitos regulatdrios que governam a
proliferacdo celular normal e a homeostase. Tais defeitos sdo causados por pelo menos sete
alteragdes essenciais na fisiologia celular: auto-suficiéncia em fatores de crescimento;
insensibilidade a fatores antiproliferativos; evasao da morte celular programada (apoptose);
potencial replicativo ilimitado; neo-vascularizagdo (angiogénese); invasdao tecidual e
metastase.

Posteriormente, outras duas caracteristicas intrinsecas ao desenvolvimento de tumores

foram sugeridas: a habilidade de células malignas em evadirem-se da supressao de tumores
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promovida pelo sistema imune (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004) e a inflamacao
(MANTOVANI, 2009; COLOTTA et al., 2009), em virtude de varias doencas inflamatorias
aumentarem o risco de cancer e um componente inflamatdrio ser observado no microambiente
da maioria dos tecidos neoplésicos, inclusive daqueles ndo epidemiologicamente relacionados
com inflamagdo (COLOTTA et al., 2009). As principais caracteristicas de cada alteragcdo

fisiologica sdo descritas a seguir (FIGURA 6).

Auto-suficiéncia
em fatores de
crescimento

Evaséo da
apoptose

Subversao a
imunovigilancia

Microambiente
Inflamatorio

Invasao tecidual
e metastase

Angiogénese Potencial
Sustentada replicativo
ilimitado

Figura 6 — Capacidades adquiridas por células neoplésicas, necessarias ao desenvolvimento
de tumores malignos. Adaptado de Hanahan e Weinberg (2000); Dunn, Old e Schreiber
(2004); Mantovani (2009); Colotta et al. (2009).

Auto-suficiéncia em fatores de crescimento. Células normais necessitam de sinais
mitogénicos de crescimento para entrar no estado proliferativo. Na auséncia de tais fatores

nenhuma célula normal ¢é capaz de sair do estado quiescente. Esse comportamento contrasta
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fortemente com o exibido por células tumorais, as quais invariavelmente demonstram
dependéncia bastante reduzida de estimuladores de crescimento exdgenos (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Embora a maioria dos fatores mitogénicos de crescimento (do inglés
Growth factor, GF) sejam produzidos por um tipo celular para estimular a proliferagao de
outra célula, processo conhecido como sinaliza¢do heterotipica, muitas células cancerosas
adquirem a habilidade de sintetizar fatores de crescimento os quais a propria célula produtora
responde, criando uma auto-sinalizagdo por “feed back” positivo, denominado estimulagao
autocrina (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000).
A estimulagdo autocrina pode também subverter a resposta do sistema imune
simultaneamente. As moléculas sinalizadoras, como as interleucinas IL-4 e IL-10, podem
polarizar a resposta dos linfocitos T, convertendo-os para células Ty2 ao invés de Tyl,
portanto inativando a imunidade contra tumores, frequentemente desencadeada por células
Tyl (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Insensibilidade a fatores antiproliferativos. Em tecidos normais, multiplos sinais
antiproliferativos atuam para manter as células quiescentes e a homeostase tecidual. Esses
sinais sao recebidos por receptores transmembranares de superficie acoplados a uma cascata
de sinalizacao intracelular. Para haver desenvolvimento tumoral as células cancerosas devem
evadir-se desses fatores antiproliferativos, geralmente pela desarticulacdo do circuito de
sinalizacdo interna, impedindo a producdo desses sinais (ZITVOGEL; TESNIERE;
KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Evasdo da apoptose. A morte celular programada (apoptose) ¢ uma das principais
barreiras contra o desenvolvimento de tumores malignos. A adesdo ou ndo a morte celular
programada ¢ estreitamente regulada. Sensores intracelulares monitoram o bem estar celular e
ativam a via de morte em resposta a deteccao de anormalidades, incluindo lesdo no DNA,
expressao de oncogenes, diminui¢do de nutrientes, insufuciéncia de fatores de sobrevivéncia e
hipoxia (EVAN; LITTLEWOOD, 1998; WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; HANAHAN;
WEINBERG, 2000; KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). A resisténcia a apoptose pode ser
atingida por células tumorais através de varias estratégias. Contudo, a mais comum ¢ uma
mutacdo no gene supressor de tumor p53, que impede a producao da proteina p53, resultando
na remoc¢ao de um componente chave na inducdo da apoptose (EVAN; LITTLEWOOD,
1998).

Potencial replicativo ilimitado. O potencial replicativo ilimitado das células tumorais

requer a manutengdo das extremidades dos cromossomos, conhecidos como telémeros. O
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progressivo encurtamento dos teldmeros apos sucessivos ciclos de replicagdo resulta na
desprotecao da extremidade cromossomal ocasionando desordem e fusdo das extremidades de
cromossomos distintos. As células tumorais desenvolvem a capacidade de replicagdo ilimitada
devido a expressao em altos niveis da enzima telomerase, que adiciona repeticoes de um
hexanucleotideo na extremidade telomérica do DNA, impedindo o encurtamento do mesmo
(SHAY; WRIGHT, 2000; RHYU, 1995; HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL;
TESNIERE; KROEMER, 2006; KELLAND, 2007).

Neo-vasculariza¢do (angiogénese). O suprimento de oxigénio e nutrientes fornecido
pelo sistema vascular ¢ fundamentai para a sobrevivéncia celular. Por isso, praticamente todas
as células corporais residem entre 100 e 200 um de um vaso sanguineo, distdncia limite para
difusdo do oxigénio. Para organismos multicelulares crescerem além desse tamanho ¢
necessario recrutar novos vasos sanguineos por vasculogénese e angiogénese. Esse processo €
regulado pelo balango entre moléculas pro e antiangiogénicas e ¢ desencadeado por células
cancerosas (CARMELIET; JAIN, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2000). A ativa¢ao da
angiogénese pode ser desencadeada por varios fatores, incluindo estresse metabolico, como
reduc¢do da pressao de oxigénio e hipoglicemia, estresse mecanico, como a pressao gerada por
células proliferativas, resposta imune / inflamatdéria e mutagdes genéticas como ativacao de
oncogenes ou delecdo de genes supressores de tumores (CARMELIET; JAIN, 2000;
BOUCK; STELLMACH; HSU, 1996).

Invasdo tecidual e metdstase. O estabelecimento de células tumorais em locais
distantes do tumor primario, chamado de metéstase, ¢ a causa de 90% das mortes por cancer
(ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000). Para criar
uma colonia metastatica, uma célula ou grupo de células tumorais devem ser capazes de se
dissociar do tumor primario, invadir a matriz extracelular circundante, entrar no espago
vascular ou linfatico, escapar da imunovigilancia, extravasar da circulagdo sanguinea ou
linfatica, penetrar no tecido alvo e proliferar como uma colonia secundaria (STETLER-
STEVENSON; AZNAVOORIAN; LIOTTA, 1993; LIOTTA; STETLER-STEVENSON,
1991). Varias classes de proteinas sdo alteradas em células tumorais capazes de invadir
tecidos e causar metastases. Dentre estas, destacam-se as moléculas de adesdo célula-célula
(CAM), especialmente membros das familias de imunoglobulinas e caderinas que sdo
mediadoras de interagdes intercelulares, e integrinas, que ligam células a substratos na matriz
extracelular (APLIN et al., 1998). Também ocorre o aumento da expressao de proteases

extracelulares e a expressao reduzida de genes inibidores de proteases (WERB, 1997).

39



Microambiente inflamatorio tumoral. A inflamacdo envolve uma resposta bem
coordenada do sistema immune inato e adquirido apos infec¢ao ou injuria tecidual por fatores
exdgenos ou enddgenos. Qualquer disturbio na homeostase tecidual ativa as células da
imunidade inata, que sdo a primeira linha de defesa corporal (HUSSAIN; HARRIS, 2007). O
microambiente tumoral ¢ caracterizado pela infiltracdo de leucdcitos como macrofagos
(especialmente macrofagos associados a tumores chamados de TAM, do inglés “tumor-
associated macrophages”), neutrofilos, células dendriticas, eosinéfilos, mastdcitos e linfocitos,
presenca de polipeptideos mensageiros da inflamagao, representados pelas citocinas, como o
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-1, IL-6, interferons, quimiocinas como
CCL2 e CXCLS, mediadores citotdxicos incluindo espécies reativas de oxigénio (ERQO’s),
proteases serinicas e cisteinicas e metaloproteinases (COUSSENS; WERB, 2002; COLOTTA
et al., 2009).

Qualquer falha no preciso controle dos componentes imunes pode levar a inflamacao
cronica, gerando um microambiente patologico que pode favorecer a iniciagdo e progressao
do cancer. O microambiente inflamatorio sustentado provém de um constante suprimento de
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, aldeidos reativos, citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento capazes de perturbar a homeostase celular, levando a um quadro de
instabilidade genética e risco de desenvolvimento de células malignas (HUSSAIN; HARRIS,
2007; BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

Dados recentes sugerem que um mecanismo adicional envolvido na inflamagao
relaciona ao cancer (CRI, do inglés ‘“cancer-related inflammation™) ¢ a inducdo de
instabilidade genética por mediadores inflamatorios, levando ao acumulo de alteragdes
genéticas em células cancerosas (COLOTTA et al., 2009).

Todas ou a maioria das capacidades intrinsecas ao desenvolvimento de tumores devem
ser adquiridas direta ou indiretamente através de mudancas no genoma de células cancerosas.
Contudo, mutacdes em genes especificos ao desenvolvimento de cada uma das novas
habilidades das células tumorais parecem um processo pouco eficiente e dificil de acontecer
devido ao sofisticado mecanismo de monitoramento e reparo do DNA celular, capaz de
assegurar que qualquer mutacao seja um evento raro (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

A maioria das alteragdes genéticas que contribuem para a transformacao de células
normais em malignas acontece em genes reguladores de crescimento e em genes envolvidos
no controle do ciclo celular. Acredita-se que o mau funcionamento desses genes seja o

responsavel pela instabilidade genética observada em células malignas (HANAHAN;

40



WEINBERG, 2000; LENGAUER; KINZLER; VOGELSTEIN, 1998; RAPTIS; BAPAT,
2006).

A instabilidade genética pode se apresentar através de alteragdes no comprimento de
pequenas sequéncias de DNA, resultando em instabilidade microssatélite (MIN, do inglés
“microsatellite instability”’), uma consequéncia da inativa¢do de genes envolvidos em reparo
de danos no DNA. Pode também resultar de grandes mudangas cromossomais, como
translocagdes ou amplificacdes, que levam a instabilidade cromossomal (CIN, do inglés
chromosomal instability) ou alteragdes no comprimento dos telomeros e atividade da
telomerase. Em adi¢do, o silenciamento de genes através de hipermetilacdo de regides
promotoras ou aumento da expressdao génica através da hipometilacdo destas regides também
levam a instabilidade genética (RAPTIS; BAPAT, 2006; LENGAUER; KINZLER;
VOGELSTEIN, 1998).

Vérios genes supressores de tumores tém sido descobertos. O membro mais
proeminente desses genes ¢ a familia de proteinas supressoras de tumores p53 que, em
resposta a uma lesao no DNA, ¢ capaz de elicitar a suspensao do ciclo celular, para evitar a
replicacdo do DNA lesionado, permitir o seu reparo e restabelecer a integridade genémica, ou
desencadear a apoptose se a lesio no DNA for muito extensa (GASSER; RAULET, 2006;
EVAN; LITTLEWOOD, 1998).

1.5.3 O sistema imune

O sistema imune humano ¢ composto por dois compartimentos distintos, a imunidade
inata ou natural e a imunidade adquirida ou adaptativa (DE VISSER; EICHTEN;
COUSSENS, 2006; BALKWILL; MANTOVANI, 2001; COUSSENS; WERB, 2002).

As células da imunidade inata, tais como células dendriticas (DC, do inglés “dendritic
cells”) natural killer (NK), macrofagos, neutréfilos, basofilos, eosindfilos e mastocitos sdao a
primeira linha de defesa contra patégenos. DCs, macrofagos e mastocitos servem como
sentinelas que residem nos tecidos e continuamente monitoram o seu microambiente por
sinais de perigo. Quando a homeostase tissular ¢ perturbada, macroéfagos e mastocitos
imediatamente liberam mediadores soluveis, tais como citocinas, quimiocinas, proteases

remodeladoras da matriz extracelular, espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e espécies
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reativas de nitrogénio, além de ativar mediadores como a histamina, capaz de induzir
mobilizagdo e infiltracdo adicional de leucdcitos para o tecido afetado. Esse processo culmina
com o desenvolvimento de um quadro inflamatério que leva a eliminagdo dos patogenos e
reparo do tecido lesado (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN; HARRIS,
2007; COLOTTA et al., 2009).

Os macrofagos e mastécitos podem também ativar respostas vasculares e
fibroblasticas para promover a eliminacdo dos organismos invasores € iniciar o reparo
tecidual. As células dendriticas sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APC’s,
do inglés antigen-presenting cells). Essas células apanham antigenos exdgenos e migram para
os oOrgdos linfoides onde apresentam os antigenos para as cé¢lulas da imunidade adaptativa,
atuando como componentes — chave na interface entre imunidade inata e imunidade
adaptativa. As células NK também participam da comunicagdo entre as células da imunidade
inata e a adaptativa, por sua capacidade de interagir bidireccionalmente com DC’s. Certos
subgrupos das células NK eliminam DC’s imaturos enquanto outros promovem a maturagao
destas células (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN; HARRIS, 2007;
BALKWILL; MANTOVANI, 2001; MEDZHITOV, R.; JANEWAY, 1997).

A caracteristica unica que define a imunidade inata ¢ a habilidade em responder
rapidamente a uma injuria tecidual, sem ataque prévio, memoria ou especificidade antigénica.
Os microrganismos sdo reconhecidos através de um limitado nimero de receptores de
reconhecimento padrao de microrganismos (PRR, do inglés ‘germline-encoded Pattern-
Recognition Receptors’). Esses receptores reconhecem componentes microbianos conhecidos
como padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMP, do inglés Pathogen Associated
Molecular Patterns), tais como LPS ou DNA CpG bacteriano e ativam diretamente as células
imunes (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006, JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

A principal classe de PRR’s ¢ representada pela familia de receptores ‘Toll-like’
(TLR, do inglés ‘Toll-like receptors’). Os receptores ‘toll-like’ sdo expressos em varias
células imunes como macréfagos, células dendriticas, alguns linfocitos B e T e até mesmo em
células nao imunes como fibroblastos e células epiteliais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI,
2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

A ativacdo aguda da imunidade inata desencadeia a ativagdo do mais sofisticado
sistema imune adquirido. A inducdo eficiente da resposta imune adaptativa primaria requer
interacdes diretas com células apresentadoras de antigenos € um ambiente pro-inflamatorio

(DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).
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Ap6s reconhecimento de um PAMP por um TLR, as células apresentadoras de
antigenos endocitam e processam os antigenos, induzem a expressdo de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés ‘major histocompatibility
complex’) e migram do foco infeccioso para o linfonodo regional, onde ativam a resposta
imune adquirida. Esse processo ¢ conhecido como maturagao de APC’s. Os peptideos ligados
a0 MHC classe II sdo reconhecidos por linfécitos T CD4", enquanto o MHC classe I ¢é
reconhecido por linfocitos T CD8" citotoxicos. No linfonodo as APC’s MHC classe II
ativadas apresentam os antigenos derivados de patdogenos aos receptores dos linfocitos T
(TCR, do inglés ‘T cell receptors’) das células T CD4" naive e expressam moléculas co-
estimulatorias, tais como CD80 ¢ CD86. Esse reconhecimento ativa os linfocitos T CD4"
naive ¢ direcionam a diferenciacdo destes em linfocitos T helper 1 (Thl) ou T helper 2
(FEARON; LOCKSLEY, 1996; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002).

As células Thl, em resposta a estimulagdo por peptideos expostos pelo MHC classe 11
das células apresentadoras de antigenos, produzem interferén-y (IFN-y), linfotoxina e TNF-a,
capazes de ativar e potencializar a resposta dos macrofagos, promovendo a eliminacao de
infeccdes virais ou bacterianas, enquanto as células Th2 produzem as interleucinas 1L-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13 que coletivamente promovem o crescimento e ativagdo de mastocitos e
eosinofilos envolvidos na resposta contra infeccdes por helmintos e inibem a ativacdo de
macrofagos. Assim, a imunidade inata ¢ um componente chave da resposta inflamatéria e da
resposta imune contra patogenos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002; FEARON; LOCKSLEY, 1996).

As células da imunidade adaptativa, tais como linfocitos B, linfocitos T helper CD4" e
linfocitos T citotoxicos CDS8" (CTL’s, do inglés CDS" cytotoxic T lymphocytes) se
distinguem dos leucocitos da imunidade inata pela expressiao de receptores antigeno-
especificos diversos somaticamente gerados, que sdo formados a partir de rearranjos genéticos
randomicos e possibilitam um repertorio de respostas mais amplo e flexivel do que as células
da imunidade natural (FEARON; LOCKSLEY, 1996; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; DE
VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

Como os linfocitos B e T atuam contra um antigeno Unico especifico, a expansdo
clonal apods o reconhecimento do antigeno exdgeno ¢ necessario para obter linfocitos T ou B
antigeno-especificos em quantidade suficiente para combater uma infeccdo. Portanto, a

resposta adaptativa ¢ mais lenta que a inata. Contudo, durante a resposta primaria um grupo
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de linfocitos se diferencia em células de memoria de vida longa, que resultam em maiores
respostas apOs exposicao subsequente ao mesmo antigeno (DE VISSER; EICHTEN;
COUSSENS, 2006; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV,
2002).

Juntos, a ativagdo aguda dessas duas vias distintas de resposta imunoldgica removem
eficientemente patdgenos, células e matrizes extracelular lesadas. Apds eliminagdo destes
agentes, as c€lulas imunes entram em vias de normaliza¢ao de proliferagdo e morte celular
para permitir o restabelecimento das condi¢des normais do tecido injuriado e da homeostase

tecidual, com finaliza¢do da inflamacao (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

1.5.4 A resposta imune contra o cancer

O estabelecimento de células malignas envolve interagdes complexas entre o tumor
em desenvolvimento e o sistema imune do hospedeiro. Varias moléculas e células efetoras das
imunidades inata e adquirida participam do reconhecimento e destruicdo de células
cancerosas, um processo chamado de imunovigilancia. Porém, as células tumorais podem
escapar da imunovigilancia através do crescimento de variantes de células tumorais
fracamente imunogénicas (imunosele¢ao) e através da supressdo ativa da resposta imune
(imunosubversdo). De fato, para o desenvolvimento completo de uma neoplasia, a célula
cancerosa tem que superar barreiras intrinsecas e extrinsecas de defesa do hospedeiro
(FIGURA 7) (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; DUNN; OLD; SCHREIBER,
2004; ZITVOGEL et al., 2008).

Dunn; Old; Schreiber (2004) propuseram a substituicdo do termo imunovigilancia por
imunoedicdo, para enfatizar o duplo papel da imunidade em ndo apenas prevenir, mas também
modelar a doenca neoplésica. Esses autores sugeriram que o processo de imunoedi¢do ¢
composto por trés fases: Eliminagdo, equilibrio e escape.

A fase de eliminacdo representa o conceito original de imunovigilancia. O inicio da
resposta imune antitumoral ocorre quando as células do sistema imune inato sdo alertadas
quanto a presenca de um tumor. A remodelagem da matriz extracelular induzida pelo

crescimento tumoral pode produzir moléculas proé-inflamatérias que, junto com quimiocinas
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produzidas pelas células tumorais, recrutam cé¢lulas do sistema imune inato para o local de

perigo (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).

Lesao Eliminagao

pré,ma,ign e munovigilancia
Oncogénese Equilibrio
avancada — Imunoselecéo

Crescimento $
tumoral Pt Rl S / Imunosubversao

Fatores intrinsecos Fatores extrinsecos
(cé&lulas imunes)

FIGURA 7 — Relagdo entre os aspectos intrinsecos (autdbnomos) e extrinsecos (células
imunes) da progressdo tumoral. Essa figura ilustra as varias etapas do desenvolvimento de
tumores que resultam das inter-relacdes entre fatores intrinsecos (celulares) e extrinsecos

(efetores mediados pelo sistema imune). Adaptado de Zitvogel, Tesniere e Kroemer (2006).

Uma vez recrutados para o local de crescimento tumoral, células natural killers T
(NKT, células T caracterizadas pela producdo de TCR semi-invariaveis e pela co-expressao
de marcadores de células NK), células T yd (subgrupo de células T capaz de ligar-se a
antigenos intactos sem a participagdo do MHC e que apresenta TCR formado por um
heterodimero yd, em oposi¢do ao heterodimero aff das demais células T), células NK e/ou
macrofagos podem reconhecer moléculas tais como os ligantes do receptor de células da
imunidade inata NKG2D, que foi induzido nas células tumorais pela inflamagao incipiente ou
pelo préprio processo de transformacgdo celular. Em adigdo, células T yo e células NKT
podem reconhecer tumores em desenvolvimento via interacdo de receptores de células T
(TCR) com ligantes de NKG2D ou complexos CDI1-glicolipideos expressos em células

tumorais, respectivamente. Indiferentemente do mecanismo de reconhecimento, esses eventos
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levam a producdo de IFN-y, evento critico para a progressao da resposta antitumoral (DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Posteriormente, os efeitos do reconhecimento do tumor pelo sistema imune inato sao
amplificados. O IFN-y liberado no local do tumor induz a producao local de quimiocinas que
recrutam mais células da imunidade inata para o tumor. Produtos gerados durante o
remodelamento da matriz extracelular podem induzir os macrofagos tumor-infiltrantes a
produzir pequenas quantidades de IL-12, que estimula células NK tumor-infiltrantes a
produzir pequenas quantidades de IFN-y, que novamente ativam macréfagos no tumor a
produzir mais IL-12, levando ao aumento da producdo de IFN-y pelas células NK (DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004).

Em adicdo a essa retroalimentacdo positiva, a ligagdo de receptores ativadores de
células NK aos seus ligantes cognatos nas células tumorais estimulam ainda mais a produgao
de IFN-y por essas células (BANCROFT; SCHREIBER; UNANUE, 1991). A producdo de
IFN-y em niveis elevados ativa varios processos dependentes de IFN-y, incluindo efeitos
antiproliferativos, pro-apoptoticos e angiostaticos, que resultam na morte de acentuado
numero de células tumorais. Concordantemente, macrofagos ativados por IFN-y que
expressam produtos tumoricidas como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e células NK
podem matar tumores via TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose
tumoral, do inglés tumour-necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ou via
mecanismo dependente de perforina (componente de granulos citoliticos que altera a
permeabilidade da membrana plasmatica). Como resultado desse processo, uma fonte de
antigenos de células tumorais mortas ¢ liberada, direcionando o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa tumor-especifica (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al,
2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Contudo, devido a enorme plasticidade e capacidade de produzir grande quantidade de
citocinas, quimiocinas, metaloproteinases, espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
histamina e outros mediadores bioativos, as células da imunidade inata, quando cronicamente
ativadas, sao moduladores-chave da sobrevivéncia celular (proliferacao e morte celular) assim
como reguladores do metabolismo da matriz extracelular. Portanto, varios processos
fisiologicos necessarios ao desenvolvimento tumoral, tais como aumento de sobrevivéncia
celular, remodelagem tecidual, angiogénese e supressdo da imunidade adaptativa sao
regulados por leucdcitos infiltrados em ambientes neoplasicos (DE VISSER; EICHTEN;
COUSSENS, 20006).
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As células dendriticas imaturas (DCs) que foram recrutadas para o local do tumor
tornam-se ativas pela exposi¢do as citocinas pro-inflamatorias ou por interacdo com células
NK tumor-infiltrantes (GEROSA et al., 2002). As DCs maduras contendo o antigeno migram
para o linfonodo, onde induzem a ativagdo de células T CD4" Thl naive tumor-especificas.
As células Thl facilitam o desenvolvimento de linfocitos T citotoxicos CD8" induzidos via
apresentacdo cruzada de peptideos antigénicos tumorais em moléculas MHC classe I
presentes nas DCs (HUANG et al., 1994; ALBERT; SAUTER; BHARDWAIJ, 1998; DE
VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

Posteriormente, as células T CD4" e CDS" tumor-especificas migram para o local do
tumor, onde participam da eliminacdo de células tumorais antigeno-positivas. As células T
CD4" produzem IL-2 que, juntamente com a produgdo de IL-15 pelas células do hospedeiro,
auxiliam a manter o funcionamento e viabilidade das células T CD8" tumor-especificas, que
levardo a morte celular tumoral por mecanismos diretos e indiretos. A resposta imune
adaptativa proporciona ao hospedeiro a capacidade de eliminar completamente tumor em
desenvolvimento. Por isso ¢ notavel o desenvolvimento de cancer em populacdes mais velhas,
onde o sistema imune e consequentemente a imunovigilancia comeca a declinar (DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER,
2000).

Em muitos casos, o ataque promovido pelo sistema imune ¢ suficiente para conter,
mas ndo para extinguir completamente as células tumorais. A pressdo seletiva do sistema
imune sobre células tumorais mutantes e geneticamente instaveis pode levar ao surgimento de
variantes tumorais com diferentes mutagdes que proporcionam um aumento de resisténcia aos
ataques do sistema imune. O resultado desse processo ¢ uma nova populacdo de clones
tumorais com reduzida imunogenicidade, criada pela for¢ca esculpidora do sistema imune.
Essa fase de equilibrio dindmico pode ocorrer durante muitos anos. Contudo, variantes das
células tumorais selecionadas na fase de equilibrio podem crescer em um ambiente
imunologicamente intacto. Essa brecha da defesa imune do hospedeiro ocorre provavelmente
quando mudancas genéticas e epigenéticas nas células tumorais conferem resisténcia a
imunodeteccao e/ou imunoeliminagao, evitando o ataque de um ou ambos os mecanismos de
imunidade do hospedeiro (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al, 2001;
ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Células tumorais individuais devem desenvolver multiplas estratégias imunoevasivas

para iludir a poderosa resposta antitumoral integrada da imunidade inata e adquirida antes do

47



fenotipo imunogénico final ser estabelecido. Com esse objetivo, os tumores podem impedir o
desenvolvimento da resposta imune antitumoral pela liberagdo de citocinas
imunossupressivas, como TGF-§ e IL-10, ou via mecanismos envolvendo células T com
atividade imunossepressora, como as cé€lulas T reguladoras (Treg, células T reguladoras
CD4'CD25") (SAKAGUCHI et al., 2001; KHONG; RESTIFO, 2001).

Um subgrupo de células do sistema imune inato (por exemplo, células mieloides
supressoras GR* CD11b") podem se acumular em o6rgaos linféides e induzir a disfun¢io de
linfécitos T por contato célula-célula ou por produgdo de mediadores imunossupressivos.
Dessa foram, essas células inibem a resposta imune adaptativa. Em adi¢do, lesdes malignas
atraem células T regulatorias, conhecidas por seu efeito supressor de células T citotoxicas
efetoras contra tumores (ZOU, 2005; DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

Muitos tumores induzem a produgdo de citocinas relacionadas com o escape da
imunovigilancia. Células T recrutadas para o ambiente tumoral produzem IL-4 e IL5 e ndo
produzem IFNy. IL-4 e IL-5 s3o associadas com a resposta mediada por células T helper tipo
2, enquanto o interferon esta associado com a resposta Thl. As respostas Th2 polarizadas sao
geralmente ineficientes contra tumores e virus (BALKWILL; MANTOVANI, 2001;
MIZOGUCHI et al., 1992) . essa estratégia contribui auxilia o tumor a subverter o sistema
imune pelo estabelecimento de células imunes e citocinas que suprimem qualquer resposta
anticancer especifica (BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

A imunosubversao pode resultar de alteragdes que afetem o reconhecimento tumoral
por células efetoras do sistema imune, como perda de expressdo de antigenos, perda de
componentes do MHC, mudanca nos ligantes de NKG2D e desenvolvimento de
insensibilidade ao IFN-y, ou prover os tumores com mecanismos de escape da destrui¢ao pelo
sistema imune, como defeitos na via de sinalizagdo de receptores de morte ou expressao de
sinais antiapoptoticos, tais como aqueles induzidos constitutivamente por STAT3 (transdutor
de sinal e ativador de transcri¢ao 3, do inglés signal transducer and activator of transcription
3) (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; MARINCOLA et al., 2000; GROH et al., 2002).

Uma célula tumoral pode permanecer na fase de equilibrio durante décadas, podendo
restabelecer o crescimento tumoral em fung¢do da rede de mediadores presentes no
microambiente tumoral. Portanto, o sucesso permanente dos tratamentos contra o cancer pode
depender do uso de quimioterapicos imunogénicos, capazes de restabelecer a resposta imune

antitumoral (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).
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Tumores primarios sdo frequentemente tratados pela combinacdo de terapias, na
maioria dos casos incluindo cirurgia, radioterapia local e quimioterapia. Mesmo quando o
tumor foi aparentemente derrotado, micromestastases de células tumorais dormentes (células
tronco tumorais) frequentemente levam a reincidéncia do tumor e fracasso do tratamento. Para
vencer a luta contra o cancer ¢ necessario ndo apenas desenvolver estratégias eficientes para
matar as células tumorais pelo uso de agentes quimioterapéuticos, mas também tentar
estimular uma resposta imune do hospedeiro para manter as possiveis células tumorais
residuais sob controle (ZITVOGEL et al., 2008).

Muito procedimentos terapéuticos usados em oncologia atualmente podem dimuir a
resposta imune contra tumores. Muitas drogas quimioterdpicas possuem notavel efeito
colateral imunossupressivo tanto diretamente, pela morte ou inativagao das células efetoras
assassinas de tumores, quanto indiretamente, pela anergia ou paralisia do sistema imune
(ZITVOGEL et al., 2008).

O efeito imunossupressor de algumas drogas antitumorais ¢ tdo acentuado que alguns
quimioterapicos usados em oncologia sdo também utilizados como imunossupressores para o
tratamento de doengas autoimunes severas, como ¢ o caso da ciclofosfomamida (WEINER;
COHEN, 2002) e metotrexato (GENESTIER et al., 1998), os quais enfraquecem as fungdes
efetoras e proliferativas das células T periféricas por promog¢ao de apoptose e dele¢ao clonal.

A instabilidade genética das células tumorais, juntamente com a pressao seletiva do
sistema imune sobre as células neoplasicas, leva ao surgimento de populagdes heterogéneas
de células tumorais com diferencas na responsividade as drogas quimioterapicas, sejam elas
citotoxicas ou imunoterapéuticas (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001;
ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Em virtude da heterogeneidade das células
tumorais, tém sido discutidas estratégias diversificadas para aperfeigoar o combate ao cancer,
dentre as quais se destaca a administragdo combinada de drogas citotoxicas e substancias
imunomoduladoras (ARLEN et al., 2007).

Estudos clinicos em pacientes que receberam tratamento de vacina a base de células
dendriticas, tratadas previamente com antigenos especifico, anterior a administragao dos
quimioterdpicos paclitaxel ou carboplatina mostraram melhores resultados na reducdo do
tumor, quando comparados ao tratamento isolado com os quimioterapicos, além de aumentar
a sobrevida dos pacientes, indicando efeito antitumoral sinérgico da vacinagdo com o
composto citotoxico (ANTONIA et al., 2006). Em adi¢do, os mecanismos de tolerancia

induzida por tumor, incluindo as células supressoras (células T reguladoras, células
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supressoras mieldides e DC’s tolerogénicas) ou seus mecanismos efetores (com TGF-$3 ou IL-
10) podem ser superados pelo uso de terapias especificas que podem incluir anticorpos,
antagonistas de citocinas ou moléculas com propriedades imunoestimulatorias (ZITVOGEL et
al., 2008).

Virios fatores podem ser utilizados para aprimorar os resultados das terapias
anticancer convencionais, dentre eles a inducdo da morte celular tumoral por drogas
citotoxicas ou radiacdo, a producdo de anticorpos monoclonais e outros imunomoduladores
que ativam e maturam as células dendriticas e co-estimulam células T e outros linfocitos,
além da inibicdo de moléculas derivadas de tumores capazes de desencadear anergia do
sistema imune. Em adi¢do, a terapia com imunoadjuvantes pode potencializar e sustentar a
resposta imune antitumoral subsequente, evitando a reincidéncia do tumor neoplasico

(HAYNES et al., 2008; ZITVOGEL et al., 2008).

1.5.5 Propriedades farmacoldgicas de polissacarideos

Os polissacarideos representam uma classe diversa de macromoléculas de ocorréncia
amplamente dispersa na natureza. Diferentemente de proteinas e acidos nucléicos, esses
compostos contém estruturas repetitivas, formadas pela unido de monossacarideos. Entre
essas macromoléculas, os polissacarideos oferecem a maior capacidade em carregar
informagdes bioldgicas, pois possuem o maior potencial para variabilidade estrutural (OOI;
LIU, 2000).

Viérias propriedades terapéuticas foram encontradas em polissacarideos, incluindo
atividade antiviral (JUNG et al., 2004; NISHINO et al., 1994; SASAKI et al., 2001),
antibacteriana (LI, et al., 2004), antifingica (SAKURAI et al., 1995), antiparasitaria
(HRCKOVA; VELEBNY, 2001) e antitumoral (HAYASHI et al., 2000; NISHINO et al.,
1994; OHNISHI, et al., 1994; YALIN et al., 2005). Nas ultimas décadas as atividades
bioldgicas de polissacarideos tem atraido cada vez mais atengdo de pesquisadores na area
biomédica. Entre as mais promissoras atividades biofarmacolédgicas dos polissacarideos estao
os seus efeitos imunomodulatorio e antitumoral (OOI; LIU, 2000).

Compostos capazes de interagir com o sistema imune e hiper-regular ou hiporregular
aspectos especificos da resposta imune do hospedeiro sdo classificados como

imunomoduladores ou modificadores da resposta biologica (BRM, do inglés “Biological
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Response Modifiers”). Varias moléculas t€m sido caracterizadas como potentes
imunomoduladoras, como peptideos (citocinas e quimiocinas), lipopolissacarideos,
glicoproteinas e derivados lipidicos. Contudo, certos polissacarideos tém demonstrado potente
atividade modificadora da resposta bioldgica (TZIANABOS, 2000).

Apesar de o mecanismo de ag¢do dos polissacarideos nao ter sido completamente
elucidado, provavelmente um dos primeiros mecanismos envolve a estimulagdo ndo
especifica do sistema imune do hospedeiro (TZIANABOS, 2000; SCHEPETKIN; QUINN,
2006).

Polissacarideos modificadores da resposta bioldgica sdo reconhecidos por proteinas
receptoras de reconhecimento padrdo (PRR’s) e proteinas plasmaticas. O reconhecimento de
ligantes por um PRR aciona eventos de sinalizacdo mediados pelo fator de transcricao NF-«xB,
levando a inducao de genes da imunidade inata (LEUNG et al., 2006). Os receptores Toll-like
(TLR) e os receptores scavenger (SR) sdo dois grupos diferentes de PRRs que reconhecem os
polissacarideos BRMs (MEANS; GOLENBOCK; FENTON, 2000). Além desses, os
polissacarideos imunomoduladores podem se ligar aos receptores B-glucanos, receptores de
manose e receptores de complemento tipo 3 (CR3) (CZOP; KAY, 1991; TAYLOR;
GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2005; ROSS; VETVICKA, 1993) e a proteinas
plasmaticas do complemento (FUJITA; MATSUSHITA; ENDO, 2004).

A resposta bioldgica induzida por polissacarideos imunomoduladores ¢ determinada
pelo padrao de expressdo e pelos eventos celulares € moleculares desencadeados pelos seus
receptores e proteinas ligantes. Os TLR’s sdo expressos em células mieldides (monocitos,
macrofagos e células dendriticas), células epiteliais, mastécitos e neutréfilos (IWASAKI;
MEDZHITOV, 2004). Dez TLRs foram identificados em humanos, dentre os quais TLR-2 e
TLR-4 demonstraram capacidade de reconhecer polissacarideos BRM’s (LI et al., 2004;
BROWN et al., 2003).

SRs sdo expressos em macrofagos, células dendriticas, células endoteliais e células da
musculatura lisa (PEISER; MUKHOPADHYAY; GORDON, 2002) e reconhecem
polissacarideos sulfatados, como fucoidanas sulfatadas de algas marinhas (KIM; ORDIJA;
FREEMAN, 2003). Os receptores B-glucanos sao amplamente expressos em monocitos,
macrofagos, DCs, neutrofilos, eosindfilos e linfocitos T e B (WILLMENT, 2005). Receptores
de manose sdo expressos em macrofagos, DCs, células endoteliais hepaticas, renais, células
da musculatura lisa da traquéia e cé€lulas epiteliais retindicas (SHEPHERD; TARNOWSKI,
MCLAUGHLIN, 1991; LEW et al., 1994; LINEHAN et al., 1999). Os receptores CR3 sdo
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principalmente expressos em macrofagos e neutréfilos, além de pequenos subtipos de células
B, T e NK (ROSS; VETVICKA, 1993).

As células mieldides sdo o principal alvo estimulatéorio dos polissacarideos
imunomoduladores, possivelmente devido a participagdo de macrofagos, DCs e mondcitos
tanto na imunidade inata quanto na adquirida (LEUNG et al., 2006). Os efeitos estimulatorios
dos polissacarideos imunomodulatorios sobre macréfagos incluem aumento da fagocitose
(ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002), producdo de espécies reativas de oxigénio e
secrecdo de citocinas (KODAMA; MURATA; NANBA, 2004). Dessa forma, os
polissacarideos modificadores da resposta bioldgica potencializam a funcdo efetora de
macrofagos, a capacidade de processar antigenos e de modular a imunidade adquirida através
da secre¢dao de citocinas (LEUNG et al., 2006). A ativagdo de macrofagos parece ser o
principal evento envolvido na atividade imunomoduladora de polissacarideos. Contudo, a
ativagdo direta de outras células imunes como células NK (LIM et al., 2004) e linfocitos
(CHUN et al., 2001) também pode acontecer como evento secundario.

Além de melhorar a resposta imune do hospedeiro, os polissacarideos BRMs sao
inibidores de apoptose (HWANG et al., 2005), ativadores das vias cléassica e alternativa do
complemento do sistema imune (GLOVSKY et al, 1983) e sdo frequentemente fortes
mitogénicos para macrofagos, células T, B e células NK, que proliferam em resposta a
estimulacdo por esses polimeros (GARCIA-LORA et al., 2003; HAN et al., 2003).

A busca por polissacarideos como agentes antitumorais intensificou-se nas ultimas
décadas devido a descoberta de suas propriedades terapéuticas e sua baixa toxicidade,
diferentemente dos efeitos adversos causados pela quimioterapia e radioterapia
(TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Muitas drogas
potencialmente antitumorais apresentam consideraveis efeitos colaterais. A toxicidade dessas
substancias contra células normais limitam o seu uso clinico. Assim, a descoberta de novas
drogas ativas contra tumores com baixa toxicidade associada para células ndo tumorais e
poucos efeitos colaterais se tornou um importante alvo da ciéncia biomédica (OOI; LIU,
2000). Nesse contexto, os polissacarideos sdo fortes candidatos a farmacos com agao
imunomodulatoria e antitumoral (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Estudos mostraram que o estabelecimento e desenvolvimento de tumores estdo
relacionados com o estado imune do hospedeiro. A fun¢do imune decresce progressivamente
com o crescimento do tumor, ocasionando imunodeficiéncia associada em hospedeiro com

tumores em estagio final (HADDEN, 2003). Portanto, o aumento ou potencializagdo do
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mecanismo de defesa do hospedeiro emerge como um possivel meio de inibicdo de

crescimento tumoral sem toxicidade associada (OOI; LIU, 2000; BEUTLER, 2004).

1.5.5.1 Propriedades farmacoldgicas de polissacarideos de algas marinhas

As algas marinhas t€ém sido consideradas fontes de importantes substancias ativas de
interesse biomédico com grande potencial como drogas anti-inflamatorias, antibacterianas,
antivirais e antitumorais (YE et al., 2008; BLUNDEN, 1993; SMIT, 2004).

Alguns polissacarideos sulfatados de algas vermelhas apresentam atividade antiviral
contra virus responsaveis por doengas infecciosas humanas. A galactana sulfatada isolada da
alga Aghardhiella tenera (WITVROUW et al., 1994) e a xilomanana sulfatada da alga
Nothogenia fastigiata (DAMONTE et al., 1994; KOLENDER et al., 1995) mostraram potente
atividade antiviral contra o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), virus do Herpes
simplex (HSV) tipos 1 e 2 e virus sincicial respiratorio (RSV). Além do elevado potencial
antitumoral esses polissacarideos apresentam baixissima toxicidade contra células de
mamiferos. A baixa toxicidade ¢ uma caracteristica presente na maioria dos polissacarideos de
algas marinhas (DE CLERCQ, 1996), tornando-os candidatos ao desenvolvimento de
formulagdes utilizadas terapeuticamente.

As carragenanas isoladas da espécie Gigartina skottsbergii (CARLUCCI et al., 1999;
MANDAL et al., 2008) e Stenogramme interrupta (CACERES et al., 2000) apresentaram
potente efeito antiviral contra diferentes cepas de HSV tipos 1 e 2 durante o estagio de
adsor¢do. Uma lambda-carragenana isolada ainda da espécie Gigartina skottsbergii
apresentou importante efeito protetor contra infeccao genital pelo Virus Herpes Simplex em
dose letal (CARLUCCI et al., 2004). Um microbicida vaginal baseado em carragenana ¢
capaz de bloquear o HIV e outras doengas in vitro e esta em fase avancada de testes clinicos
para uso terapéutico na prevencdo de doengas (SPIELER, 2002). Varios outros
polissacarideos de algas marinhas também apresentaram atividade antiviral contra HIV
(SUGAWARA et al., 1989; NAKASHIMA et al., 1987), HSV (MALHOTRA et al., 2003;
MAZUMDER et al., 2002; FELDMAN et al., 1999; MAJCZAK et al., 2003; PONCE et al.,
2003).
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Formulagdes de heparina sdo amplamente utilizadas para o tratamento e prevencao de
trombose venosa e arterial devido aos seus efeitos anticoagulante e antitrombotico (FAREED
et al., 2000). Contudo, esses glicosaminoglicanos apresentam varias limitagdes devido aos
seus efeitos colaterais e limitada fonte de material (MOURAO, 2004). Tais limitagdes
levaram a busca de novas substancias com potencial anticoagulante e antitrombotico, sendo as
fucanas sulfatadas de algas pardas (COSTA et al, 2010; CUMASHI et al., 2007;
BERTEAU; MULLOY, 2003; CHURCH et al., 1989; COLLIEC et al., 1991; MATOU et al.,
2002) e as galactanas sulfatadas de algas vermelhas (PEREIRA et al. 2005) e algas verdes
(COSTA et al., 2010; MATSUBARA et al., 2001) moléculas promissoras possuidoras dessas
atividades.

Viérios polissacarideos de macroalgas marinhas apresentam atividade citotoxica. As
fucoidanas (heterofucanas) sdo conhecidas por apresentarem atividade antitumoral,
antimetastatica e fibrinolitica em camundongos (COOMBE et al., 1987; MARUYAMA;
NAKAJIMA; YAMOTO, 1987), além de reduzir a proliferagdao celular (RELIGA et al.,
2000).

A fucoidana isolada da alga parda Cladosiphon okamuranus tokida suprimiu a
proliferacdo celular de 13 das 15 linhagens de células tumorais testadas, obtendo a maior agao
antiproliferativa contra carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma e carcinoma de vesicula
biliar (FUKAHORI, et al., 2008). O alginato extraido de Sargassum vulgare foi capaz de
inibir o crescimento do tumor Sarcoma 180 in vivo (SOUSA et al., 2007). Os polissacarideos
extraidos da alga Sargassum pallidum apresentaram elevada atividade antitumoral contra as
linhagens de células tumorais HepG2, A549 e MGC-803 (YE et al., 2008), enquanto as
fucanas isoladas da alga Sargassum thunbergii apresentaram atividade antitumoral e
antimetastatica (ITOH et al., 1995).

A carragenana de baixo peso molecular obtida da alga vermelha Solieria chordalis
apresentou notavel propriedade imunoestimulante, aumentando a fagocitose por neutréfilos, a
citotoxicidade por células “natural killers”, citotoxicidade celular dependente de anticorpo e
estimulagdo da proliferacido de linfocitos, sugerindo sua utilizagdo em tratamento
imunoterapico e anticaincer (STEPHANIE et al., 2010).

A carragenana de baixo peso molecular isolada de Chondrus ocellatus mostrou
moderada inibi¢do de crescimento do tumor so6lido Sarcoma 180 in vivo. Quando
administrado conjuntamente com o 5-fluorouracil (5-FU), droga utilizada na quimioterapia,

foi capaz de aumentar o efeito antitumoral do 5-FU, melhorando a imunocompeténcia dos
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animais, comprometida pelo quimioterapico (ZHOU et al., 2004). Em adi¢do, um
polissacarideo obtido da alga vermelha Gracilaria verrucosa apresentou atividade
imunoestimulatéria de macrofagos (YOSHIZAWA et al., 1996), enquanto o polissacarideo
sulfatado extraido da alga marinha vermelha Champia feldmannii mostrou atividade
antitumoral in vivo contra camundongos implantados com tumor Sarcoma 180. Esse
composto foi capaz ainda de potencializar a acao antitumoral da droga 5-fluorouracil (5-FU),
além de prevenir a leucopenia desencadeada pelo 5-FU e aumentar a producao especifica de
anticorpos (LINS et al., 2009).

Embora o mecanismo de agdo das atividades antitumoral e imunomodulatdria dos
polissacarideos ndo estejam completamente esclarecidos, tais propriedades sdo atribuidas a
ativacdo inespecifica do sistema imune do hospedeiro, com modulagdo do sistema

complemento e estimulacao de macréfagos (WANG et al., 1997; CHIHARA, 1992).

1.5.5.2 Propriedades farmacoldgicas de polissacarideos do género Gracilaria

O género Gracilaria compreende macroalgas marinhas vermelhas amplamente
distribuidas em todos os continentes e suas espécies sao algumas das algas mais utilizadas
para fins comerciais em todo o mundo. A exploragdo desses individuos deve-se
principalmente a producdo do polissacarideo agar, de elevado valor comercial, associado a
rapida taxa de crescimento, facilidade de reprodugdo vegetativa e outros atributos
facilitadores de seu cultivo (KAIN; DESTOMBE, 1995).

Além de suas propriedades gelificantes e espessantes, as galactanas sulfatadas tipo
agar tém sido consideradas importantes fontes de atividades bioldgicas, como a atividade
antiviral do polissacarideo sulfatado tipo agar extraido da alga Gracilaria corticata
(MAZUMDER et al., 2002), a atividade estimuladora de macrofagos do polissacarideo
sulfatado da alga Gracilaria verrucosa (YOSHIZAWA et al., 1996) e a atividade antitumoral
do polissacarideo tipo agar de Gracilaria dominguensis (FERNANDEZ et al., 1989).

Apesar de haver poucos estudos relacionados a atividade citotdxica e antitumoral dos
polissacarideos sulfatados de algas do género Gracilaria, a avaliagdo de suas propriedades
antitumorais ¢ extremamente valida, devido principalmente, aos efeitos observados por outros

polissacarideos sulfatados de algas marinhas.
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2

2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Elucidar a estrutura quimica dos polissacarideos hidrossoluveis extraidos da alga

marinha vermelha Gracilaria caudata J. Agardh e investigar suas propriedades antitumorais

em modelos in vitro e in vivo de células tumorais.

2.2

Objetivos Especificos

Estimar a massa molar dos polissacarideos extraidos de G. caudata (PGC) através de
Cromatografia de Permeac¢do em Gel (GPC);

Determinar a estrutura quimica fina dos polissacarideos por Espectroscopia de
Absor¢do na Regido do Infravermelho (FT-IR) e por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de préton ("H) e carbono (*C);

Determinar o potencial citotoxico in vitro de PGC contra as linhagens de células
tumorais HL-60, MDA-MB-435, SF-295, e HCT-8 pelo ensaio MTT;

Avaliar o potencial antitumoral in vivo de PGC em camundongos transplantados com
tumor Sarcoma 180;

Avaliar a toxicidade dos polissacarideos sobre alguns 6rgdos de camundongos como
baco, figado, rim e coragdo através de exame histopatologico, hematoldgico e

bioquimico dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Alga marinha — Coleta e processamento

A alga marinha vermelha Gracilaria caudata J. Agardh (FIGURA 8) foi coletada
junto ao substrato arenoso na regido de mesolitoral, durante maré de sizigia, na praia do
Pacheco, municipio de Caucaia — CE. Apods a coleta, os exemplares da alga foram
transportados em recipiente térmico a 4°C para o Laboratorio de Algas Marinhas I do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Cear4, onde
foram retirados sal e epifitas, e os exemplares coletados foram estocados a — 20 °C para

posterior utilizagao.

Classificacao:

Divisao — Rhodophyta
Ordem — Gracilariales
Familia — Gracilariaceae
Género — Gracilaria

Espécie — Gracilaria caudata

Figura 8 — Fotografia da alga marinha vermelha Gracilaria caudata.
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3.2  Extracio e isolamento dos Polissacarideos da alga Gracilaria caudata

A alga marinha G. caudata Gmida foi incubada em estufa a 50°C para secagem e
descoloragdo, seguido de maceragdo utilizando grau e pistilo com auxilio de nitrogénio
liquido. Apos ter sido triturada, uma amostra de 5g da farinha obtida foi submetida a extragao
aquosa em agua destilada (1,5 % m/v) com auxilio de agitador mecanico para produtos
aquosos durante 2 horas a temperatura de 100 °C. Posteriormente, o extrato aquoso contendo
o polissacarideo foi filtrado exaustivamente em tecido fino até obtencdo de filtrado livre de
particulas insoltiveis. A solucdo filtrada resultante foi lentamente adicionada a recipiente
contendo trés vezes o seu volume de etanol absoluto (3:1 v/v), sob agitacao branda, e deixada
em repouso por 24h a 4°C para precipitacdo dos polissacarideos. Os polissacarideos
precipitados foram separados por filtragdo a vacuo em funil de Buchner com placa porosa de
vidro sinterizado N° 2 (porosidade média). Em seguida foi adicionada acetona de grau
analitico para remocao do etanol residual e desidratacio do material. Os polissacarideos
passaram entdo por processo de secagem sob aquecimento (50 °C) até completa remogdo da
acetona. Posteriormente, o material foi redissolvido em &gua destilada (1,5 % m/v) e
submetido as mesmas etapas de precipitacdo em etanol absoluto (3:1 v/v), filtracdo a vacuo e
secagem em acetona sob aquecimento para eliminagao de eventuais contaminantes e obten¢ao

do polissacarideo extraido da alga G. caudata (FIGURA 9).

33 Determinacao de Proteinas

A determinagdo de proteinas nos polissacarideos extraidos foi realizada por
microanalise elementar (equipamento Perkin-Elmer CHN 2400) a partir da porcentagem de
nitrogénio total (%N) da amostra, utilizando o fator de corre¢do de 6,25 (N x 6,25) (MARKS;
BUCHSBAUM; SWAIN, 1985). Esse método baseia-se na capacidade de reacdo da ninidrina
com grupos amino primarios, assim como outros grupamentos quimicos presentes em
aminoacidos como os grupos imina (prolina), guainidina (arginina), amida (asparagina), anel
indolico (triptofano), sulfidrila (cisteina) e grupamentos amino de citosina e guanina

(FRIEDMAN, 2004).
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Alga imida

+ Secagem em estufa a 50°C
+ Maceragao em nitrogénio liquido

Alga triturada

+ Extragdo a 100 °C por 2h (1,5% m/v)
+ Filtragdo em tecido fino de malha fina

Residuo Solucao filtrada
(descartado)

+ Precipitacao ¢/ 4 v de EtOH (24 h)

+ Separagdao por filtragdo em funil
com placa de vidro sinterizado N° 2

Polissacarideo retido

+ Secagem com acetona P.A. sob
aquecimento a 50 °C

A4

Polissacarideo extraido (PGC)

Figura 9 — Estratégia experimental para extracao dos polissacarideos da alga Gracilaria

caudata.
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34 Quantificacao de Sulfato e Carbono

O conteudo total de sulfato e o percentual de carbono nos polissacarideos extraidos de
G. caudata foram determinados por microanalise elementar (equipamento Perkin-Elmer CHN
2400). O grau de sulfatagdo foi determinado a partir dos percentuais de carbono (%C) e
enxofre (%S) obtidos, utilizando a equagdo apresentada abaixo (Equacdo 1) descrita por Melo
et al. (2002). Essa equacgao ¢ baseada na estrutura da agarobiose, que consiste de repeticdes de
unidades alternadas de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o—L-galactose (ARAKI, 1966 citado
por LAHAYE, 2001; USOV, 1998), considerando que o grau de sulfatacdo ¢ definido como o
numero de OSOs’, ou dtomos de enxofre, por unidade dissacaridica repetitiva, que possui 12
atomos de carbono. Logo, o ntimero 12 multiplicado pela massa atomica do carbono

corresponde ao numero de atomos de carbono por unidade dissaridica.

(S % / massa atomica do S) / (C % / massa atdbmica do C x 12) =4,5 (S % / C %) Eq. (1)

3.5 Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC)

A distribuicdo das massas molares dos polissacarideos de Gracilaria caudata foi
estimada através de Cromatografia de Permeagdao em Gel (GPC), utilizando cromatografo
SHIMADZU LC-10AD, com detectores de indice de refragdo (RID-6A) e ultravioleta (UV-
VIS SPD-10AV) a 254 nm. Foi utilizada coluna ULTRAHYDROGEL linear de 7,8 x 300
mm, sendo utilizado NaNO; 0,1 M como fase movel e fluxo de 0,5 mL.min"" & temperatura
ambiente.

Solugdes dos polissacarideos com concentragio de 3mg.mL™" foram preparadas em
NaNOs 0,1 M (solvente) e filtradas em membrana de acetato de celulose com poros de 0,45
pm. O volume injetado das amostras e dos padrdes foi de 50 pL. Para construgdo da curva de
calibracao foram utilizadas pululanas, polissacarideos neutros de cadeia linear, de diferentes
massas molares em intervalo de grandeza de 10° a 10° gmol’. A formula Log Mw =
14,64656 + (-1,03196)Ve foi obtida a partir da equagdo da reta, onde “Mw” significa massa

molecular do polissacarideo e “Ve” volume de elui¢do dos padrdes e das amostras em mL.
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3.6  Espectroscopia de Absor¢ao na Regido do Infravermelho

Espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos polissacarideos de Gracilaria
caudata foram obtidos em espectrofotometro de infravermelho Shimadzu IR modelo 8300

entre 400 cm™' e 4000 cm™. As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr.

3.7  Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H ¢ “C uni (ID) e
bidimensionais (2D) foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicagdao e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara em espectometro
Bruker Avance DRX 500. Os polissacarideos da alga Gracilaria caudata foram dissolvidos
em agua deuterada (D,0) a 2,5 % m/v em tubo apropriado com didmetro externo de 5 mm. A
analise dos polissacarideo por RMN foi realizada a 70°C durante 12 horas, utilizando 2,2-

dimetilsilapentano-5-sulfonato de sédio (DSS) como padrio interno (0.00 ppm for 'H).

3.8. Atividade antitumoral de PGC in vitro

3.8.1. Linhagens de células tumorais

As linhagens de células tumorais de origem humana HL-60 (leucemia promielocitica),
HCT-8 (carcinoma de célon), SF-295 (carcinoma do sistema nervoso) e MDA-MB-435
(melanoma) utilizadas foram cedidas pelo NCI-USA (National Cancer Institute, Bethesda,
MD, USA) e sdo cultivadas no Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade

Federal do Ceara.
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3.8.2 Manutengao das células tumorais

As células foram cultivadas em frascos pldsticos para cultura (Corning, 75 cm’,
volume de 250 mL), utilizando o meio de cultura Roswell Park Memorial Institue 1640
(RPMI 1640), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibiodticos (concentragdo
final de 100 U.mL" de penicilina e 100 pg.mL™" de estreptomicina), 5,6 % de bicarbonato de
sodio, 2 mM de glutamina e acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico (tampao
HEPES) 1M, seguido de ajuste do pH para 7,2 e filtracdo em membrana esterilizante de
nitrocelulose com poro de 0,22um de didmetro (Millipore). As células foram mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS autoflow), sendo
observado o crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdao (Nikon, modelo
Diaphot) a cada 24 horas. Quando necessario, as cé¢lulas foram repicadas em meio de cultura

estéril.

3.8.3 Determinacao do efeito de PGC sobre células tumorais in vitro

As células tumorais foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos (2 x 10* células por
100 pL). Os polissacarideos da alga G. caudata (PGC) foram incubados durante 72 horas
juntamente com a suspensdo de células com volume final de 200 plL, em concentragdes
variando de 0,5 a 25 pg.mL™. Apos o periodo de incubagio as placas foram centrifugadas a
1500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 200 pL da solucdo
de metil tiazolil tetrazolium (MTT) a 0,5 mg.mL™ em cada poco, sendo as microplacas
incubadas por mais 3 horas, em estufa a 37°C e 5% de CO,. As placas foram novamente
centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspendido
em 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Para a quantificagdo do sal reduzido nas células
vidveis, as absorbancias foram lidas com auxilio de leitor multiplacas (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) em comprimento de onda de 595 nm. A
atividade citotoxica foi avaliada pela diferenca de densidade oOptica gerada pelo MTT em

relacdo ao grupo controle e expressa como concentracao inibitoria média (Cls).
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3.9 Atividade Antitumoral de PGC in vivo

3.9.1 Obtenc¢ao e manutencao dos animais

Um total de 96 camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas pesando entre 25-30g
foram utilizados, obtidos do biotério central da Universidade Federal do Ceara. Os animais (8
por grupo experimental) foram mantidos em gaiolas apropriadas com livre acesso a comida e
agua e submetidos a ciclos de 12 : 12h de claro e escuro. Os animais foram tratados de acordo
com os principios éticos de experimentacdo animal do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal). Este trabalho foi avaliado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do

Ceara sob o protocolo n° 13 do dia 23 de fevereiro de 2011.

3.9.2 Manutengao e obtencao da linhagem de células tumorais

O tumor sdlido sarcoma 180 utilizado nos experimentos ¢ proveniente do Laboratorio
de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara. O sarcoma 180, também
conhecido como "Croker Tumor", foi identificado no Croker Laboratory (Columbia
University, New York) em 1914. Este tumor foi inicialmente classificado como carcinoma
mamario, por surgir na regido axilar de camundongos. Em 1919, ap6s muitos transplantes
subcutaneos, assumiu a forma sarcomatosa sélida de crescimento rdpido, mantendo-se nessa
forma até o presente (SCHABEL JR., 1977).

As células do sarcoma 180 foram mantidas em cultura na cavidade peritoneal de
camundongos sob a forma ascitica. A manutencdo das células tumorais foi realizada por

transferéncia destas de camundongos infectados para camundongos sadios.

3.9.3 Determinagao do efeito de PGC sobre o crescimento tumoral in vivo

No décimo dia apds a inoculagdo das células do tumor sarcoma 180 na cavidade

peritoneal de camundongos sadios, um animal de manutengcdo foi sacrificado por
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deslocamento cervical e, ap6s assepsia da regido abdominal com alcool iodado, o liquido
ascitico da cavidade peritoneal coletado. Cerca de 0,5 mL do liquido ascitico foi retirado e
diluido em 5 mL de solu¢dao Ringer lactato, suplementado com 0,2 mL de gentamicina (5
mg.mL™). Da suspensio celular preparada foi retirada uma aliquota e adicionado o corante
azul de tripan (1:1 v/v) para determinar o nimero de células vidveis com auxilio de cdmara de
Neubauer e microscopio Optico. Cada animal dos grupos experimentais transplantados com
Sarcoma 180 foi inoculado subcutaneamente na regido axilar superior esquerda com 500 pL
da suspensio celular contendo 2 x 10° células tumorais.

Apo6s 24h de inoculagdo do tumor iniciou-se o tratamento, com duragdo de sete dias
consecutivos, onde foram administrados 200 pL das solu¢des aquosas de PGC dissolvidas em
NaCl 0,9% estéril, nas concentragdes de 25 e 50 mgKg'dia' para administragio
intraperitoneal (i.p.) e de 50 e 100 mg.Kg'dia” para o tratamento por via oral (v.0.). Dois
grupos foram tratados com NaCl 0,9% estéril, um por via intraperitoneal (controle negativo
1.p.) € o outro por via oral (controle negativo v.0.). O antineoplasico 5-fluorouracil (5-FU) na
concentracio de 25 mg.Kg'dia' administrado intraperitonealmente foi utilizado como
controle positivo para ambos os experimentos (vias intraperitoneal e oral) devido a sua baixa
absor¢ao por via oral.

No 8° dia amostras de sangue do plexo orbital dos animais tratados foram coletadas
para determinagdo de parametros hematologicos e bioquimicos, imediatamente antes do
sacrificio. Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Tumor,
figado, estdmago, bago, e rins foram retirados, pesados e fixados em formaldeido a 10% para
analise histoldgica. O percentual de inibi¢do do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela
seguinte formula: IT (%) = [(A-B)/A] x 100, onde A representa o peso médio do tumor do

controle negativo ¢ B o peso médio do tumor dos grupos tratados.

3.9.3.1 Analise dos dados

Todos os dados sdao apresentados como média = desvio padrdao. Para verificagao de
diferenca significativa entre os grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia

(ANOVA), seguida do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).
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3.9.3.2 Analise morfoldgica e histopatologica

Posteriormente a fixagdo com formaldeido 10%, tumor, figado, estomago, baco e rim
foram examinados macroscopicamente quanto a mudangas de tamanho e cor e através da
presenga ou auséncia de hemorragia. Em seguida foram realizados cortes histologicos do
tumor e dos orgaos, seguidos de preparo de laminas histologicas e coloragdo com
hematoxilina e eosina. As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio
optico composto para avaliacao de suas caracteristicas morfologicas e comparadas aos grupos

controle para definir o perfil histopatologico da amostra.

3.9.3.3 Determinag¢ao do efeito de PGC sobre pardmetros hematologicos e bioquimicos

O sangue coletado do plexo orbital dos animais tratados foi utilizado para as anélises
bioquimicas e hematoldgicas. Animais sauddveis (sem tumor) foram também utilizados como
controle. Para a contagem total de leucdcitos, 20 uL. de sangue foram adicionados a 380 uL de
solugdo de Turk e uma aliquota da solucdo resultante transferida para uma camara de
Newbauer e observada ao microscopio Optico composto. A contagem diferencial de leucocitos
foi realizada através de contagem de esfregago sanguineo também com auxilio de
microscopia. Os kits da “LABTEST sistemas para diagnostico” foram utilizados para as
analises bioquimicas, seguindo metodologia descrita pelo fabricante.

Os efeitos dos parametros hematoldgicos e bioquimicos foram avaliados utilizando
programas estatisticos e apresentados como média *+ desvio padrdo. Para verificagdo de
diferenca significativa entre os grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia

(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni (p < 0,05).

3.9.4 Determinacao do efeito associado de PGC ¢ 5-FU sobre o crescimento tumoral in vivo

Apo6s determinacdo da dose e da via de administragdo com maior efeito antitumoral do

polissacarideo de G. caudata (PGC), este foi utilizado em novo experimento conjuntamente
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com 5-FU na dose de 10mg/kg/dia, para avaliar o efeito associado do tratamento simultineo
com as duas substincias. Para este ensaio foram utilizados 5-FU na dose de 10mgkg™.dia™
(1.p.) como controle positivo e NaCl 0,9% estéril (i.p.) como controle negativo. Os protocolos
experimentais para obtencao das células neoplasicas viaveis, contagem e inoculagdo em
animais sadios foram realizados de modo semelhante aos procedimentos experimentais
descritos para o ensaio antitumoral in vivo inicial. As andlises hematologicas, bioquimicas,
morfologicas e histopatologicas também foram realizadas de modo similar a metodologia

descrita anteriormente, assim como os métodos de analise de dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Extraciao, Rendimento e Analises Quimicas do Polissacarideo de G. caudata

A alga marinha Gracilaria caudata foi submetida a extragdo aquosa a 100 °C por 2
horas, seguido de filtracdo em tecido fino, precipitagdo em etanol e secagem a vacuo com
auxilio de acetona. O material obtido foi ressolubilizado em 4gua destilada e submetido aos
mesmos processos de filtracdo, precipitagdo e secagem, originando o polissacarideo extraido
denominado PGC.

A extragdo aquosa do polissacarideo da alga G. caudata mostrou que foram
recuperados 1,64g de polissacarideo a partir de 5g de alga utilizada na extragao,
correspondendo a um rendimento de 32,8%. Esse polissacarideo apresentou ainda percentual
de nitrogénio (N) de 1,4%, correspondendo a 8,75% de proteina quando utilizado o fator de
correlagao de 6,25 (TABELA 3). O teor de nitrogénio apresentado por PGC sugere pequena
contaminagdo da amostra por proteinas, devido a extragdo concomitante destas moléculas.

A microanalise elementar permitiu ainda determinar os teores de enxofre (S) e carbono
(C) na amostra, que foram de 1,0 e 35,88%, respectivamente. A partir dos percentuais de
carbono (%C) e enxofre (%S) obtidos, foi possivel determinar o grau de sulfatacdo do

material, que foi de 0,13.

Tabela 3 — Rendimento e andlise do polissacarideo da alaga Gracilaria caudata extraido a

100° C por 2 horas.

Substancia Rendimento® Umidade S° N® c? Graude  Proteina‘
(%) (%) (%) (%) (%) Sulfatagao (%)
PGC 32,8 14,7 1,0 1,4 35,88 0,13 8,75

* Rendimento obtido a partir de 5g de farinha de alga.

’ Determinado por microanélise elementar;

¢ Determinado por microanalise elementar utilizando fator 6,25.
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4.2 Determinacio da massa molar por Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC)

A distribui¢do de massas molares dos polissacarideos extraidos de Gracilaria caudata
foi estimada através de Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC). Para construgdo da curva
de calibragcdo foram utilizados pululanas, homopolissacarideos lineares isolados do fungo
Aureobasidium pullulans (LEATHERS, 2003) de diferentes massas molares, em intervalo de
grandeza de 10” a 10° g.mol™.

O perfil cromatografico dos polissacarideos da alga G. caudata (PGC) ¢ apresentado
na Figura 10. O cromatograma mostra um unico pico, com volume de elui¢cao de 8,95 mL no

seu apice. A massa molar do pico foi estimada em 2,5 x 10° g.mol' ou 250 kDa.
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Figura 10 — Perfil cromatografico dos polissacarideos extraidos da alga Gracilaria caudata

em cromatografia de permeagao em gel.

4.3  Espectro de Absorc¢iao na Regido do Infravermelho

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho foi utilizada como

ferramenta na determinacdo da estrutura quimica dos polissacarideos extraidos da alga G.
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caudata (PGC). O espectro de infravermelho de PGC ¢ apresentado na Figura 11, onde ¢

possivel observar bandas bem resolvidas de interesse para analise estrutural do polissacarideo.

PGC
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Figura 11 — Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho do polissacarideo PGC extraido

da alga Gracilaria caudata.

4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Bce'H

A técnica de Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) em uma e
duas dimensdes foi utilizada para investigar a estrutura quimica do polissacarideo PGC
extraido da alga Gracilaria caudata. O espectro de RMN de 'H é apresentado na Figura 12. O
espectro de RMN de °C do polissacarideo PGC é mostrado na Figura 13, enquanto o espectro
de carbono DEPT 135 ¢ mostrado na Figura 14.

O Espectro de RMN em duas dimensdes HSQC de "°C e 'H, que correlaciona os
resultados de RMN de proton e carbono ¢ apresentado na Figura 15. Os resultados obtidos no

espectro de HSQC foram compilados e plotados na Tabela 4.
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Figura 12 — Espectro de RMN de 'H do polissacarideo de G. caudata (PGC).
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Figura 13 — Espectro de RMN de "*C do polissacarideo de G. caudata (PGC).
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Figura 14 — Espectro de DEPT 135 do polissacarideo PGC extraido da alga Gracilaria

caudata.
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Figura 15 — Espectro de HSQC de "“C e 'H do polissacarideo PGC extraido da alga

Gracilaria caudata.
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Tabela 4 — Assinalamentos de RMN de 'H e "*C para o polissacarideo PGC.

Unit* "H deslocamento quimico (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 O-Me
G 456 362 375 410 3.71 3.78 nd
LA 513 410 451 466 455 410 nd
L-6S 5.34 nd nd nd nd nd nd
Go6M nd” nd nd nd nd nd 3.41
LA2M nd nd nd nd nd nd 3.5
BC deslocamento quimico (ppm)
C-1 c2 C3 C4 C-5 C-6 O-Me
G 102.5 7037 823 68.87 7544 61.5 nd
LA 984 6995 802 775 756 695 nd
L-6S 100.26  nd nd nd nd  68.86 nd
G6M nd nd nd nd 73.6  71.8 59.1
LA2M nd nd nd nd nd nd 59.1

“ nomenclatura proposta por Knutsen et al. (1994); nd: ndo detectado

4.5 Efeito de PGC sobre células tumorais in vitro

A citotoxicidade dos polissacarideos extraidos da alga marinha G. caudata (PGC) foi
avaliada contra as linhagens de células tumorais humanas SF-295, HL-60, HCT-8 ¢ MDA-
MB-435 através do ensaio colorimétrico do MTT.

O efeito do polissacarideo PGC sobre as linhagens de células tumorais humanas foi
determinado. O polissacarideo PGC apresentou valores de concentragdo inibitéria média
superiores a 25ug/mL para todas as células tumorais testadas. Portanto, PGC foi considerado

ndo citotoxico.
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4.6 Efeito de PGC sobre o crescimento tumoral in vivo

O potencial antitumoral in vivo do polissacarideo de G. caudata (PGC) foi avaliado
utilizando camundongos Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180. O tumor sélido de
cada animal tratado foi pesado e sua massa Umida determinada. Os resultados foram
expressos como a média da massa tumoral (g/100g de massa corpérea) de cada grupo + o erro
padrao da média (E.P.M.).

A massa tumoral do grupo controle negativo (administrado com solucdo salina de
NaCl 0,9%) foi de 3,32 + 0,13g, enquanto o grupo controle positivo, tratado com 5-
fluorouracil (25mg/kg/dia), revelou ser da ordem de 0,88 + 0,13g. Nos grupos tratados com o
polissacarideo (PGC) por via intraperitoneal foram obtidos os valores médios de 1,75 £0,17g
e 1,56 £ 0,08g para as doses de 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente (FIGURA 16). No
experimento por via oral foram encontrados os valores de 2,09 + 0,1g para a dose de 50
mg/kg/dia e 2,14 + 0,22g quando administrados 100 mg/kg/dia (FIGURA 17).

A analise de variancia da massa tumoral dos grupos tratados revelou que o
polissacarideo PGC foi capaz de reduzir o tamanho do tumor nos animais transplantados com
Sarcoma 180. Os animais tratados por via intraperitoneal com o polissacarideo PGC
apresentaram percentuais de inibi¢do tumoral da ordem de 47,59% para a dose de
25mg/kg/dia e 53,53% quando administrados 50 mg/kg/dia.

Os grupos tratados com PGC por via oral mostraram taxas de inibicdo de 37,27% e
35,98% para as doses de 50 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia, respectivamente, sendo considerado
que o efeito antitumoral méximo promovido pelo polissacarideo por via oral foi alcangado na
menor dose testada. O controle positivo utilizado (5-FU 25mg/kg/dia) também foi eficiente
em reduzir o tumor, apresentando percentual de inibi¢do tumoral de 74,14% para os animais

tratados.
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Figura 16 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre o crescimento
tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. O
controle negativo foi administrado com NaCl 0,9% e o controle positivo com 5-FU.
Resultados expressos como média £ E.P.M. *P < 0,05 comparado com salina por ANOVA

seguido por Student Newman Keuls, com n = § para cada grupo utilizado.
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Figura 17 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre o crescimento
tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via oral. O controle
negativo foi administrado com NaCl 0,9% e o controle positivo com 5-FU. Resultados
expressos como média = E.P.M. *P < 0,05 comparado com salina por ANOVA seguido por

Student Newman Keuls, com n = 8 para cada grupo utilizado.
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4.7  Analise morfologica e histopatologica

Ap0s sacrificio dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180, foram realizados
cortes histoldgicos do tumor e dos 6rgaos figado, bago, rim e estdmago (quando tratados por
via oral), seguidos de preparo de laminas histologicas e coloragdo com hematoxilina e eosina.
A coloragdo por hematoxilina e eosina (H/E) foi utilizada para diferenciar citoplasma e
nucleo. Esse procedimento permite analisar as estruturas celulares e identificar possiveis
alteragdes toxicoldgicas nas amostras analisadas.

O tratamento dos animais com o polissacarideo PGC nio alterou significativamente a
massa dos orgdos figado e rim nas doses administradas intraperitonealmente (25 e 50
mg/kg/dia). Resultado semelhante foi obtido para os 6rgaos figado, rim e estomago apos
tratamento por via oral nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia (TABELA 5).

O polissacarideo PGC administrado por via intraperitoneal foi capaz de aumentar
significativamente o tamanho do baco dos camundongos em 65,2% na dose de 25 mg/kg/dia e
47,8% na dose de 50 mg/kg/dia, comparado com o grupo controle negativo transplantado com
tumor (P < 0,05). O tratamento de PGC por via oral ndo ocasionou aumento significativo
deste 6rgdo, quando comparado com o grupo controle negativo transplantado (P > 0,05)
(TABELA 5), enquanto o controle positivo 5-FU desencadeou um efeito contrario, reduzindo
de modo significante o peso do baco dos animais em 47,8%, quando comparado com o grupo
controle negativo transplantado (P < 0,05).

A andlise histopatoldgica dos tumores extirpados dos animais submetidos ao
tratamento revelou auséncia de diferenca no padrio morfologico. Todos os grupos
apresentaram neoplasia maligna de origem mesenquimal constituida por células poligonais
exibindo anisocariose, pleomorfismo celular e nuclear e alguns nucleos vesiculosos (nao
corados uniformemente). Foram encontradas também numerosas figuras de mitose, invasao
muscular e necrose de coagulagcdo (FIGURAS 18 e 19).

A avaliagdo histopatologica do figado dos animais revelou a presenca de hiperplasia
das células de Kupffer em todos os grupos testados. O grupo controle negativo transplantado
apresentou moderada tumefacdo celular de hepatocitos e congestdo portal e da veia
centrolobular. Os animais tratados com 5-FU ip. exibiram moderada a intensa tumefagdo
celular de hepatocitos, dilatacdo dos sinusoides, esteatose microvesicular e macrovesicular

(FIGURAS 20 e 21).
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O figado dos animais tratados com PGC por via i.p. na dose de 25 mg.kg" mostrou
moderada tumefacdo celular de hepatocitos, congestdo portal e da veia centrolobular, com
pequenos focos inflamatérios dispersos, enquanto o tratamento com PGC (50 mgkg”)
revelou intensa tumefacao celular de hepatdcitos e focos inflamatorios (FIGURA 22). Ja os
animais tratados com PGC por via oral mostraram moderada a intensa tumefacdo celular de
hepatocitos. Na dose de 100 mg.kg™' observou-se congestio portal e da veia centrolobular e

focos inflamatorios dispersos (FIGURA 23).

Tabela 5 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre a massa imida de
orgaos (g/100g de massa corpdrea) de camundongos transplantados com Sarcoma 180 (2.0 X
10° células por animal, s.c.). Os animais foram tratados por sete dias consecutivos, a partir do
primeiro dia ap6s o implante tumoral. O antineoplésico 5-fluorouracil (5-FU) foi administrado

como controle positivo e salina (NaCl 0,9%) como controle negativo.

Dose
Substancia Via Figado Rim Baco Estomago
(mg/kg/dia)

Camundongos sauddveis
0,9% NaCl  ip. - 459+0,19 1,46+0,05 0,18+0,03 -

Camundongos transplantados com Sarcoma 180

0,9% NaCl ip. - 55+0,2 1,3+0,04 0,69+0,07% 0,84+ 0,04
5-FU ip. 25 53+0,19 127+0,07 0,33 +0,02* -
25 6,1 0,33 1,41+0,06 1,02+0,12%° -
PGC ip.
50 51+0,26 1,15+0,07 1,14+0,05*° -
50 57+0,15 138+0,12 0,66+0,05* 0,89+ 0,04
PGC v.o.
100 524011 1,17+0,04 0,65+0,04° 0,8+0,06

Resultados expressos como média + E.P.M. do peso dos 6rgios. * P < 0,05 comparado com camundongos sadios
por ANOVA seguido por Student Newman Keuls; bp< 0,05 comparado com animais transplantados com tumor

Sarcoma 180 tratado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.
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As andlises histopatoldgicas do baco dos animais tratados com salina por via
intraperitoneal e oral mostraram o 6rgdo com tamanho homogéneo, discreta desorganizagao
da polpa branca e presenga de megacaridcitos de permeio. Os animais tratados com o controle
positivo 5-FU exibiram baco de tamanho reduzido e foliculos linfoéides circunscritos,
congestdo da polpa vermelha e pigmentos de hemossiderina. Ja os animais tratados com PGC
por via intraperitoneal revelaram desorganizacdo da polpa branca e da polpa vermelha
havendo mistura entre as duas, com presenca de numerosos megacariocitos de permeio.
Quando tratados com PGC por via oral os animais apresentaram desorganiza¢do da polpa
vermelha, areas hemorragicas, pigmentos de hemossiderina e presenga de numerosos
megacariocitos de permeio (FIGURAS 24 e 25).

Todos os grupos tratados com PGC apresentaram alteracdes no baco, de modo
gradativo em funcdo do aumento da dose administrada. Este resultado pode ser devido a
inducdo do sistema imune dos animais quando tratados com o polissacarideo. Ja os animais
tratados com o 5-fluorouracil sofreram reducao do tamanho do bago, com diminui¢ao dos
foliculos linfoides, sugerindo deplecao do sistema imune desses animais.

As anélises histopatologicas dos rins dos animais tratados com salina por via oral e
intraperitoneal mostraram arquitetura glomerular preservada. Todos os grupos experimentais
apresentaram moderada tumefacdo celular do epitélio tubular e hemorragia glomerular e
tubular. O tratamento com PGC por ambas as vias intraperitoneal e oral resultou em necrose
nefrotoxica focal em areas dispersas e raros cilindrohialinos nas maiores doses testadas de
cada grupo. Tais alteragdes se apresentaram de forma discreta e a necrose identificada
mostrou ser focal e rara, sugerindo possibilidade de reversdao apos interrupcdo do tratamento
ou redugado da dose (FIGURAS 27 e 28).

Os animais tratados por via oral tiveram ainda seus estdmagos retirados e a analise
histopatologica revelou aspecto pregueado mucoso preservado em todos os grupos. O grupo
controle negativo mostrou a regido cardia com mucosa revestida por epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado sem alteragdes no cérion, mucosa fundica constituida por células
principais e parietais e submucosa sem alteracdes histologicas. Os animais tratados com PGC
por via oral (50 mg/kg/dia) apresentaram na regido cardia mucosa revestida por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado com presenca de numerosos vasos sanguineos no
corion e fundica constituida por células principais e parietais e submucosa com areas

hemorragicas. Na dose de 100 mg/kg/dia o polissacarideo induziu as mesmas alteracdes
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visualizadas na dose menor, com presenca de focos inflamatérios no corion e vasos ectasicos.
Tais alteragdes sdo indicativas de inflamacdo precoce na mucosa gdastrica, sugerindo
diminui¢do ou reversibilidade das mesmas por redu¢do da dose ou descontinuidade do

tratamento (FIGURA 29).

A B

Figura 18 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do tumor de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% ip.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg".dia™ ip.); C — PGC (25 mg.kg ™ .dia™
ip.); D - PGC (50 mg.kg™.dia™" ip.).
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A B
C D

Figura 19 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do tumor de camundongos

transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A — Controle negativo (NaCl
0,9% v.0.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg™.dia™ ip.); C — PGC (50 mg.kg".dia” v.0.);
D - PGC (100 mg.kg".dia™ v.0.).
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Figura 20 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do figado de camundongos

transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% ip.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg".dia™ ip.); C — PGC (25 mg.kg ™ .dia™
ip.); D - PGC (50 mg.kg™.dia™ ip.).
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A B

C D
Figura 21 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do figado de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A — Controle negativo (NaCl

0,9% v.0.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg".dia” ip.); C — PGC (50 mg kg .dia™' v.0.);
D - PGC (100 mg.kg".dia™ v.0.).
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Figura 22 — Fotomicrografias de cortes histologicos (100 e 400x) do bago de camundongos

transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% ip.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg.dia™ ip.); C — PGC (25 mg.kg ™ .dia™
ip.); D - PGC (50 mg.kg".dia™ ip.).
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Figura 23 — Fotomicrografias de cortes histologicos (100 e 400x) do bago de camundongos

transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A — Controle negativo (NaCl
0,9% v.0.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg™.dia™ ip.); C — PGC (50 mg.kg " .dia” v.0.);
D - PGC (100 mg.kg".dia™ v.0.).
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Figura 24 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do rim de camundongos

transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% ip.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg.dia™ ip.); C — PGC (25 mg.kg ™ .dia™
ip.); D - PGC (50 mg.kg".dia™ ip.).
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Figura 25 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do rim de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A — Controle negativo (NaCl
0,9% v.0.); B — Controle positivo (5-FU 25 mg.kg™.dia™ ip.); C — PGC (50 mg.kg " .dia” v.0.);
D - PGC (100 mg.kg ™ .dia™ v.0.).
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A B
C D
Figura 26 — Fotomicrografias de cortes histologicos (100 e 400x) do estomago de

camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A e B — Controle

negativo (NaCl 0,9% v.0.); C — PGC (50 mg.kg".dia” v.0.); D - PGC (100 mg.kg".dia™ v.0.).
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4.8  Efeito de PGC sobre parametros hematolégicos e bioquimicos

O sangue periférico coletado do plexo retro-orbital de camundongos saudaveis e
transplantados com tumor Sarcoma 180 foi utilizado para avaliagdo dos parametros
hematologicos e bioquimicos dos animais.

A analise bioquimica do sangue dos camundongos saudaveis e transplantados com
tumor Sarcoma 180 pertencentes aos grupos controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo
(5-FU 25 mgkg'.dia') e aos grupos experimentais tratados com o polissacarideo PGC
revelou que ndo houve alteragdo nos niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase
(ALT), também conhecida como transaminase glutdmico piravica (TGP) e aspartato
aminotransferase (AST), também chamada de transaminase glutdmico oxalacética (TGO),
bem como nos niveis plasmaticos de uré¢ia (TABELA 6).

A Tabela 7 mostra a analise hematologica dos animais saudaveis e transplantados com
Sarcoma 180 submetidos ao tratamento com salina, 5-FU e PGC por via intraperitoneal. A
contagem total de leucdcitos foi drasticamente reduzida nos animais tratados com 5-FU na
concentragdo de 25 mg.kg"' quando comparado ao grupo controle negativo transplantado com
tumor (P < 0,05).

Os animais tratados com PGC por via intraperitoneal nas duas doses testadas
apresentaram valores de leucocitos totais levemente aumentados comparados ao grupo
controle negativo. Contudo, houve aumento significativo (P < 0,05) da percentagem de
neutrofilos em ambas as doses tratadas por via i.p., chegando a 50% da contagem total de
globulos brancos na dose de 50 mgkg”.dia”, comparado com o grupo controle negativo

transplantado com tumor tratado com solucao salina (TABELA 7).
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Tabela 6 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre parametros

bioquimicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os

animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do

primeiro dia ap6s o implante tumoral.

Dose Uréia ALT AST

Droga

(mg.kg™) (mg.dL™) (ULL™ (ULLY
Camundongos sauddveis
0.9% NaCl - 36.0+ 4.7 540+ 9.3 134.0+ 10.9
Camundongos transplantados com Sarcoma 180
0.9% NaCl - 382+4.8 582 +3.9" 1144 +9.5
5-FU 25 352+3 387+2 946+ 11
PGC 25 29.2+2.1 52.6+3.7 90.4 £8.8
PGC 50 290+1.5 484 +3.1 101.8 £6.9

Resultados expressos como média + E.P.M. de cinco animais.
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Tabela 7 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre parametros
hematologicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os
animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do

primeiro dia apds o implante tumoral.

s . 7y e 0
Dose Leucécitos Contagem diferencial de leucdcitos (%)

Droga Plaquetas1

1 e 2
(mg.kg™) totais Eosinofilo  Linfécito  Neutréfilo Monécito

Camundongos saudaveis

NaCl 0.9% ; 83+ 1.1 1.8+0.1 0.0 94.8 43 1.0

Camundongos transplantados com Sarcoma 180

NaCl 0.9% ; 6.0+£07 18+03 0.0 73.1° 21.4° 5.5
5.FU 75 2.3% 0,25+ 0™ 0.0 91.7 4.5 3.0
PGC 25 7.5+0.9° 2.0+0.3° 0.0 51.0%°  43.0%°  7.0%¢
PGC 50 55+1.1 1.9+0.01° 0.0 45.6%>¢  50.0%"° 4.2

Resultados expressos como média + E.P.M. de cinco animais. '(10° células/mL); * (10° células/mL); ® P < 0,05
comparado com camundongos saudaveis por ANOVA seguido por Bonferroni; b p< 0,05 comparado com
camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9% por ANOVA seguido por Bonferroni; ©
P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados com 5-FU por ANOVA

seguido por Bonferroni.

90



4.9 Efeito antitumoral associado de PGC e 5-fluorouracil

Apo6s determinagdo do potencial antitumoral in vivo do polissacarideo extraido de G.
caudata (PGC), foi avaliado o efeito associado de PGC com o antineoplasico 5-fluorouracil
utilizando camundongos Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180. O tumor sélido de
cada animal tratado foi pesado e sua massa umida determinada.

Os animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9% (controle
negativo) apresentaram massa tumoral média de 1,77 + 0,19g, enquanto o grupo controle
positivo tratado com 5-fluorouracil (10 mg.kg™) exibiu massa tumoral média de 1,15 + 0,13g,
correspondendo a um percentual de inibi¢do tumoral da ordem de 37,22%. Contudo, quando
os animais transplantados foram tratados com 5-FU na dose de 10 mgkg™.dia™
conjuntamente com o polissacarideo PGC na concentracdo de 25 mgkg'.dia’, a massa
tumoral média correspondeu a 0,6 £ 0,09g. Consequentemente, o percentual de inibi¢ao

tumoral apresentado pela associagdo das duas substancias foi de 70,74% (FIGURA 27).
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Figura 27 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) associado com 5-
fluorouracil sobre o crescimento tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180.
O controle negativo foi tratado com NaCl 0,9% e o antineoplasico 5-FU foi utilizado como
controle positivo. Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M. *P < 0,05 comparado

com NaCl 0,9% por ANOVA, seguido por Student Newman Keuls.
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4.10 Analise morfoldgica e histopatologica do tratamento associado de PGC e 5-FU

Ap0s sacrificio dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180, foram realizados
cortes histologicos do tumor e dos 6rgaos figado, bago e rim. O tratamento dos animais com o
polissacarideo PGC (25 mg.kg'l) ndo alterou significativamente a massa relativa dos rins na
dose administrada, quando comparado com camundongos sadios. O grupo controle positivo
(5-FU 10 mg.kg™") administrado por via intraperitoneal nio mostrou alteracdo significativa na
massa dos orgados figado, bago e rim dos animais. Contudo, o tratamento com 5-FU na dose
de 10 mg.kg".dia™ associado com o polissacarideo PGC na concentracio de 25 mg.kg™.dia™
resultou em discreto aumento da massa relativa do figado dos camundongos, da ordem de
15%, comparado com camundongos saudaveis (TABELA 8).

Os animais tratados com 5-FU na concentracio de 10 mg.kg".dia” ndo apresentaram
diferenca na massa Umida relativa do bago em relagdo ao grupo controle negativo
transplantado com Sarcoma 180 (TABELA 8). Entretanto, o polissacarideo PGC na dose de
25 mg.kg'.dia” administrado conjuntamente com 5-FU na concentracio de 10 mg.kg™.dia™
por via intraperitoneal foi capaz de aumentar significativamente o tamanho do baco dos
camundongos em 80%, comparado com o grupo controle negativo transplantado com tumor
(P <0,05).

A andlise histopatologica dos tumores ndo revelou modificagdes do padrdo
morfologico das células tumorais. Em todos os grupos foi observada neoplasia maligna
composta por células poligonais pleomorficas exibindo escasso citoplasma e anisocariose,
células gigantes tumorais além de mitoses tipicas e atipicas, necrose de coagulagdo e invasao
muscular (FIGURA 29).

O figado dos animais transplantados com Sarcoma 180 pertencentes ao grupo controle
negativo (NaCl 0,9%) apresentou moderada tumefacao celular, congestdo portal, dilatacao da
veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer, hemossiderofagos e pigmentos de
hemossiderina. O grupo tratado com 5-FU (10 mgkg') exibiu degeneragdo hidropica,
tumefacao celular de hepatocitos e hiperplasia das células de Kupffer, além de esteatose
microvesicular, indicativo de toxicidade hepatica. Os grupos experimentais submetidos ao
tratamento com o polissacarideo PGC (25 mg.kg") e com 5-FU (10 mg.kg™) associado a PGC
na concentragio de 25 mgkg' apresentaram discreta tumefagdo celular, raras células de
Kupffer hiperplasiadas, congestao portal e da veia centrolobular, com perfil semelhante ao do

grupo controle negativo (FIGURA 30).
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Tabela 8 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) associado com 5-
fluorouracil sobre a massa Umida relativa de o6rgdos (g/100g de massa corpdrea) de
camundongos transplantados com Sarcoma 180 (2,0 x 10° células por animal, s.c.). Os
animais foram tratados por sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia apés o implante
tumoral. O antineoplasico 5-fluorouracil (5-FU) foi administrado como controle positivo e

salina (NaCl 0,9%) como controle negativo.

Dose
Substancia Via Figado Rim Baco
(mg/kg/dia)
Camundongos sauddveis
NacCl 0,9% ip. - 4,59 + 0,19 1,46 + 0,05 0,18 +£0,03

Camundongos transplantados com Sarcoma 180

NaCl 0,9% ip. - 44+0,15 1,1+0,03 0,5+ 0,05°
5-FU ip. 10 45+0,15 1,1+ 0,06 0,5+ 0,02°
PGC 25

+ ip. + 53+0,13° 1,3+0,04°  0,9+0,06°
5-FU 50

Resultados expressos como média + E.P.M. do peso dos érgios. P < 0,05 comparado com camundongos sadios
por ANOVA seguido por Student Newman Keuls; bp< 0,05 comparado com animais transplantados com tumor

Sarcoma 180 tratado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.

As andlises histopatologicas dos rins dos animais tratados com NaCl 0,9% mostraram
arquitetura glomerular preservada, discreta tumefacao celular do epitélio tubular, hemorragia
glomerular e tubular. Quando PGC (25 mg.kg™) foi administrado, pdde-se observar moderada
tumefacao celular do epitélio tubular, hemorragia glomerular e tubular e raros indicios de
necrose nefrotoxica focal em areas dispersas. O tratamento associado de PGC (25 mg.kg™)
com 5-FU na concentra¢io de 10 mg.kg" revelou moderada tumefagdo celular do epitélio

tubular, vacuolizacdo isomérica do epitélio tubular, hemorragia glomerular e tubular.
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Entretanto, tais alteracdes sdo consideradas leves e a necrose identificada mostrou ser focal e
rara, sugerindo possibilidade de reversdo apos interrup¢ao do tratamento ou reducdo da dose
(FIGURA 31).

O perfil histopatologico do bago dos animais transplantados com Sarcoma 180 revelou
a presenca de megacariocitos de permeio em todos os grupos analisados. O controle negativo
apresentou arquitetura lobular mantida, foliculos linfoides visiveis, numerosos megacariocitos
e pigmentos de hemossiderina, enquanto os animais tratados com 5-FU apresentaram
foliculos linféides visiveis, numerosos megacariocitos e congestdo da polpa vermelha. Nos
camundongos submetidos ao tratamento por via intraperitoneal com o polissacarideo PGC na
dose de 25 mg.kg”, com ou sem associagio com 5-FU, foi observado perda da arquitetura
lobular, foliculos amplos em meio a polpa vermelha igualmente extensa, numerosos
megacariocitos, pigmentos de hemossiderina e hemorragia. Essas alteragdes percebidas no
baco dos animais tratados com PGC sugerem um fenémeno de inducdo da resposta imune do

hospedeiro (FIGURA 32).
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5-FU 10mg
HE 400X

PGC 25mg
HE 400X

Figura 28 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do tumor de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% 1p.); B — Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C — PGC (25 mg/kg/dia ip.);
D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).
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5-FU 10mg
HE 400X

PGC 25mg
HE 400X

Figura 29 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do figado de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% ip.); B — Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C — PGC (25 mg/kg/dia ip.);
D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).
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5-FU 10mg
HE 400X

PGC 25mg
HE 400X

Figura 30 — Fotomicrografias de cortes histologicos (400x) do rim de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% 1p.); B — Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C — PGC (25 mg/kg/dia ip.);
D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).
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HE 400X

5-FU 10mg
HE 100X

HE 400X

PGC 25mg
HE 100X

Figura 31 — Fotomicrografias de cortes histologicos (100 e 400x) do bago de camundongos
transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A — Controle negativo
(NaCl 0,9% 1p.); B — Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C — PGC (25 mg/kg/dia ip.);
D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).
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4.11 Efeito do tratamento associado de PGC e 5-FU sobre parametros hematologicos e

bioquimicos

O sangue periférico coletado do plexo retro-orbital de camundongos saudaveis e
animais transplantados com tumor Sarcoma 180 foi utilizado para avaliacdo dos parametros
hematologicos e bioquimicos dos animais submetidos ao tratamento simultaneo do
polissacarideo PGC com o quimioterapico 5-FU por via intraperitoneal.

A andlise bioquimica do sangue dos camundongos transplantados com Sarcoma 180
pertencentes aos grupos controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (5-FU 10 e 25
mg.kg') e aos grupos experimentais tratados com o polissacarideo PGC revelou que nio
houve alteragdo nos niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), também
conhecida como transaminase glutdmico pirtivica (TGP) e aspartato aminotransferase (AST),
também chamada de transaminase glutdmico oxalacética (TGO). Contudo, o tratamento
simultaneo do polissacarideo PGC o 5-FU ocasionou pequeno aumento nos niveis séricos de
uré¢ia (TABELA 9).

A anélise hematoldgica dos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados por via
intraperitoneal revelou que a contagem total de leucocitos foi bastante reduzida nos animais
tratados com 5-FU (10 e 25 mg.kg'l) comparado ao grupo controle negativo transplantado
com Sarcoma 180 (TABELA 10).

O tratamento dos animais com PGC (25 mg.kg'.dia™ i.p.) apresentou contagem total
de leucocitos um pouco maior que o observado para o controle negativo, além de aumentar a
propor¢cdo de neutrofilos em relacdo aos linfocitos. Contudo, quando administrados
concomitantemente PGC (25 mgkg™) e 5-FU (10 mgkg"), a contagem total de leucécitos
nao ¢ reduzida acentuadamente como acontece apds tratamento com 5-FU isoladamente. Esse
resultado sugere que PGC foi capaz de prevenir parcialmente a leucopenia induzida pelo

tratamento dos animais com 5-Fluorouracil.
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Tabela 9 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre parametros
bioquimicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os
animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do

primeiro dia apds o implante tumoral.

Dose Uréia ALT AST
Droga
(mg kg™) (mg dI') (UL (UL

Camundongos sauddveis

0.9% NaCl - 36.0+ 4.7 540+ 9.3 134.0+ 10.9

Camundongos transplantados com Sarcoma 180

0.9% NaCl - 38.2+4.8 58.2+3.9° 1144+95
5-FU 10 43.0+2.3 384+29%°  101.0+13
5-FU 25 35243 38.7 + 2% 94.6+ 11

PGC 25 292 +2.1 52.6+3.7 90.4 + 8.8
PGC + 5-FU 25+10 56.3+1.7° 44 +3.7 101.3 + 10

Resultados expressos como média + E.P.M. de cinco animais. ® P < 0,05 comparado com camundongos sadios
por ANOVA seguido por Student Newman Keuls. bp< 0,05 comparado com camundongos transplantados com

Sarcoma 180 tratados com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.
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Tabela 10 — Efeito do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) sobre parametros

hematologicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os

animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do

primeiro dia apds o implante tumoral.

Contagem diferencial de leucdcitos (%)

Dose Leucocitos
Droga Plaquetas1
1 e 2
(mg.kg™) totais Eosinéfilo  Linfécito Neutrofilo Monécito
Camundongos sauddveis
0.9% NaCl - 83+1.1 1.8+0.1 0.0 94.8 4.3 1.0
Camundongos transplantados com Sarcoma 180

0.9% NaCl - 6.0+0.7 1.8+0.3 0.0 73.1% 21.4% 5.5°
5-FU 10 33+04*  0.7+0.1*° 0.0 89.0° 8.2° 2.8°
5-FU 25 2.3%0 0,3+ 0.0° 0.0 91.7 4.5 3.0
PGC 25 75+09° 2.0+0.3*¢ 0.0 51.0*%¢  43,0*b¢ 7.0*¢
PGC 25

+ + 10.8 £ 1% 1.240.2%5¢ 0.0 84.2 13.2 2.6°
5-FU 10

Resultados expressos como média + E.P.M. de cinco animais. '(10° células/mL); * (10° células/mL); ® P < 0,05

comparado com camundongos saudaveis por ANOVA seguido por Bonferroni; b p< 0,05 comparado com

camundongos transplantados com Sarcoma 180 por ANOVA seguido por Bonferroni; © P < 0,05 comparado com

camundongos transplantados com Sarcoma 180 e 5-FU 25mg.kg™ por ANOVA seguido por Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizac¢ao do polissacarideo da alga Gracilaria caudata (PGC)

O polissacarideo gelificante da alga Gracilaria caudata, obtido por extracdo aquosa
sob aquecimento apresentou rendimento de 32,8% com relacdo a massa seca inicial de alga
utilizada. Esse resultado mostrou ser semelhante ao encontrado para polissacarideos de algas
do mesmo género (TABELA 11), que variaram de aproximadamente de 10 a 40% (CHAVES,
2008; ADRIAMANANTOANINA et al., 2007, PRAIBOON et al.,2006; MARINHO-
SORIANO; BOURRET, 2005; FREIRE-PEREGRIN; MURANO, 2005; BURIYO; KIVAISI,
2003; MELO et al., 2002; MARINHO-SORIANO, 2001; MARINHO-SORIANO et al.,
1999).

O percentual de nitrogénio no polissacarideo PGC foi de 1,4%, correspondendo a
8,7% de proteinas. As proteinas presentes na amostra sdo contaminantes provenientes do
processo de extracao dos polissacarideos. Contudo, esses contaminantes ndo impossibilitaram
a elucidacdo da estrutura quimica de PGC. Esse valor esta proximo do teor de nitrogénio
encontrado para as galactanas isoladas das algas Gracilaria birdiae, igual a 7,6% (MACIEL
et al., 2008). O teor de proteinas encontrado na literatura ¢ bastante varidvel, oscilando desde
3,22% para G. bursa-pastoris (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003) e 3,97% para G.
Gracilis (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003) até¢ 18,2% para Gracilaria dura
(MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005) e 29,8% para Gracilaria gracilis (RODRIGUEZ
et al.,2009).

O grau de sulfatacao do polissacarideo extraido de G. caudata (PGC) foi determinado
a partir das porcentagens de enxofre (S%) e carbono (C%) utilizando a equagdo 1. Tal
equacdo foi proposta por Melo et al. (2002) e baseia-se na estrutura da agarobiose,
dissacarideo basico formador das galactanas do tipo agar (ARAKI, 1966, apud LAHAYE,
2001; USOV, 1998). Os percentuais de enxofre (S%) e carbono (C%) encontrados foram 1,0 e
35,88%, respectivamente. O grau de substituicao por sulfato (grau de sulfatacio) calculado foi
igual a 0,13. A quantidade de sulfato apresentada por PGC foi menor que o observado para os
polissacarideos de outras espécies de Gracilaria. O é4gar proveniente da alga Gracilaria

sjoestedtii apresentou 2,3% de sulfato (CRAIGIE et al., 1984) enquanto o contetdo de sulfato
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demonstrado para G. domingensis € G. mammillaris foi de 7,6 e 8.9%, respectivamente

(VALIENTE et al., 1992).

Tabela 1 — Rendimento de polissacarideos extraidos de algas do género Gracilaria.

Espécie Coleta Rendimento (%) Fonte bibliografica
G. corticata Madacascar 21,8 Adriamanantoanina et al., 2007
G. birdiae Brasil 56 Chaves, 2008

Gracilaria sp. Japao 39,4 Praiboon et al.,2006

G. fisheri Tailandia 13,3 Praiboon et al.,2006

G. edulis Tailandia 10,9 Praiboon et al.,2006

G. dura Franga 32-35 Marinho-Soriano; Bourret, 2005
G. cervicornis México 39,3 Freire-Peregrin; Murano, 2005
G. salicornia Tanzania 30,2% Buriyo; Kivaisi, 2003

G. cornea Brasil 21,4 Melo et al., 2002

G. cervicornis Brasil 11-20 Marinho-Soriano, 2001

G. bursa-pastoris Francga 34,8 Marinho-Soriano, 2001

G. dura Francga 33,5 Marinho-Soriano, 2001

G. gracilis Franga 30,0 Marinho-Soriano, 2001

G. bursa-pastoris Franca 36,5 -38.3 Marinho-Soriano et al., 1999
G. gracilis Francga 11,1 - 18,7 Mollet;Rahaoui;Lemoine, 1998

A massa molar do polissacarideo de Gracilaria caudata (PGC) foi estimada através de
cromatografia de permeagdo em gel, onde a massa molar do pico foi estimada em 2,5 x 10’
g/mol ou 250 kDa. Elevados pesos moleculares foram encontrados para outros polissacarideos
sulfatados de algas marinhas, com valores iguais ou superiores a 100 kDa (POMIN, 2010).

Segundo Stanley (1995), polissacarideos naturais sdo polimeros que nao apresentam
massas molares precisamente definidas. Esses compostos sdo polidispersos, pois possuem
massas molares médias, representando uma distribuicdo de espécies moleculares quase
idénticas em estrutura, variando apenas no tamanho da cadeia. O polissacarideo PGC também

apresentou perfil polidisperso. O cromatograma de PGC revelou a presenga de um unico pico,
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comportando-se como um sistema homogéneo. Contudo, o pico observado possui base larga,
refletindo a variacdo no tamanho dos polissacarideos extraidos de G. caudata, formados por
repeticoes de B-D-galactose e a-L-galactose. Esse resultado contrasta com o comportamento
heterogéneo observado para os polissacarideos naturais das macroalgas vermelhas Gracilaria
cornea (MELO et al., 2002), Gracilaria Birdiae (CHAVES, 2008), Gracilaria domingensis
(MENDES, 2004) e Botryocladia occidentalis (FARIAS et al., 2000), os quais apresentaram
multiplos picos.

A espectroscopia de Infravermelho ¢ um método instrumental simples e rapido para a
investigagdo de grupos funcionais em moléculas organicas. O espectro infravermelho de um
composto quimico ¢ bastante caracteristico para a molécula em questdo e pode ser utilizado
como assinatura quimica da mesma. Por isso, a espectroscopia na regiao do infravermelho
possui extensa aplicacdo na identificacdo de compostos quimicos (SOLOMONS, 2001).

O espectro de infravermelho do polissacarideo PGC revelou bandas com numeros de
onda caracteristicos de agarocoldides (1375, 1258, 1075, 930, 891 cm'l), como evidenciado
pela Tabela 12. A banda com niimero de onda de 1075 cm™ ¢ atribuida ao esqueleto carbénico
de polissacarideos do tipo galactana (PRADO-FERNANDES er al., 2003; MOLLET;
RAHAOUI; LEMOINE, 1998), enquanto a banda com numero de onda de 930 cm’
encontrada no espectro de PGC ¢ indicativa da presenca de agucar do tipo 3,6-anidrogalactose
(ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; PRADO-FERNANDES et al, 2003; CHOPIN;
WHALEN, 1993).

A partir do espectro de infravermelho ¢ possivel deduzir que o polissacarideo PGC
pertence ao grupo dos agares, em funcio da banda observada com numero de onda 891 cm™
(MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998), além de evidenciar a presenga de grupamentos
sulfato na molécula, percebidos pelas bandas com numeros de onda de 1258 cm™ (ROCHAS;
LAHAYE; YAPHE, 1986; PRADO-FERNANDES et al., 2003; CHOPIN; WHALEN, 1993)
e 1375 cm™ (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; GROSEV; BOZAC; PUPPELS, 2001). A
baixa intensidade dessas bandas sugere que PGC possui um pequeno grau de sulfatagdo. Esse
resultado foi confirmado pelo grau de sulfatacdo (0,13) determinado por microanalise
elementar.

A regido entre 800 ¢ 850 cm™ ¢ usada para inferir a posi¢do dos grupos sulfato em
polissacarideos do tipo 4gar. As bandas em 845, 830, 805 ¢ 820 cm™ podem ser atribuidas,
respectivamente, a 4-O-sulfato, 2-O-sulfato, sulfatagdo em C-2 de 3,6-anidro-L-galactose e 6-

O-sulfato da unidade de D-galactose (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; LAHAYE;
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YAPHE, 1989; CHOPIN; WHALEN, 1993; MOLLET et al.,, 1998; PRADO-FERNANDES
et al.,2003; VILLANUEVA, 2010).

O polissacarideo de G. caudata ndo apresentou nenhum sinal resolvido em 845, 830 ¢
805 cm™ indicando a auséncia de sulfatagio em C-4 ¢ C-2 dos residuos de D-galactose.
Apesar de ser considerado raro, esse padrdo de sulfatacdo foi encontrado em éagares de
diversas espécies de Gracilaria (MURANO et al., 1995; MURANO et al.,1992; MOLLET;
RAHAOUI; LEMOINE, 1998; VILLANUEVA; MONTANO; VILLANUEVA; ROMERO,
1999). A pequena quantidade de grupamentos sulfato presente na galactana de G. caudata ¢

uma caracteristica compartilhada com outros agarocoldides responsavel pelo aumento de suas

propriedades reologicas (MURANO, 1995; USOV, 1998; LAHAYE, 2001).

Tabela 12 — Atribuigdes no espectro do infravermelho para polissacarideos de algas

marinhas.

Niimero de onda (cm™) Atribuicoes Referéncia
1653 (COO"), Amida I a
1640 H,O c
1562 Amida II a

1380 — 1355 Ester Sulfato b, c
1250 - 1240 O =S = O (estiramento assimétrico) b,c,d
1080 — 1040 Esqueleto de galactanas (C - O + C — OH) b, e
930 C -0 - C de 3,6-anidrogalactose b, c,d
900 — 890 Banda especifica do agar E
850 Galactose-4-sulfato F
820 - 810 Galactose-6-sulfato b,c,d
740 — 725 C -0 - C de ligagao glicosidica e
716 C -0 - C de ligagao glicosidica e
580 0=S=0 b

a: Grosev; Bozac; Puppels, 2001.

b: Prado-Fernandes et al.,2003.

c: Rochas; Lahaye; Yaphe, 1986.

d: Chopin; Whalen, 1993.

e: Mollet; Rahaoui, Lemoine, 1998.
f: Chopin ; Kerin ; Mezerolle. 1999.
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A regido em 820 cm™ pode ser atribuida a sulfatagio em C-6 dos residuos de
galactose. Todavia, a baixa intensidade do sinal no espectro de FT-IR apresentado por PGC
pode ser devido a baixa quantidade de sulfato nessa posi¢ao. O padrao de sulfatacao de
polimeros tipo agar de algas do género Gracilaria ¢ dominado por esterificagdo do C-6 dos
residuos de L-galactose (MURANO, 1995). A andlise do polissacarideo PGC por
espectroscopia de Infravermelho sugere que grupos sulfato ocorrem somente em C-6 dos
residuos de a-L-galactopiranose, como um precursor de 3,6-anidro-o-L-galactose, o qual ¢
convertido para a forma anidro por enzimas sulfohidrolases (REES, 1961).

A espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C ¢ uma
técnica eficiente para analisar as caracteristicas estruturais de polissacarideos de algas
marinhas (USOV, 1980; USOV, 1998). Neste trabalho o polissacarideo de G. caudata foi
analisado por RMN em uma e duas dimensoes.

O espectro de RMN de 'H de PGC revelou um padrio de metilagdo com sinais
resolvidos em 3.41 e 3.5 ppm, atribuidos a protons de grupamentos metil ligados a C-6 de 3-
D-galactose (G6M) e C-2 de 3,6-anidrogalactose (LA2M), respectivamente. A ocorréncia de
metil éter em C-6 de B-D-galactose e C-2 de 3,6-anidrogalactose tém sido amplamente
descrita para diferentes espécies de Gracilaria, com o grau de substitui¢do variando entre as
espécies (MAZUMDER et al., 2002; DUCKWORTH et al., 1971; LAHAYE et al., 1986;
CRAIGIE, 1990; FURNEAUX; MILLER; STEVENSON, 1990). Os residuos G6M ¢ LA2M
foram observados como principais unidades repetitivas em agares extraidos de diferentes
espécies, como G. arcuata (MONTANO; VILLANUEVA; ROMERO, 1999) e G.
tenuistipitata (LAHAYE et al., 1986; MONTANO; VILLANUEVA; ROMERO, 1999).

O sinal em 5.13 ppm presente no espectro de RMN de 'H de PGC foi assinalado como
3,6-a-L-anidrogalactose (LA) enquanto o sinal em 4.56 foi atribuido a B-D-galactose (G)
ligado a LA (MACIEL et al., 2008). Nenhum sinal foi observado em 4.43 ppm, o qual ¢
representativo de H-1 de B-D-galactose ligado a a-L-galactose-6-sulfato (L-6S). O residuo L-
6S foi encontrado no experimento de FT-IR, apesar da baixa intensidade do pico.

O sinal intenso em 1.44 ppm foi atribuido a protons do grupo metil do acetal de &cido
piravico ligado nas posigoes C-4 e C-6 dos residuos de B-D-galactose (IZUMI, 1973;
MURANO et al.,1992; MURANO, 1995). A presenga de sinal em 5.22 ppm foi descrita para
o proton anomérico do residuo de L-galactopiranose sendo desprotegido pelo piruvato
adjacente (MURANO et al.,1992). Acido piravico é um substituinte pouco frequente em
agarocoloides de espécies de Gracilaria (DUCKWORTH et al., 1971; MURANO et al., 1992;
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MURANO, 1995). No entanto, esse grupamento parece estar presente em grande quantidade
em PGC devido & intensidade do sinal apresentado no espectro de '"H RMN.

O espectro de RMN de "°C do polissacarideo de G. caudata apresentou um padrio
tipico de agar com 12 sinais, atribuidos aos carbonos oriundos da agarobiose (USOV et al.,
1980; FREILE-PELEGRIN; MURANO, 2005). Os valores obtidos foram comparados com
dados da literatura, como os assinalamentos de referéncia descritos na Tabela 13. Os sinais
em 102.5, 70.3, 82.3, 68.8, 75.4 e 61.5 ppm correspondem aos carbonos C (1-6) da unidade [3-
D-galactose (G), enquanto os sinais com concentragoes de 98.4, 69.5, 80.2, 77.5, 75.7 ¢ 69.9
ppm correspondem aos carbonos C (1-6) da unidade 3,6-a-L-anidrogalactose (LA). Sinais
adicionais no espectro revelam a presenca de grupos substituintes na estrutura repetitiva da

agarobiose.

Tabela 13 — Assinalamentos de referéncia do espectro de RMN de *C.

I 13
Deslocamentos quimicos de "C

Unidade de residuo

Cl C2 C3 C4 C5 C6 Me

Usov et al. (1980)
(G-LA)n G 1023 70.1 82.2 68.6 75.2 61.3

LA 98.2 69.7 80.0 77.2 75.5 69.7
G6M-4S 1024 70.0 80.0 71.5 70.8 70.0 59.0
Lahaye et al. (1989)
(G-LA)n G 1024 70.2 82.2 68.8 75.3 61.4

LA 98.3 69.9 80.1 77.4 75.7 69.4
(G’-L6S) G’ 103.7  69.8 81.2 69.1 75.9 61.8

L6S 101.3  69.3 71.1 79.1 70.3 67.9
Miller; Furneaux (1997)
(G6M-A) G6M 1023 70.1 82.1 69.0 73.5 71.7 59.1

LA 98.2 69.9 80.1 77.3 75.5 69.3
Lai; Huang; Lii (1998)
(G-LA)n G 1024 70.2 82.3 68.7 75.3 61.4

LA 98.2 69.9 80.1 77.3 75.6 69.4
Valiente et al. (1992)
(G-LA)n G 1024 70.1 82.1 68.4 75.6 61.4

LA 98.3 69.8 80.1 77.4 75.6 69.3
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A presenca de um sinal em 61.5 ppm foi assinalado como C-6 de f-D-galactose ligado
a o-L-galactose-6-sulfato (ANDRIAMANANTOANINA et al., 2007). Essa sulfatagdo foi
confirmada no experimento de FT-IR através de uma pequena banda indicando que o
precursor bioldgico do residuo LA deve estar presente no polissacarideo de G. caudata.

As ressondncias em 73.6 e 71.7 ppm no espectro de ?C RMN foram atribuidos aos
carbonos C-5 e C-6 dos residuos de B-D-galactose-6-O-metil (USOV et al., 1983; LAHAYE
et al., 1986; MURANO, 1995; FREILE-PELEGRIN, Y.; MURANO, 2005). Em adi¢do, o
sinal em 25.7 indica a presenga de acido piravico neste polissacarideo (MURANO et al.,
1992). Esse resultado corrobora com os dados obtidos no experimento de '"H RMN e com os
resultados de DEPT 135 e RMN de HSQC (em duas dimensdes) descritos a seguir.

O polissacarideo PGC nao apresentou sinal em 61.7 ppm, descrito para residuos de 4-
O-metil-a-L-galactose (BIRD et al., 1987), demonstrando a auséncia de grupamentos metil
nessa posi¢ao. Esse resulta contrasta com os dados encontrados para os agares das espécies G.
cervicornis (FREILE-PELEGRIN, Y.; MURANO, 2005) ¢ G. verrucosa (BIRD, 1990). Em
adicdo, a falta de sinais em 97.51, 102.87 e 77.77 ppm, atribuidos a B-D-galactose-4-sulfato,
indica que PGC também nao apresenta sulfatacdo em C-4 dos residuos de B-D-galactose
(ANDRIAMANANTOANINA et al., 2007).

O experimento de DEPT 135 de 13C foi utilizado para investigar a presenca de grupos
de oximetileno no polissacarideo de G. caudata, considerando que a sequéncia de sinais dos
carbonos ligados a dois protons apresentam amplitude oposta aos carbonos CH e CH3.

O espectro de DEPT 135 do polissacarideo PGC revela a presenca de 4 sinais de CHy,
Os deslocamentos quimicos encontrados foram 69,5 ppm, atribuido a 3,6-anidro-a-L-
galatopiranose (LA); 61,2 ppm, atribuido ao residuo B-D-galatopiranose ligado a 3,6-anidro-
a-L-galatopiranose (G-LA), enquanto os sinais em 65.4 e¢ 61.5 foram descritos para o-L-
galatopiranose-6-sulfato (L-6S) e B-D-galatopiranose ligado a a-L-galatopiranose-6-sulfato
(G’-L6YS), respectivamente (MACIEL et al., 2008). Esse espectro também mostrou um sinal
em 59.2 ppm, indicando a presenga de residuos de monossacarideos metilados no
polissacarideo. Esse resultado esta de acrodo com os dados encontrados por RMN de 'H e
BC, onde residuos de B-D-galactose-6-O-metil (G-6M) e 3,6-anidrogalactose-2-O-metil
(LA2M) foram descritos.

O espectro de HSQC de 'H e "C foi utilizado para melhor caracterizar o
polissacarideo de G. caudata. Esse experimento correlaciona os carbonos anoméricos com

seus respectivos protons. Os resultados obtidos no experimento de HSQC (TABELA 4)
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demonstram que o polissacarideo PGC ¢ uma galactana tipo agar, formada principalmente por
repeti¢des dos residuos de (—3) B-D-galactopiranose e (—4)-3,6-anidro-o—L-galactose, com
substituicdes desses monossacarideos por B-D-galactopiranose-6-metil (G-6M), 3,6-anidro-o—
L-galactose-2-metil (LA2M) e o-L-galactose-6-sulfato (L-6S), além de apresentar
substitui¢des por 4,6-O-(1-carboxietilideno) ou acetal de 4acido pirivico em sua unidade de -
D-galactopiranose. Baseado nos resultados obtidos, a estrutura quimica do polissacarideo

PGC ¢ apresentada na Figura 32.

- N

HO g R =H ou CHj;

o OH ’ORA/
\ 0 _/

FIGURA 32. Estrutura basica repetitiva do polissacarideo PGC extraido da alga Gracilaria
caudata. O polissacarideo ¢ formado por repetigdes dos residuos de (1—3)-B-D-

galactopiranose e (1—4)-a-L-anidrogalactopiranose.

5.2 Efeito antitumoral do polissacarideo PGC extraido da alga Gracilaria caudata

Apesar dos avangos obtidos no entendimento das neoplasias malignas, o cancer ainda
representa a segunda principal causa de mortalidade por doenga no mundo, sendo
diagnosticados mais de 10 milhdes de novos casos a cada ano (SCHOTTENFELD; BEEBE-
DIMMER, 2005).

A busca por polissacarideos como agentes antitumorais tem se intensificado nas
ultimas décadas devido as suas propriedades terapéuticas € a sua baixa toxicidade,
diferentemente dos efeitos adversos causados pela quimioterapia e radioterapia

(TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Muitas drogas
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potencialmente antitumorais apresentam consideraveis efeitos colaterais e sua toxicidade
contra células normais limita o seu uso clinico. Assim, a descoberta de novas drogas ativas
contra tumores com baixa toxicidade associada e poucos efeitos colaterais se tornou um
importante alvo da ciéncia biomédica (OOI; LIU, 2000).

Varios polissacarideos tem demonstrado acdo imunomodulatoria. Esses compostos sdo
capazes de interagir com o sistema imune e modular aspectos especificos da resposta do
hospedeiro (TZIANABOS, 2000). Apesar de o mecanismo de acao dessas substancias nao ter
sido completamente elucidado, provavelmente um dos principais mecanismos envolve a
inducdo ndo especifica do sistema imune (SCHEPETKIN; QUINN, 2006; TZIANABOS,
2000).

Neste trabalho o potencial antitumoral do polissacarideo extraido da alga marinha
vermelha Gracilaria caudata (PGC) foi avaliado. O teste do MTT foi utilizado para avaliar a
proliferacdo celular e determinar a citotoxicidade de PGC sobre as linhagens de células
tumorais humanas SF-295, HL-60, HCT-8 e MDA-MB-435.

Esse teste ¢ amplamente utilizado para avaliar a proliferagdao celular e determinar a
citotoxicidade de compostos em estudos de atividade anticancer devido a possibilidade de
mensurar células viaveis (BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996; BERNAS;
DOBRUCKI, 2002; BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). Esta andlise colorimétrica permite
quantificar indiretamente células viaveis, baseado na redu¢do do sal brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphenil-2H-tetrazolium (MTT), um composto de cor amarela, a um
produto denominado formazan, de coloracdo azul (MOSMANN, 1983). A maior parte da
biorredu¢do do MTT envolve a redugdo do nucleotideo NADH ¢, em menor extensao,
NADPH (BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996; BERNAS; DOBRUCKI, 2002;
BERRIDGE; HERST; TAN, 2005).

O polissacarideo PGC nao apresentou citotoxicidade direta sobre as células testadas
até a concentra¢io de 25 pg.mL™ mas foi capaz de inibir fortemente o crescimento tumoral
em animais transplantados com Sarcoma 180. A citotoxicidade direta de PGC sobre as células
neoplasicas de Sarcoma 180 nao foi avaliado devido a impossibilidade de cultivar tais células
in vitro. Resultado semelhante foi encontrado para o alginato obtido da alga parda Sargassum
vulgare (SOUSA et al., 2007) e para o polissacarideos extraidos das algas marinhas
vermelhas Chondrus ocellatus (ZHOU et al., 2004) e Champia feldmannii (LINS et al.,
2009). A habilidade em reduzir o crescimento tumoral in vivo desses polissacarideos de

ocorréncia natural em algas marinhas tem sido atribuida ao reconhecimento desses compostos
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por receptores enddgenos envolvidos na resposta imune do hospedeiro (KODAMA;
MURATA; NANBA, 2004; TAYLOR; GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2005;
IWASAKI; MEDZHITOV, 2004; TZIANABOS, 2000; SCHEPETKIN; QUINN, 2006;
LEUNG et al, 2006, CZOP; KAY, 1991; ROSS; VETVICKA, 1993; FUIJITA;
MATSUSHITA; ENDO, 2004; LI et al, 2004; BROWN et al, 2003; MEANS;
GOLENBOCK; FENTON, 2000; ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002).

O efeito do polissacarideo PGC sobre o crescimento de células tumorais in vivo foi
avaliado através de modelo experimental utilizando células tumorais de Sarcoma 180. O
polissacarideo PGC apresentou atividade antitumoral em animais transplantados com
Sarcoma 180 em ambas as vias de administracdo oral e intraperitoneal. Quando administrado
por via oral, foi encontrado percentual de inibigio de 37% para a concentragio de 50 mg.kg™”,
sendo considerado o valor mé&ximo de inibicdo para o tratamento por via oral. A
administracdo de quimioterapicos por via oral ¢ menos agressiva, indolor € minimiza os riscos
de infeccdo. Esse resultado ¢ bastante expressivo considerando a invasividade ocasionada pela
quimioterapia realizada com drogas injetaveis, além de proporcionar maior conforto para os
individuos submetidos ao tratamento.

O tratamento com PGC por via intraperitoneal dos animais transplantados com
Sarcoma 180 resultou em percentuais de inibi¢io tumoral de 47% para a dose de 25 mgkg” e
53,5% para a concentragio de 50 mg.kg™. Esses resultados sugerem que o tratamento dos
animais com PGC nao apresentou efeito dose dependente ou ainda que o efeito antitumoral
maximo foi atingido ja na dose de 25 mg.kg™.

Virios polissacarideos de macroalgas marinhas apresentaram atividade antitumoral
em modelos experimentais (COSTA et al., 2011; SYNYTSYA et al., 2010; KIM et al., 2010;
HYUN et al., 2009; YANG et al., 2008; YE et al., 2005; AISA et al., 2004; RELIGA et al.,
2000; RIOU et al., 1996; ZHUANG et al., 1995; ELLOUALI et al., 1993; COOMBE et al.,
1987).

A fucoidana isolada da alga parda Cladosiphon okamuranus tokida inibiu o
crescimento de 13 linhagens de células tumorais, obtendo a maior ag¢do antiproliferativa
contra carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma e carcinoma de vesicula biliar
(FUKAHORI, et al., 2008). Os polissacarideos extraidos das algas pardas Sargassum
kjellmanianum (YAMAMOTO et al., 1984) e Sargassum vulgare (SOUSA et al., 2007)
demonstraram grande potencial antitumoral ao inibir o crescimento de células tumorais em

animais transplantados com Sarcoma 180. Os polissacarideos extraidos da alga Sargassum
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pallidum apresentaram elevada atividade antitumoral contra as linhagens de células tumorais
HepG2, A549 e MGC-803 (YE et al., 2008), enquanto as fucanas isoladas da alga Sargassum
thunbergii apresentaram atividade antitumoral e antimetastatica (ITOH et al., 1995).

Zhou et al. (2004) testaram o efeito antitumoral in vivo de carragenanas de diferentes
pesos moleculares isoladas da alga Chondrus ocellatus contra os tumores Sarcoma 180 e H22
em animais transplantados. Essas moléculas foram capazes de aumentar o peso médio e a
polpa branca do baco dos animais, além de elevar a atividade proliferativa de linfocitos e
células NK. Uma galactana sulfatada do tipo carragenana obtida da alga vermelha Solieria
chordalis induziu o aumento da fagocitose por neutrofilos e das citotoxicidades mediadas por
células NK e citotoxicidade celular dependente de anticorpo, além de estimular a proliferagao
de linfécitos, demonstrando potencial para tratamento imunoterapico e anticancer
(STEPHANIE et al., 2010).

A carragenana de baixo peso molecular isolada da alga Kappaphycus striatum foi
capaz de inibir o crescimento de Sarcoma 180 em animais transplantados. Esse composto
aumentou a fagocitose por macrofagos, o peso relativo do bago e a proliferacdo esplénica de
linfécitos e anticorpos, potencializou a atividade de células NK e elevou os niveis séricos de
IL-12 e TNF-a, sugerindo que seu efeito antitumoral ¢ exercido pela indu¢do do sistema
imune do hospedeiro (YUAN et al., 2006).

Como previsto, o antineopldsico S-flurouracil também apresentou atividade
antitumoral frente aos animais transplantados com Sarcoma 180, com percentuais de inibigao
de 37 e 74% para as doses de 10 e 25 mg.kg".dia™, respectivamente. O 5-fluorouracil (5-FU)
¢ um quimioterapico antimetabolico amplamente utilizado na terapia contra o cancer. Por
isso, a resposta antitumoral desse composto foi utilizada como controle positivo durante os
experimentos. O 5-FU ¢ um analogo do nucleotideo uracila com um atomo fluorado
substituindo um hidrogénio na posicdo C-5 que age inibindo processos biossintéticos
essenciais e sendo incorporado em macromoléculas, tais como DNA e RNA. Sua
incorporacdo em metabotitos ativos bloqueia a sintese de RNA e a acdo da enzima timidilato
sintase, causando morte celular (LONGLEY,; HARKIN,; JOHNSTON, 2003).

O tratamento dos camundongos transplantados com 5-FU (25 mg.kg™) resultou em
reducdo da massa relativa desse 6rgdo, quando comparado com animais transplantados com
Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9%. A andlise histopatolégica dos camundongos

transplantados com Sarcoma 180 revelou também uma diminui¢do da polpa branca do bago
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com congestdo dos foliculos linfoides, demonstrando o efeito imunossupressor classico dessa
substancia.

Muitas drogas quimioterapicas possuem notavel efeito colateral imunossupressor tanto
diretamente, pela morte ou inativacdo das células efetoras contra tumores, quanto
indiretamente, pela anergia ou paralisia do sistema imune (ZITVOGEL et al., 2008). O efeito
imunossupressor de algumas drogas antitumorais € tdo acentuado que alguns quimioterapicos
usados em oncologia sdo também utilizados como imunossupressores para o tratamento de
doencas autoimunes severas, como ¢ o caso da ciclofosfomamida (WEINER; COHEN, 2002)
e do metotrexato (GENESTIER et al., 1998), os quais enfraquecem as funcdes efetoras e
proliferativas das células T periféricas por promog¢ao de apoptose e delecdo clonal.

Neste trabalho pdde-se observar que a resposta antitumoral apresentada pelos animais
transplantados com Sarcoma 180 tratados com PGC por via intraperitoneal foi acompanhada
de aumento da massa Uimida relativa do bago dos animais, em contraste com o resultado
observado para o 5-FU. Em adicdo, a andlise histopatologica desse oOrgdo nos grupos
experimentais submetidos ao tratamento com PGC por via intraperitoneal mostrou
desorganizacdo da arquitetura esplénica com hiperplasia das polpas branca e vermelha,
havendo mistura entre as mesmas, com presenc¢a de numerosos megacariocitos de permeio.

As alteragdes observadas sugerem que o polissacarideo PGC administrado por via
intraperitoneal apresentou efeito potencializador da resposta imune desses individuos.
Concordantemente, a massa relativa do baco dos animais transplantados com Sarcoma 180
submetidos ao tratamento associado de PGC (25 mgkg") e 5-FU (10 mg.kg") mostrou ser
80% maior que aquela encontrada para os grupos administrados com 5-FU isoladamente e
com NaCl 0,9% (controle negativo).

A contagem total de leucdcitos nos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados
com solugdo salina (controle negativo) nao diferiu dos valores encontrados para os animais
saudaveis. Nos grupos tratados com PGC por via intraperitoneal nas doses de 25 e 50 mg.kg™
foi possivel observar pequeno aumento da contagem total de leucdcitos, enquanto os animais
tratados com o quimioterapico 5-FU nas doses de 10 ¢ 25 mg.kg" mostraram forte reducio da
contagem total de leucocitos comparado com o controle negativo (P < 0,05), com maior
intensidade na dose mais alta.

A contagem diferencial de leucdcitos dos animais tratados com PGC por via
intraperitoneal mostrou que houve grande aumento da porcentagem de neutrofilos em relagdo

aos demais globulos brancos. Os neutréfilos, juntamente com outras células da imunidade
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inata como cé¢lulas dendriticas, células NK e macrofagos sdo a primeira linha de defesa contra
patoégenos e células neoplésicas (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN;
HARRIS, 2007; COLOTTA et al., 2009). Esse resultado indica que houve estimulagdao do
sistema humano hospedeiro apos administracao de PGC.

Os animais que receberam o tratamento associado de PGC (25 mgkg') com 5-
fluorouracil na dose de 10 mg.kg"' ndo exibiram deplecio intensa de leucocitos, o que sugere
que o polissacarideo PGC administrado por via intraperitoneal foi capaz de reverter o quadro
de leucocitopenia induzido pelo quimioterapico. Resultados semelhantes foram obtidos para
os polissacarideos de Chondrus ocellatus (ZHOU et al., 2005; ZHOU et al., 2005), Champia
feldmannii (LINS et al., 2009) e Kappaphycus striatum (YUAN et al., 2006) que foram
capazes de potencializar o efeito antitumoral do 5-FU, prevenindo a imunodepressao
promovida pelo quimioterapico.

Em adi¢do, quando os animais transplantados com Sarcoma 180 foram tratados
simultaneamente com o polissacarideo PGC e o agente quimioterdpico 5-fluorouracil, a taxa
de inibigdo tumoral aumentou significativamente de 37% para o 5-FU na dose de 10 mg.kg™
para 70,7% apds tratamento associado das duas substincias. Esse resultado ¢ surpreendente
em virtude da baixa toxicidade associada ao polissacarideo PGC, podendo a administragdo
concomitante dessa substidncia com agentes terapéuticos classicos como os quimioterapicos
antimetabolicos ser utilizada com o intuito de reduzir os efeitos adversos indesejaveis e
aumentar a eficacia terapé€utica.

Como o polissacarideo PGC nao apresentou efeito citotoxico direto sobre as células
tumorais testadas e juntamente com a observagdo do efeito antitumoral de PGC administrado
por via intraperitoneal estar acompanhado de aumento da massa tmida do bago com
hiperplasia dos foliculos linfoides e aumento na producao de leucécitos totais, acredita-se que
o efeito terapéutico desse composto esteja relacionado diretamente com a habilidade em
estimular o sistema imune do hospedeiro.

Apesar de o tratamento com PGC por via oral ndo ter induzido aumento da massa
relativa do bago, alteragdes histolégicas como hiperplasia de foliculos linfoides,
desorganizacdo da polpa branca e presengca de megacaridcitos de permeio sugerem que o
tratamento por via oral de PGC também foi capaz de estimular o sistema humano dos
camundongos transplantados com Sarcoma 180. A contagem total e diferencial de leucocitos
dos animais tratados por via oral ndo foi realizada. Portanto, ndo ¢ possivel saber se houve

alteragdo nesses parametros hematologicos.
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Estudos indicam que as células mieldides sdo o principal alvo estimulatorio dos
polissacarideos imunomoduladores, possivelmente devido a participacdo de macréfagos,
neutréfilos, células dendriticas e mondcitos tanto na imunidade inata quanto na adquirida
(LEUNG et al., 2006; LIM et al., 2004; CHUN et al., 2001). Além de melhorar a resposta
imune do hospedeiro, os polissacarideos BRMs podem inibir a apoptose (HWANG et al.,
2005), ativar as vias clédssica e alternativa do complemento (GLOVSKY et al., 1983), agir
como mitogénicos para macrofagos, neutrofilos, células T, B e células NK e estimular a
fagocitose e o aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e secrecao de citocinas
(GARCIA-LORA et al., 2003; HAN et al., 2003; ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002;
KODAMA; MURATA; NANBA, 2004; WANG et al., 1997, CHIHARA, 1992).

Com o intuito de avaliar o perfil toxicolégico da administragdo do polissacarideo PGC
sobre os animais transplantados com Sarcoma 180, foi realizada a avaliacdao histopatologica
do figado e rim dos animais.

Os animais tratados com 5-FU exibiram moderada a intensa tumefacdo celular de
hepatoécitos, dilatagdo dos sinusdides e esteatose microvesicular € macrovesicular. A esteatose
hepatica ¢ o acamulo de gordura nos hepatdcitos e estd frequentemente associada com
disfuncdo hepatica grave, resultante de alteragdes fisiopatologicas cronicas, envolvendo
aumento da sintese hepatica, oxidagdo deficiente e reducdo da secrecdo hepatica de lipidios
(KUMAR et al., 2009).

A andlise do figado dos animais transplantados com Sarcoma revelou a presenca de
hiperplasia das células de Kupffer em todos os grupos testados. O grupo controle negativo
apresentou moderada tumefagdo celular de hepatdcitos e congestdo portal e da veia
centrolobular.

O figado dos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com PGC por via
intraperitoneal apresentou alteracdes histopatologicas semelhantes as encontradas no controle
negativo, como moderada tumefacdo celular de hepatocitos, congestdo portal e da veia
centrolobular. Contudo foram observados focos inflamatdrios dispersos apos tratamento com
PGC (25 mgkg") e intensa tumefacio celular de hepatocitos e focos inflamatdrios quando
administrado PGC na concentraco de 50 mg.kg". Os animais tratados com PGC por via oral
mostraram moderada a intensa tumefagio celular de hepatocitos. Na dose de 100 mg.kg™”.dia™
observou-se congestao portal e da veia centrolobular e focos inflamatorios dispersos.

As alteracOes histopatologicas observadas pelos grupos experimentais apoOs tratamento

com PGC parecem ser reversiveis devido a auséncia de fibrose intersticial e a grande
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capacidade de regeneracdo hepatica, podendo haver reversdo das alteracdes com a
descontinuidade do tratamento ou redu¢do da dose. Concordantemente, a andlise bioquimica
do sangue dos camundongos transplantados com Sarcoma 180 pertencentes aos grupos
controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (5-FU 25mg/kg/dia) e aos grupos
experimentais tratados com o polissacarideo PGC revelou que ndo houve alteragdo nos niveis
séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).
Essas enzimas sao consideradas indicadores de lesdo hepatica devido a sua liberagdo no
sangue em grandes quantidades quando hd dano a membrana do hepatdcito, resultando em
aumento de sua permeabilidade.

A nefrotoxicidade do polissacarideo PGC foi avaliada através de andlise
histopatologica e dos niveis séricos de uréia. Os rins dos animais pertencentes ao grupo
controle negativo mostraram arquitetura glomerular preservada. Contudo, todos os grupos
experimentais transplantados com Sarcoma 180 apresentaram moderada tumefagdo celular do
epitélio tubular e hemorragia glomerular e tubular.

O tratamento com PGC por ambas as vias intraperitoneal e oral resultou em necrose
nefrotoxica focal em areas dispersas e raros cilindrohialinos nas maiores doses testadas de
cada grupo. Tais alteragdes se apresentaram de forma discreta e a necrose identificada
mostrou ser focal e rara. A auséncia de edema ou infiltracdo de linfocitos, juntamente com a
manuten¢do da integridade do tecido intersticial podem indicar possibilidade de reversdao das
alteragdes observadas apos interrupcao do tratamento ou reducdo da dose. Em adi¢ao, nenhum
grupo analisado apresentou alteragdao nos niveis séricos de uréia, sugerindo auséncia de lesao
renal, pois este composto nitrogenado ¢ considerado um marcador sensivel a alteragdes

primarias da funcao renal.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo estrutural realizada por métodos quimicos e espectroscopicos do
polissacarideo (PGC) extraido da alga marinha vermelha Gracilaria caudata demonstrou que
esse composto ¢ uma galactana tipo agar, formada principalmente por repeticdes dos residuos
de (—3) B-D-galactopiranose e (—4)-3,6-anidro-a—L-galactose, com substituicdes desses
monossacarideos por B-D-galactopiranose-6-metil (G-6M), 3,6-anidro-o—L-galactose-2-metil
(LA2M) e a-L-galactose-6-sulfato (L-6S), além de apresentar substituicdes por acetal de
acido piravico em sua unidade de -D-galactopiranose. O polissacarideo PGC possui elevada
massa molar, correspondendo a 2.5 x 10> g.mol™ ou 250 kDa.

O presente trabalho demonstrou que o polissacarideo (PGC) extraido da alga marinha
vermelha Gracilaria caudata ndo apresenta atividade citotoxica direta contra as células
neoplasicas testadas, mas foi capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral em
camundongos transplantados com Sarcoma 180. A hiperplasia das polpas branca e vermelha
esplénicas em resposta ao tratamento com o polissacarideo PGC por ambas as vias
intraperitoneal e oral, juntamente com o aumento da massa Umida relativa do bago dos
animais e alteracdo da contagem diferencial de leucécitos com aumento do percentual de
neutrofilos apds administragdo de PGC por via intraperitoneal sugere que o efeito antitumoral
apresentado por PGC esteja envolvido com suas propriedades imunomodulatorias. Em adigao,
a administragdo conjunta de PGC e 5-Fluorouracil resultou em potencializacao da resposta
antitumoral. O polissacarideo PGC foi ainda capaz de reverter o quadro de imunodepressao

induzido pelo tratamento com 5-fluorouracil.
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RESUMO


Caracterização estrutural e propriedades antitumorais dos polissacarídeos extraídos da alga marinha vermelha Gracilaria caudata J Agardh


As algas marinhas são consideradas uma rica fonte de moléculas bioativas. Neste trabalho a alga marinha vermelha Gracilaria caudata foi submetida a extração aquosa a quente de seus polissacarídeos e apresentou rendimento de 32,8%. Os polissacarídeos extraídos de G. caudata (PGC) apresentaram 1% de átomos de enxofre e um grau de sulfatação de 0,13. A massa molar de PGC foi determinada por cromatografia de permeação em gel e mostrou ser da ordem de 2,5 x 105 g.mol-1. A análise química feita por Infravermelho e Ressonância Magnética Nuclear de PGC revelou que esse composto pertence é uma galactana tipo ágar, constituído basicamente por resíduos alternantes de β-D-galactose e 3,6 α-L-anidrogalactose com grupamentos hidroxila substituídos por ésteres de sulfato, metil e piruvato. As propriedades antitumorais de PGC foram investigadas in vitro e in vivo. A citotoxicidade de PGC foi avaliada in vitro pelo ensaio do metil tiazolil tetrazolium (MTT). Esse ensaio demonstrou que PGC apresentou valores de CI50 (concentração inibitória média) maiores que 25 μg.mL-1 para todas as células testadas, sendo considerado não tóxico. A atividade antitumoral in vivo de PGC contra células de Sarcoma 180 transplantadas em camundongos foi avaliada e demonstrou efeito anticâncer em ambas as vias de administração intraperitoneal e oral. PGC reduziu significativamente o crescimento do tumor em 47,59 e 53,53% nas doses de 25 e 50 mg.kg-1 quando administrado intraperitonealmente. A administração oral de 50 e 100 mg.kg-1 de PGC causou taxas de inibição de 37,27 e 35,98%, respectivamente. O polissacarídeo extraído de G. caudata (25 mg.kg-1) potencializou o efeito antitumoral apresentado pelo 5-FU (10 mg.kg-1) de 37,22 para 70,74% quando administrados conjuntamente. As análises histopatológicas do fígado e rim mostraram que esses órgãos foram moderadamente afetados pelo tratamento com PGC. Contudo, nenhuma alteração significativa nos parâmetros marcadores de toxicidade renal (uréia) ou hepática (AST e ALT) foi observada. Os resultados obtidos após tratamento por via ip. demonstraram que PGC aumentou o peso relativo do baço, induziu hiperplasia de folículos linfoides, aumentou a percentagem de neutrófilos e reverteu a leucopenia ocasionada por 5-FU, sugerindo que a atividade antitumoral pode estar relacionada às suas propriedades imunomodulatórias.


Palavras-chave: Gracilaria caudata, polissacarídeo, atividade antitumoral, Sarcoma 180.

ABSTRACT

Structural characterization and antitumor properties of the polysaccharides extracted from the red seaweed Gracilaria caudata J Agardh


Seaweeds are considered an important source of bioactive molecules. In this work the red marine alga Gracilaria caudata was submitted to aqueous extraction of their polysaccharides and presented a recovery of 32.8%. The extracted polysaccharides of G. caudata (PGC) had 1% of sulfur atoms and a degree of sulfation of 0.13. The molar mass of PGC was determined by gel permeation chromatography and the molar mass detected was 2.5 x 105 g.mol-1. Chemical analysis made by spectroscopic methods such as Infrared and Nuclear Magnetic Resonance of PGC demonstrated to belong to the agar type galactan family, mainly constituted by alternating residues of β-D-galactose and 3,6-α-L-anhydrogalactose with the hydroxyl groups substituted by ester sulfate, methyl groups and pyruvic acid acetal. Seaweed polysaccharides have recently been shown to act as antitumor agents. The antitumor properties of the polysaccharides extracted from G. caudata (PGC) were investigated in vitro and in vivo. The cytotoxicity of PGC was evaluated in vitro by the methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. This assay demonstrated that PGC had IC50 values greater than 25 μg.mL-1 for all tested cells, being considered non-toxic. The in vivo antitumor activity of PGC against Sarcoma 180 cells transplanted in mice was evaluated and showed anticancer effect in both oral and intraperitoneal routes of administration. PGC significantly reduced tumor growth in 47.59 and 53.53% at the doses of 25 and 50 mg.kg-1 when administered intraperitoneally. The oral administration of 50 and 100 mg.kg-1 of PGC caused inhibition rates of 37.27 and 35.98%, respectively. Interestingly, PGC (25 mg.kg-1) enhanced the antitumor effect presented by 5-fluorouracil (10 mg.kg-1) from 37.22 to 70.74%. The histopathological analysis of liver and kidney showed that both organs were moderately affected by PGC treatment. Though, no significant changes in renal (urea) or liver (enzymatic activity of Alanine and Aspartate aminotransferase) parameters were observed. Results demonstrated that PGC administered by intraperitoneal route increased the relative spleen weight, induced a hyperplasia of lymphoid folicules, enhanced the neutrophil percentage and reverted the leucopeny induced by 5-FU, suggesting that the observed antitumor activity could be related to its immunomodulatory properties.


Keywords: Gracilaria caudata, polysaccharide, Antitumor activity, Sarcoma 180.
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1
INTRODUÇÃO

1.1 
Considerações Gerais Sobre Algas

Alga é um termo genérico desprovido de significado taxonômico que inclui organismos eucariontes fotossintéticos, possuidores de clorofila a e talo não diferenciado em raiz, caule ou folhas, com hábito predominantemente aquático. Estes organismos não são necessariamente semelhantes entre si e nem sempre possuem origem evolutiva próxima (OLIVEIRA, 2003). 

Este coletivo abrange ampla variabilidade morfológica, estrutural e metabólica, possuindo diferentes ciclos de vida. As principais características exclusivas deste grupo são a presença de estrutura reprodutiva unicelular ou, quando multicelular, com todas as células férteis não possuindo, portanto, tecido constituído de células estéreis envolvendo os órgãos de reprodução e tampouco um sistema diferenciado para condução de água. Assim, esse aglomerado de organismos forma um grupo artificial e é classificado atualmente no reino Protista, formando grupos polifiléticos (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998; BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998; SOGIN et al.,1989; CHAPMAN; BUCHHEIM, 1992).

As algas podem ser encontradas nos mais diversos ambientes, ocorrendo desde formas livres terrestres e aquáticas até formas que vivem em associações com outros organismos, como os liquens. As formas mais comuns são aquáticas, podendo ocorrer em rios, lagos, mangues e mares. Nestes ambientes, podem fazer parte dos bentos, conjunto de indivíduos que vivem fixos ao substrato ou do plâncton, conjunto de indivíduos que vivem em suspensão na coluna de água devido à sua pequena ou nula capacidade de locomoção (LEE, 1989; OLIVEIRA, 2003; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Como adaptações a diferentes ambientes, as algas podem se fixar a rochas ou substratos rochosos e calcários, aderir a conchas de moluscos ou a outras algas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998). São mais abundantes em regiões quentes, próximas ao equador, onde apresentam tamanho reduzido e maior variabilidade de espécie, mas se estendem até águas mais frias, atingindo maiores proporções, com menor variabilidade de espécie (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998; LEE, 1989).


A presença de clorofila nas algas não resulta obrigatoriamente em coloração esverdeada. Além da clorofila, esses organismos possuem pigmentos denominados acessórios, que podem mascarar a presença da clorofila proporcionando às algas colorações avermelhadas, pardas ou até enegrecidas (OLIVEIRA, 2003; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998).

As algas podem ser pluricelulares ou unicelulares, apresentando similaridade em muitos aspectos com as plantas, como a composição de seus carboidratos de reserva, suas proteínas e o fato de possuírem clorofila “a” como pigmento fotossintético primário (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998). Estas características suportaram a classificação das algas dentro do reino Plantae durante muitas décadas.


Apesar de não apresentarem origem filogenética concordante, algumas formas de classificação baseadas em suas características morfológicas e estruturais são utilizadas. Uma das classificações possíveis agrupa as algas baseado em seus tamanhos, sendo divididas em dois grandes grupos. O primeiro grupo é formado pelas algas microscópicas, chamadas de microalgas e o segundo compreende as algas macroscópicas, denominadas macroalgas (OLIVEIRA, 2003; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).


Segundo Raven, Evert e Eichhorn (2001), as algas podem ser classificadas, de acordo com características bioquímicas de seus cloroplastos, substâncias de reserva, estrutura física, coloração predominante e ciclo reprodutivo, em três divisões dentro do reino Protista: Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes).


Estudos recentes de filogenia molecular e genômica comparativa têm contribuído para reconstrução da história evolutiva de genes, famílias de genes e organismos. Com base em tais análises as algas são classificadas atualmente nas linhagens descritas a seguir: Chloropyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas), Glaucocystophyta (também chamado de Glaucophyta), Euglenophyta, Chlorarachniophyta e Chromophyta (que inclui os grupos Heterokonta, Haptophyta, Cryptophyta e os dinoflagelados). O grupo Chromophyta recebe essa designação por possuir as clorofilas “a” e “c”, além de vários pigmentos chamados de xantofilas, fazendo com que alguns de seus membros sejam tradicionalmente chamados de algas pardas (PRIETO; SOON; BHATTACHARYA, 2006; BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998).

Análises baseadas na ultraestrutura de algas levaram ao reconhecimento de dois tipos fundamentalmente diferentes de plastídeos, chamados de cloroplastos simples e complexos. O primeiro apresenta duas membranas, derivadas do fenômeno de endossimbiose primária, sendo presente nos grupos Chloropyta, Rhodophyta e Glaucocystophyta. Já os plastídeos complexos possuem três ou mais membranas, decorrentes de endossimbiose secundária, sendo representantes desse grupo virtualmente todas as outras algas (SITTE, 1993; BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998; YOON et al., 2004).

1.2
Importância Ecológica das Algas 

Devido à presença de clorofila e à realização de fotossíntese em seus cloroplastos, as algas desempenham um importante papel ecológico como produtores primários nos oceanos, mares e lagos (XU; GAO, 2008). Portanto, são utilizadas como fonte de carboidratos, proteínas e outras moléculas pelos organismos aquáticos e de maneira indireta, por quase todos os seres vivos, em função da sucessão de níveis tróficos (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). As algas formam a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquáticos devido à sua eficiência fotossintética, sendo responsáveis por cerca de 40 a 50 % da fixação de carbono e produção de oxigênio do planeta. Em adição, as algas incorporam energia solar em biomassa através da fotossíntese, atuam na mineralização e no ciclo dos elementos químicos, desempenhando papel vital na manutenção dos ecossistemas aquáticos (KATZ et al., 2004; OLIVEIRA, 2003; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas podem desempenhar um importante papel em processos de biorremediação, caracterizado como sendo a remoção de elementos químicos potencialmente tóxicos por organismos vivos. A biorremediação tem evoluído como uma tecnologia efetiva para o tratamento e a remoção de contaminantes de natureza orgânica e inorgânica. As algas são especialmente úteis na remoção de íons metálicos tais como cádmio, cobre, zinco, chumbo, cromo e mercúrio, além de alguns compostos orgânicos, podendo ser consideradas “espécies protetoras” no ambiente aquático, pois contribuem para diminuir a fração do contaminante “disponível” para os demais organismos. O uso de algas na recuperação de efluentes contendo espécies metálicas apresenta vantagens, como o baixo custo de operação e elevada eficiência na remoção dos contaminantes de efluentes muito diluídos. Em adição, consórcios de algas podem ser utilizados para remoção de urânio de efluentes derivados de mineração (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003; KALIN; WHEELER; MEINRATH, 2005; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).


Vários estudos demonstraram que as algas apresentam elevada sensibilidade frente a mudanças nas condições ambientais, especialmente em casos de poluição de água. Consequentemente, algumas espécies de algas podem ser utilizadas como bioindicadores de poluição. Esses indivíduos são diretamente afetados por efluentes químicos ou domésticos ricos em matéria orgânica e por contaminação por metais pesados e hidrocarbonetos. Quando os nutrientes nitrogênio e fósforo estão presentes em excesso, ocorre um rápido crescimento e multiplicação de algas e, nestas condições, pode haver mudança no perfil da comunidade, dominação de uma ou algumas espécies e/ou floração de algas. As algas respondem rapidamente e previsivelmente a uma ampla variedade de poluentes e proporcionam um sinal de alerta precoce indicativo de impacto ambiental, favorecendo a ação de medidas mitigadoras para controlar tais problemas (BELLINGER; SIGEE, 2010; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; KUREISHY; ABDEL-MOATI; AL-MUFTAH, 1995).


1.3
Importância Econômica de Algas Marinhas

As algas marinhas são utilizadas como fonte de alimento há milênios. Existem registros de sua utilização a mais de 12 milhões de anos no sítio Monte Verde, sudeste do Chile, na América do Sul. Essa descoberta foi realizada a partir de material arqueológico coletado em lareiras e datada por radiação de 14C (DILLEHAY et al., 2008).

Contudo, a utilização de algas na dieta humana foi popularizada na Ásia, principalmente na China e Japão. Há registros da utilização de algas na China antes do ano 2700 a.C. Sua utilização no Japão, um dos principais produtores e consumidores de algas, parece ter sido importada da China, e a aquicultura primitiva nesse país começou por volta do ano 1670 d.C. (OLIVEIRA, 2003).


Mais de dois milhões de toneladas de algas frescas são processadas por ano para obter produtos alimentícios, principalmente no Oriente. Em adição, cerca de hum milhão e meio de toneladas de algas são coletadas por ano para extração de diversas biomoléculas de interesse econômico, tais como alginatos, ágares e carragenanas (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; OLIVEIRA, 2003). 

As macroalgas do grupo Rhodophyta são as mais exploradas no Brasil. Destas, as algas vermelhas dos gêneros Gracilaria e Hypnea são as mais utilizadas, particularmente na costa nordestina, no trecho que se estende do Estado do Ceará até a Paraíba. Estas algas são exploradas e exportadas, ficando apenas uma pequena parcela da produção no país para o processamento e produção de agar – agar pela indústria brasileira (OLIVEIRA et al.,2002). Esta atividade é responsável pela coleta de milhares de toneladas de algas por ano (OLIVEIRA, 1999). 


Na costa nordestina, destacam-se a bioprospecção das algas Gracilaria cornea, G. caudata e Gracilaria sp. A utilização dessas espécies é principalmente voltada para exportação e produção de Ágar no país. Já as algas do gênero Hypnea, especialmente a espécie Hypnea musciformis, é utilizada para a produção de kapa-carragenana, um ficocolóide de grande valor econômico (OLIVEIRA, 1999). 

Recentemente a espécie de alga vermelha Kappaphycus alvarezii foi introduzida experimentalmente no Brasil, com o objetivo de desenvolver estudos para a implantação de cultivos comerciais no litoral do sudeste brasileiro. Esse fato se deve à grande eficiência desta alga na produção de kappa-carragenana, hidrocolóide utilizado como agente espessante e estabilizante em alimentos, fármacos e cosméticos (REIS; BASTOS; GÓES, 2007). Esta espécie de macroalga vermelha, também conhecida como Eucheuma cottonii, foi uma das principais impulsionadoras da produção e utilização do polissacarídeo carragenana durante a década de 1960. Esta alga é ainda uma das espécies mais exploradas em todo o mundo e a principal produtora de kappa-carragenana (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al., 2002; CAMPO et al., 2009).


Existem também registros da exploração esporádica de duas outras algas vermelhas: Porphyra spp., utilizada como alimento e popularmente conhecida como Nori e Pterocladiella capilacea, utilizada para produção de ágar-ágar. Mas, em ambos os gêneros a produção e utilização é localizada e artesanal (OLIVEIRA, 1999). 

1.4
Polissacarídeos de algas marinhas

A complexidade estrutural das macroalgas é função das condições ambientais em que vivem, onde estão sujeitas às flutuações de umidade, temperatura, salinidade e intensidade luminosa (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).


As algas marinhas possuem parede celular resistente, capaz de suportar a tensão mecânica decorrente do movimento das águas oceânicas e a ação abrasiva das partículas de areia em suspensão. O principal constituinte da fração fibrilar da parede celular das algas marinhas é a celulose (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1998), um polissacarídeo linear com função estrutural formado por repetições do monossacarídeo D-glucose, unidos por ligações β (1→4) (NELSON; COX, 2008).

Além da fração fibrilar, a parede celular das algas marinhas apresenta um componente amorfo e menos rígido que a celulose, o qual confere a flexibilidade e o aspecto mucilaginoso característicos das algas marinhas (KLOAREG; QUATRANO, 1988). O componente amorfo encontrado na parede celular de algas marinhas varia em função das divisões de algas. As algas vermelhas (divisão Rodophyta) possuem polissacarídeos constituídos principalmente por repetições do monossacarídeo galactose, frequentemente chamados de galactanas sulfatadas devido à presença de ésteres de sulfato em sua estrutura, que são o principal componente estrutural da parede celular desses organismos (CRAIGIE, 1990). As algas pardas (divisão Phaeophyta) produzem dois tipos de polissacarídeos como componente mucilaginoso amorfo, os alginatos e as fucanas, enquanto as algas verdes (divisão Clorophyta) apresentam polissacarídeos mais complexos, formados por pelo menos cinco resíduos de monossacarídeos diferentes: D-galactose, ácido D-glucurônico, D-xilose, L-ramnose e L-arabinose (PAINTER, 1983).

Os polissacarídeos presentes na matriz amorfa da parede celular das macroalgas marinhas são alguns dos principais hidrocolóides usados industrialmente. O termo hidrocolóide refere-se a uma variedade de polissacarídeos e proteínas que são amplamente utilizados em vários setores industriais. Esses compostos podem ser utilizados como espessante e gelificante de soluções aquosas, estabilizante de espumas e emulsões, inibidores da formação de cristais de açúcar e de gelo, liberação controlada de aromas, dentre outras possibilidades (WILLIAMS; PHILLIPS, 2000; ARMISEN; GALACTAS, 1987).

Os hidrocolóides podem ser obtidos a partir de vegetais, algas marinhas, animais e bactérias. Gomas exsudadas, celulose, amido e pectina são hidrocolóides obtidos de vegetais. Os polímeros gelatina, caseinato e quitosana são de origem animal (WILLIAMS; PHILLIPS, 2000). Quando o hidrocólide é obtido a partir de algas marinhas, esse composto recebe a denominação ficocolóide. Os principais ficocolóides produzidos em escala industrial são os ágares, alginatos e carragenanas (ARMISEN; GALATAS, 2000).

1.4.1
Polissacarídeos sulfatados de algas marinhas vermelhas

Os termos ágar e carragenana são usados de maneira geral para referir-se a uma família de polissacarídeos relacionados, que apresentam importantes variações intra e intermoleculares as quais afetam suas propriedades gelificantes (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; CRAIGIE, 1990; USOV, 1998; LAHAYE, 2001). Esses polímeros possuem elevado valor comercial devido às suas habilidades de formar fortes géis termorreversíveis a baixas concentrações em soluções aquosas. A construção e o comportamento dessas redes tridimensionais são baseados na auto-associação da estrutura primária regular desses polissacarídeos. Tal característica promove a formação de grandes agregados que somente se dissociam em temperaturas elevadas e formam colóides em temperaturas mais baixas (LAHAYE, 2001).

Essas galactanas compartilham uma estrutura básica comum, constituída por repetições do dissacarídeo formado por unidades alternadas do resíduo de β-galactopiranose unido por ligação α (1→3) e α-galactopiranose unido por ligação β (1→4), que podem ser esquematicamente chamadas de unidades A e unidade B, respectivamente. A principal diferença estrutural entre esses polissacarídeos reside no fato de a unidade B do dissacarídeo básico, ou seja, a α-galactopiranose pertencer à série estereoisomérica L nos ágares e D nas carragenanas, enquanto os resíduos de β-galactose sempre pertencem à série D, como mostrado na Figura 1 (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; USOV, 1998; LAHAYE, 2001).

Dependendo da espécie de alga marinha analisada, as unidades de α-galactopiranose podem se apresentar na forma ciclizada denominada 3,6-anidro-α-galacotpiranose ou como galactose-6-sulfato (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986). Esses polímeros podem ainda apresentar substituições de seus grupos hidroxila por grupamentos metil, piruvato, ésteres de sulfato ou às vezes, por monossacarídeos adicionais (USOV, 1998; LAHAYE, 2001).


A estrutura dessas moléculas aniônicas varia entre as espécies, apesar de as principais características estruturais serem conservadas entre os grupos de algas. Além do tipo de enantiômero encontrado no polímero, o padrão de sulfatação é outro importante fator diferenciador dessas moléculas. A distribuição de grupos sulfato ao longo do esqueleto de galactose é bastante heterogênea e o conteúdo de sulfato entre as espécies produtoras de galactanas é notavelmente variável (POMIN; MOURÃO, 2008; POMIN, 2009; POMIN, 2010).

A ocorrência de galactanas sulfatadas é consideravelmente restrita na natureza. Elas são comumente isoladas da parede celular de algas marinhas verdes (Clorophyta) e vermelhas (Rhodophyta). Ocasionalmente, esses polímeros podem ser extraídos do revestimento gelatinoso dos ovos de ouriços do mar (Echinodermata) e da túnica externa de ascídias (Urochordata, Ascidiaceae) (POMIN, 2010).
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Figura 1 – Representação em cadeia da estrutura básica das galactanas de algas marinhas. A unidade A é sempre formada por (→3) β-D-galactopiranose, enquanto a unidade B pode consistir de α-D-galactopiranose para carragenanas ou α-L-galactopiranose para ágares. 

Em adição, existe uma única descrição de galactanas sulfatadas isoladas de uma gramínea marinha (Angiospermae, Spermatophyta). Contudo, as galactanas sulfatadas são exclusivamente sintetizadas por organismos marinhos (POMIM; MOURÃO, 2008; POMIM, 2010). Em todos os casos descritos, as galactanas sulfatadas ocorrem em elevadas concentrações na matriz extracelular, de modo semelhante aos glicosaminoglicanos encontrados na matriz extracelular de tecidos conectivos de mamíferos, especialmente cartilagens (POMIN, 2010).


Modificações na estrutura básica das galactanas sulfatadas podem alterar suas propriedades fisioquímicas e, consequentemente, suas aplicações industriais e atividades biológicas. Por exemplo, níveis elevados de unidades de 3,6-anidro-α-galacotpiranose e baixo conteúdo de sulfato são importantes requerimentos estruturais para formar géis fortes em soluções aquosas (USOV, 1998; POMIN; MOURÃO, 2008; POMIN, 2010). O grau de sulfatação dos ágares é sempre menor que o apresentado pelas carragenanas, fazendo com que produzam géis mais fortes que aqueles produzidos pelas carragenanas (ARMISEN; GALACTAS, 1987; USOV, 1998). Os grupamentos hidroxila das carragenanas são também substituídos por piruvato ou grupamentos metílicos, entretanto tais substituições são mais frequentes em ágares (LAHAYE, 2001).


Devido às várias possibilidades de combinações de posicionamento dos grupos substituintes, tanto os ágares quanto as carragenanas podem apresentar ampla variedade de estruturas diferenciadas (VAN DE VELDE et al., 2002; LAHAYE, 2001; USOV, 1998). Com o objetivo de facilitar a descrição das diferentes estruturas de galactanas sulfatadas, Knutsen et al. (1994) propuseram o uso de notações abreviadas para referir-se às estruturas repetitivas observadas em carragenanas e ágares. Nesta notação, as letras D e L referem-se à unidade 4-O-ligada (unidade B) de α-D-galactose e α-L-galactose, respectivamente, enquanto DA e LA correspondem aos seus respectivos derivados anidrogalactose. A letra G representa a unidade 3-O-ligada β-D-galactose (unidade A) e os grupos substituintes são representados pelas letras M para éter metílco, P indicando piruvato e S correspondendo a éster de sulfato, com a posição no açúcar dado pelo número do carbono (TABELA 1). 

Essa representação é baseada na universalmente aceita nomenclatura IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry nomenclature”) e permite a descrição sistemática de polímeros complexos. A maioria das publicações recentes que descrevem estruturas complexas adota essa nomenclatura baseada em letras, demonstrando a importância científica da mesma em trabalhos com ágares e carragenanas (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al., 2002).

Tabela 1 – Notações abreviadas dos resíduos de açúcares e grupos substituintes em ágares e carragenanas.


		Letra codificada

		Nomenclatura segundo IUPAC



		D

		(→4)-α-D-galatopiranose



		DA

		(→4)-3,6-anidro-α-D-galatopiranose



		G

		(→3)-β-D-galatopiranose



		L

		(→4)-α-L-galatopiranose



		LA

		(→4)-3,6-anidro-α-L-galatopiranose



		M

		O-metil



		P

		4,6-O-(1-carboxietilideno)



		S

		Éster sulfato



		D2S,6S

		(→4)-α-D-galatopiranose-2,6-dissulfato



		DA2S

		(→4)-3,6-anidro-α-D-galatopiranose



		L2M,6S

		(→4)-2-O-metil-α-L-galactopiranose-6-sulfato



		-G4S-DA-G-

		(→3)-β-D-galatopiranose-4-sulfato-(1→4)-3,6-anidro-α-D-galatopiranose-(1→3)-β-D-galatopiranose (1→)





Fonte: Adaptado de Knutsen et al. (1994). 

1.4.2
Galactanas tipo ágar 

Ágar pode ser definido como um hidrocolóide que apresenta forte poder gelificante, obtido de várias famílias de algas marinhas da divisão Rhodophyta, principalmente as famílias Gelidiaceae e Gracilariaceae (ARMISEN, 1995; MARINHO-SORIANO, 2001). Esse composto é o ficocolóide mais antigo conhecido e começou a ser manufaturado e comercializado entre os séculos XVII e XVIII no Japão (ARMISEN; GALACTAS, 1987).

Embora compartilhem certas características, os ágares provenientes de diferentes algas possuem propriedades físico-químicas distintas. As espécies agarófitas mais utilizadas industrialmente pertencem aos gêneros Gelidium, Gracilaria, Pterocladia e Gelidiella (ARMISEN; GALACTAS, 1987). Apesar de as primeiras extrações e utilizações de ágar terem sido realizadas a partir de algas do gênero Gelidium (ARMISEN, 1995) as espécies do gênero Gracilaria são as principais fontes de ágar encontradas na natureza (KUMAR; FOTEDAR, 2009). 

A estrutura química dos ágares começou a ser estudada por técnicas de fracionamento, seguidas por hidrólise química e enzimática. Contudo, somente com o auxílio de técnicas espectroscópicas de infra-vermelho e ressonância magnética nuclear a estrutura desses polímeros pôde ser mais detalhadamente analisada (ARMISEN; GALACTAS, 1987). 


O esqueleto estrutural do ágar é caracterizado por uma cadeia linear formada por unidades repetitivas de (→3) β-D-galactopiranose e (→4) α–L-galactopiranose (ARMISEN; GALACTAS, 1987; ARMISEN; GALATAS, 2000) conforme descrito na Figura 2. Uma parte substancial ou mesmo todos os resíduos de (→4) α-galactose podem existir na forma de 3,6-anidro-α-L-galactose (USOV, 1998). O polissacarídeo formado por unidades repetitivas de (→3) β-D-galactopiranose e (→4)-3,6-anidro-α–L-galactose é historicamente denominado agarobiose e é considerado a estrutura básica dos ágares (ARAKI, 1966, apud LAHAYE, 2001). 

A identificação de modificações químicas naturais na estrutura do ágar por ésteres de sulfato, éteres metílicos e acetais de piruvato (ARMISEN; GALATAS, 2000) e o grau de substituição, especialmente por ésteres de sulfato, levaram à proposição de que os polissacarídeos tipo ágar seriam formados por dois polímeros diferenciados, chamados de agarose e agaropectina, conforme demonstrado na Figura 3 (ARAKI, 1966, apud LAHAYE, 2001).

Segundo essa terminologia, a agarose é responsável pelo poder gelificante conhecido dos ágares, enquanto a agaropectina possui pequena habilidade para formar colóides (ARMISEN; GALACTAS, 1987). 

A agarose é definida como um polissacarídeo neutro de cadeia longa, formado por resíduos de (→3) β-D-galactopiranose ligados a resíduos de (→4) 3,6-anidro-α-L-galactose. Esse composto pode ser obtido por técnicas de fracionamento do ágar total, sendo a fração não carregada resultante. Esses polímeros podem ainda apresentar substituições de seus resíduos de monossacarídeos por 6-O-metil-D-galactose, L- galactose e 2-O-metil-L-galactose, conforme Figura 3 (ARMISEN; GALACTAS, 1987; ARMISEN; GALATAS, 2000).

[image: image29.jpg]@é?«@ 3 8%
oy % PN A SO
»P@r&\@.%b&:ww\ &3P,
iégémsama wuwr PP
e sy L b
B T e ¥ Q«h,\&
o i e





 

[image: image30.jpg]ot
NIt 3

L ) lv.téﬂﬂ.ﬁ',

LX)





[image: image31.jpg]



[image: image32.jpg]





[image: image5.wmf]O


O


H


O


O


H


O


O


H


O


O


H


O


H


O


H




Figura 2 – Estrutura básica repetitiva de galactanas tipo agarana. O polissacarídeo é formado por repetições dos resíduos de monossacarídeos (1→3)-β-D-galactose (unidade A) e (1→4)-α-L-galactose (unidade B).

Ainda de acordo com Armisen e Galactas (1987), a fração carregada do ágar total, chamada agaropectina, é formada por repetições dos resíduos (→3) β-D-galactopiranose e (→4) α-L-galactopiranose com elevada quantidade de substituintes carregados. A análise da composição monossacarídica após hidrólise da agaropectina obtida de espécies agarófitas revelou a presença de resíduos de L-galactose, 3,6-anidro-L-galactose, D-galactose-2,6-dissulfato, D-galactose, ácido glucurônico, 4,6-O-(1-carboxietilideno)-D-galactose, L-galactose-6-sulfato e D-galactose-4-sulfato, sendo os dois últimos as principais unidades sulfatadas e o resíduo 3,6-anidro-L-galactose presente em quantidade moderada (FIGURA 3).

O resíduo (→4)-α-L-galactose-6-sulfato é considerado um precursor biogenético dos resíduos de (→4)-3,6-anidro-α-L-galactose. Essa conversão é catalisada nos tecidos algais por uma enzima específica (sulfato eliminasse) e pode ser quimicamente realizada por tratamento alcalino dos polissacarídeos (USOV, 1998). O ágar natural produzido por espécies do gênero Gracilaria não apresenta elevado poder gelificante. Contudo, a capacidade gelificante e, consequentemente, a qualidade do ágar pode ser melhorada por essa transformação (ARMISEN, 1995).
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Figura 3 – Estrutura química básica da agarose, também chamada de agarobiose (1) e da agaropectina, também conhecida como agarana (2). O primeiro polímero é formado por repetições de unidades de (1→3)-β-D-galactose (unidade A) e (1→4)- 3,6-anidro-α-L-galactose (unidade B) enquanto o segundo apresenta (1→3)-β-D-galactose como unidade A e (1→4)-α-L-galactose formando a unidade B com substituições por grupamentos metil ou sulfato nos átomos indicados.

Essa classificação foi posteriormente considerada uma visão simplista devido à descoberta de galactanas que apresentam continuidade de regiões neutras e altamente carregadas observadas na mesma molécula (DUCKWORTH; YAPHE, 1971) e entre moléculas pouco e muito metiladas (LAHAYE, 1986). 

Craigie (1990) propôs a substituição do termo genérico “ágar” por “agarocolóides” e que as denominações ágar e agaróide fossem utilizadas para referir-se às famílias de ágares gelificantes e não gelificantes, respectivamente. Posteriormente, Knutsen et al. (1994) propuseram o nome agarana para designar polissacarídeos construídos por unidades alternantes de (→3)-β-D-galactose e (→4)-α-L-galactose e o termo agarose para polímeros que apresentam (→4)-3,6-anidro-D-galactose como segundo resíduo do dissacarídeo básico (FIGURA 3).

Os polissacarídeos de ocorrência natural podem ser formados por moléculas regulares construídas de unidades dissacarídicas idênticas repetitivas, como no caso da agarose, porém essas moléculas são mais frequentemente híbridos contendo várias unidades repetitivas substituídas (USOV, 1998). Esta característica explica a variação de nomenclaturas propostas para esses polímeros e reflete a grande diversidade estrutural que essas moléculas podem apresentar, assim como a dificuldade em criar uma terminologia que relacione perfeitamente as características estruturais e as propriedades gelificantes desses compostos (LAHAYE, 2001). 


1.4.3
Galactanas tipo carragenana

As carragenanas representam um dos principais hidrocolóides utilizados na indústria alimentícia. Carragenana é um nome genérico que compreende uma família de polissacarídeos obtidos de macroalgas vermelhas como Gigartina, Chondrus crispus, Hypnea, Eucheuma e Kappaphycus (CAMPO et al., 2009), sendo os gêneros Eucheuma e Kappaphycus os mais explorados para fins industriais (ARMISEN; GALATAS, 1987). 

A primeira carragenana descoberta foi extraída de Chondrus crispus em 1862 e foi chamada de carragenina. Esse nome foi posteriormente substituído por carragenana para adotar o sufixo “an” característico de carboidratos (PEREIRA et al., 2009). Esses polímeros são utilizados na indústria alimentícia como espessante, gelificante e estabilizante em sobremesas congeladas, achocolatados e sorvetes, assim como na produção gêneros não alimentícios como cosméticos, formulações farmacêuticas, tintas e têxteis (VAN DE VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004, VAN DE VELDE et al., 2002).

As carragenanas são uma família de galactanas sulfatadas hidrossolúveis de cadeia linear, podendo apresentar diferentes padrões de substituições por ésteres de sulfato, dentre outras. As letras utilizadas para representar a estrutura desses polímeros correspondem à denominação simplificada desenvolvida por Knutsen et al. (1994) (TABELA 1).  São principalmente constituídas de unidades alternantes de (→3)-β-D-galactopiranose (unidade G) e (→4)-α-D-galactopiranose (unidade D) ou (→4)-3,6-anidro-α-D-galactopiranose (unidade DA), formando a unidade dissacarídica repetitiva das carragenanas (FIGURA 4) (CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004; VAN DE VELDE et al, 2002; LAHAYE, 2001; USOV, 1998; DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Como as carragenanas naturais são uma família de polissacarídeos com diferentes padrões de substituições, o termo unidade dissacarídica repetitiva refere-se à estrutura idealizada desses polímeros (VAN DE VELDE et al, 2002; USOV, 1998).

Os polissacarídeos sulfatados são classificados de acordo com a posição e número de grupamentos sulfato e presença de ligações 3,6-anidro no resíduo de galactose 4-O-ligado (CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE et al., 2002). Os grupos sulfato são covalentemente ligados via ligações éster dos átomos de carbono C-2, C-4 e C-6 dos resíduos de galactose (DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Além de galactose e sulfato, outros resíduos de carboidrato podem estar presentes em carragenanas como xilose, glucose e ácidos urônicos, assim como os grupos substituintes metil éter e piruvato (VAN DE VELDE et al., 2002; LAHAYE, 2001). 


De modo semelhante à nomenclatura proposta para os polissacarídeos tipo ágar, Knutsen et al. (1994) sugeriram restringir o nome “carragenana” a polissacarídeos formados por resíduos alternados de (→4)-α-D-galactopiranose e (→3)-β-D-galactopiranose, enquanto o termo “carragenose”, seria utilizado quando o resíduo 4-O-ligado for 3,6-anidro-α-D-galacotse (FIGURA 4) (LAHAYE, 2001; USOV, 1998; VAN DE VELDE et al, 2002).

Os tipos mais comuns de carragenanas são tradicionalmente identificados por prefixos gregos. As três carragenanas mais importantes comercialmente são chamadas de iota (ι-), kappa (κ-) e lambda (λ-) carragenanas (FIGURA 5) e os seus nomes correspondentes baseados na nomenclatura IUPAC são carragenose 2,4’-dissulfato (G4S-DA2S), carragenose 4’-sulfato (G4S-DA) e carragenana 2,6,2’-trissulfato (G2S-D2S,6S) (PEREIRA et al., 2009; VAN DE VELDE et al., 2002; DE RUITER; RUDOLPH, 1997). 


Além das três estruturas citadas, outras 12 estruturas dissacarídicas repetitivas de carragenanas foram encontradas em galactanas de algas e nomeadas por letras gregas (LAHAYE, 2001), tais como xi (G2S-D2S), theta (G2S-DA2S), beta (G-DA), mu (G4S-D6S) e nu (G4S-D2S,6S) (PEREIRA et al., 2009). As duas últimas (mu e nu) são os precursores biológicos das carragenanas tipo kappa e iota, respectivamente, formados pela ação de uma enzima sulfoidrolase ou pela exposição a condições alcalinas (VAN DE VELDE et al., 2002), através da formação de ligação 3,6-anidrogalactose (FIGURA 5) (PEREIRA et al., 2009).
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Figura 4. Estrutura química básica de carragenanas (1) e carragenoses (2). O primeiro polímero é formado por repetições de unidades de (1→3)-β-D-galactopiranose (representado pela letra G) e (1→4)-α-D-galactopiranose (representado pela letra D) enquanto o segundo polissacarídeo apresenta o mesmo resíduo representado pela letra “G” ligado a (1→4)- 3,6-anidro-α-D-galactose (representado pelas letras DA) como segundo resíduo.

Os diferentes tipos de carragenanas são obtidos de espécies distintas do grupo Rodophyta. Kappa-carragenana é predominantemente obtida a partir da alga Kappaphycus alvarezii enquanto Eucheuma denticulatum é a principal espécie produtora de iota-carragenana (CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE et al, 2002; DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Contudo, as carragenanas naturais geralmente produzem estruturas complexas híbridas, formadas por misturas de diferentes tipos de carragenanas, dependendo do ciclo de vida, estágio de desenvolvimento e condições ambientais (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al, 2002). As espécies dos gêneros Gigartina e Chondrus apresentam ciclo de vida com alternância de gerações gametofítica haplóide e esporofítica diplóide, onde a fase esporofítica produz lambda-carragenana enquanto a fase gametofítica produz uma carragenana híbrida do tipo kappa / iota (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).
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Figura 5. Representação esquemática de diferentes estruturas da unidade dimérica repetitiva das carragenanas comerciais e estruturas relacionadas. Adaptado de Campo et al. (2009) e Van De Velde et al. (2002).

1.5
Considerações gerais sobre o câncer

1.5.1
Incidência de câncer no Brasil e no mundo


Segundo recente relatório da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), a incidência global de casos de câncer dobrou nos últimos 30 anos do século XXI e é estimado que esse número dobre novamente entre os anos 2000 e 2020 e quase triplique  até 2030. Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam cerca de 12 milhões de casos novos de câncer e 7 milhões de óbitos. Até pouco tempo, o câncer era considerado uma doença do mundo ocidental industrializado. Atualmente a situação tem mudado dramaticamente, com a maioria dos casos de câncer descobertos em países pobres ou em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). 


Ainda de acordo com a IARC/OMS, estimou que em 2008 ocorreriam 12,4 milhões de casos novos e 7,6 milhões de óbitos por câncer no mundo. Destes, os mais incidentes seriam o câncer de pulmão (1,52 milhões de casos novos), mama (1,29 milhões) e cólon e reto (1,15 milhões). Devido ao mau prognóstico, o câncer de pulmão foi estimado como a principal causa de morte (1,31 milhões óbitos), seguido pelo câncer de estômago (780 mil óbitos) e pelo câncer de fígado (699 mil óbitos). Para América do Sul, Central e Caribe, estimou-se em 2008 cerca de um milhão de casos novos de câncer e 589 mil óbitos. Em homens, o mais comum seria o câncer de próstata, seguido por pulmão, estômago e cólon e reto. Nas mulheres, o mais frequente seria o câncer de mama, seguido do colo do útero, cólon e reto, estômago e pulmão (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).


No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 serão válidas também para o ano de 2011, e apontam para a ocorrência de 489.270 casos novos de câncer, sendo 236.240 casos novos para o sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino (TABELA 1). Estima-se que o câncer de pele do tipo não melanoma (114 mil casos novos) será o mais incidente na população brasileira, seguido pelos tumores de próstata (52 mil), mama feminina (49 mil), cólon e reto (28 mil), pulmão (28 mil), estômago (21 mil) e colo do útero (18 mil) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).


A importância do câncer na área de saúde pública vem aumentando à medida que ocorre o controle progressivo de outras doenças. Atualmente, mesmo após importantes avanços no entendimento das neoplasias, o câncer representa a segunda principal causa de mortalidade por doença no mundo, sendo diagnosticados mais de 10 milhões de novos casos a cada ano (SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005).

Tabela 2 – Estimativas para o ano 2010 de número de casos novos por câncer no Brasil em homens e mulheres, segundo localização primária.

		Localização Primária


Neoplasia Maligna

		Estimativa de novos casos



		

		Masculino

		Feminino

		Total



		Próstata

		52.350

		-

		52.350



		Mama feminina

		-

		49.240

		49.240



		Traquéia, brônquio e pulmão

		17.800

		9.830

		27.630



		Cólon e reto

		13.310

		14.800

		28.110



		Estômago

		13.820

		7.680

		21.500



		Colo de útero

		-

		18.430

		18.430



		Cavidade oral

		10.330

		3.790

		14.120



		Esôfago

		7.890

		2.740

		10.630



		Leucemias

		5.240

		4.340

		9.580



		Pele melanoma

		2.960

		2.970

		5.930



		Outras localizações

		59.130

		192.590

		375.420



		Subtotal

		182.830

		192.590

		375.420



		Pele não melanoma

		53.410

		60.440

		113.850



		Todas as neoplasias

		236.240

		253.030

		489.270





Fonte: Instituto Nacional de Câncer - INCA/MS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).


1.5.2
Características intrínsecas do câncer

O câncer é uma doença caracterizada pelo crescimento descontrolado e espalhamento anormal de células. Se o espalhamento não for controlado, pode resultar em morte. Essa patologia pode ser causada por fatores externos (tabaco, agentes químicos, radiação e organismos infecciosos) e fatores internos (mutações hereditárias, desbalanço hormonal, defeitos no sistema imune e mutações decorrentes do metabolismo). Esses fatores podem agir juntos ou em sequência para iniciar a carcinogênese e o tratamento envolve desde procedimentos cirúrgicos até quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Todos os tipos de câncer envolvem mudanças dinâmicas no genoma celular que resultam em oncogenes capazes de gerar ganho de funções celulares e bloqueio de genes supressores de tumores, causando alterações no ciclo celular (BISHOP; WEINBERG, 1996; HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Cerca de 5% de todos os cânceres são fortemente hereditários, onde alterações genéticas hereditárias conferem elevado risco de desenvolver um ou mais tipos específicos de câncer. Contudo, a maioria dos cânceres resulta de mutações genéticas que ocorrem durante a vida do indivíduo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Evidências indicam que a tumorigênese em seres humanos é um processo que ocorre em várias etapas, em função de alterações genéticas que levam à transformação de células normais em derivados altamente malignos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).


Modelos transgênicos de tumorigênese em ratos demonstraram que a transformação de células normais em variantes malignas envolve múltiplas etapas limitantes (BERGERS; HANAHAN; COUSSENS, 1999). Informações obtidas da observação de cânceres humanos e modelos animais sugerem que o desenvolvimento de tumores ocorre mediante uma sucessão de mudanças genéticas, cada uma conferindo um tipo de vantagem para o crescimento celular, levando à progressiva conversão de células normais em células cancerosas (HANAHAN; WEINBERG, 2000; NOWELL, 1976).


Segundo Hanahan e Weinberg (2000) existem mais de 100 tipos diferentes de câncer, além de subtipos desses tumores dependendo do órgão acometido. Ainda de acordo com esses autores, as células cancerosas possuem defeitos nos circuitos regulatórios que governam a proliferação celular normal e a homeostase. Tais defeitos são causados por pelo menos sete alterações essenciais na fisiologia celular: auto-suficiência em fatores de crescimento; insensibilidade a fatores antiproliferativos; evasão da morte celular programada (apoptose); potencial replicativo ilimitado; neo-vascularização (angiogênese); invasão tecidual e metástase. 

Posteriormente, outras duas características intrínsecas ao desenvolvimento de tumores foram sugeridas: a habilidade de células malignas em evadirem-se da supressão de tumores promovida pelo sistema imune (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004) e a inflamação (MANTOVANI, 2009; COLOTTA et al., 2009), em virtude de várias doenças inflamatórias aumentarem o risco de câncer e um componente inflamatório ser observado no microambiente da maioria dos tecidos neoplásicos, inclusive daqueles não epidemiologicamente relacionados com inflamação (COLOTTA et al., 2009). As principais características de cada alteração fisiológica são descritas a seguir (FIGURA 6).
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Figura 6 – Capacidades adquiridas por células neoplásicas, necessárias ao desenvolvimento de tumores malignos. Adaptado de Hanahan e Weinberg (2000); Dunn, Old e Schreiber (2004); Mantovani (2009); Colotta et al. (2009).

Auto-suficiência em fatores de crescimento. Células normais necessitam de sinais mitogênicos de crescimento para entrar no estado proliferativo. Na ausência de tais fatores nenhuma célula normal é capaz de sair do estado quiescente. Esse comportamento contrasta fortemente com o exibido por células tumorais, as quais invariavelmente demonstram dependência bastante reduzida de estimuladores de crescimento exógenos (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Embora a maioria dos fatores  mitogênicos de crescimento (do inglês Growth factor, GF) sejam produzidos por um tipo celular para estimular a proliferação de outra célula, processo conhecido como sinalização heterotípica, muitas células cancerosas adquirem a habilidade de sintetizar fatores de crescimento os quais a própria célula produtora responde, criando uma auto-sinalização por “feed back” positivo, denominado estimulação autócrina (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000). A estimulação autócrina pode também subverter a resposta do sistema imune simultaneamente. As moléculas sinalizadoras, como as interleucinas IL-4 e IL-10, podem polarizar a resposta dos linfócitos T, convertendo-os para células TH2 ao invés de TH1, portanto inativando a imunidade contra tumores, frequentemente desencadeada por células TH1 (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).


Insensibilidade a fatores antiproliferativos. Em tecidos normais, múltiplos sinais antiproliferativos atuam para manter as células quiescentes e a homeostase tecidual. Esses sinais são recebidos por receptores transmembranares de superfície acoplados a uma cascata de sinalização intracelular. Para haver desenvolvimento tumoral as células cancerosas devem evadir-se desses fatores antiproliferativos, geralmente pela desarticulação do circuito de sinalização interna, impedindo a produção desses sinais (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000).


Evasão da apoptose. A morte celular programada (apoptose) é uma das principais barreiras contra o desenvolvimento de tumores malignos. A adesão ou não à morte celular programada é estreitamente regulada. Sensores intracelulares monitoram o bem estar celular e ativam a via de morte em resposta à detecção de anormalidades, incluindo lesão no DNA, expressão de oncogenes, diminuição de nutrientes, insufuciência de fatores de sobrevivência e hipóxia (EVAN; LITTLEWOOD, 1998; WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; HANAHAN; WEINBERG, 2000; KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). A resistência à apoptose pode ser atingida por células tumorais através de várias estratégias. Contudo, a mais comum é uma mutação no gene supressor de tumor p53, que impede a produção da proteína p53, resultando na remoção de um componente chave na indução da apoptose (EVAN; LITTLEWOOD, 1998). 


Potencial replicativo ilimitado. O potencial replicativo ilimitado das células tumorais requer a manutenção das extremidades dos cromossomos, conhecidos como telômeros. O progressivo encurtamento dos telômeros após sucessivos ciclos de replicação resulta na desproteção da extremidade cromossomal ocasionando desordem e fusão das extremidades de cromossomos distintos. As células tumorais desenvolvem a capacidade de replicação ilimitada devido à expressão em altos níveis da enzima telomerase, que adiciona repetições de um hexanucleotídeo na extremidade telomérica do DNA, impedindo o encurtamento do mesmo (SHAY; WRIGHT, 2000; RHYU, 1995; HANAHAN; WEINBERG, 2000; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; KELLAND, 2007).

Neo-vascularização (angiogênese). O suprimento de oxigênio e nutrientes fornecido pelo sistema vascular é fundamentai para a sobrevivência celular. Por isso, praticamente todas as células corporais residem entre 100 e 200 μm de um vaso sanguíneo, distância limite para difusão do oxigênio. Para organismos multicelulares crescerem além desse tamanho é necessário recrutar novos vasos sanguíneos por vasculogênese e angiogênese. Esse processo é regulado pelo balanço entre moléculas pro e antiangiogênicas e é desencadeado por células cancerosas (CARMELIET; JAIN, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2000). A ativação da angiogênese pode ser desencadeada por vários fatores, incluindo estresse metabólico, como redução da pressão de oxigênio e hipoglicemia, estresse mecânico, como a pressão gerada por células proliferativas, resposta imune / inflamatória e mutações genéticas como ativação de oncogenes ou deleção de genes supressores de tumores (CARMELIET; JAIN, 2000; BOUCK; STELLMACH; HSU, 1996).


Invasão tecidual e metástase. O estabelecimento de células tumorais em locais distantes do tumor primário, chamado de metástase, é a causa de 90% das mortes por câncer (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000). Para criar uma colônia metastática, uma célula ou grupo de células tumorais devem ser capazes de se dissociar do tumor primário, invadir a matriz extracelular circundante, entrar no espaço vascular ou linfático, escapar da imunovigilância, extravasar da circulação sanguínea ou linfática, penetrar no tecido alvo e proliferar como uma colônia secundária (STETLER-STEVENSON; AZNAVOORIAN; LIOTTA, 1993; LIOTTA; STETLER-STEVENSON, 1991). Várias classes de proteínas são alteradas em células tumorais capazes de invadir tecidos e causar metástases. Dentre estas, destacam-se as moléculas de adesão célula-célula (CAM), especialmente membros das famílias de imunoglobulinas e caderinas que são mediadoras de interações intercelulares, e integrinas, que ligam células a substratos na matriz extracelular (APLIN et al., 1998). Também ocorre o aumento da expressão de proteases extracelulares e a expressão reduzida de genes inibidores de proteases (WERB, 1997).


Microambiente inflamatório tumoral. A inflamação envolve uma resposta bem coordenada do sistema immune inato e adquirido após infecção ou injúria tecidual por fatores exógenos ou endógenos. Qualquer distúrbio na homeostase tecidual ativa as células da imunidade inata, que são a primeira linha de defesa corporal (HUSSAIN; HARRIS, 2007). O microambiente tumoral é caracterizado pela infiltração de leucócitos como macrófagos (especialmente macrófagos associados a tumores chamados de TAM, do inglês “tumor-associated macrophages”), neutrófilos, células dendríticas, eosinófilos, mastócitos e linfócitos, presença de polipeptídeos mensageiros da inflamação, representados pelas citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-1, IL-6, interferons, quimiocinas como CCL2 e CXCL8, mediadores citotóxicos incluindo espécies reativas de oxigênio (ERO’s), proteases serínicas e cisteínicas e metaloproteinases (COUSSENS; WERB, 2002; COLOTTA et al., 2009). 


Qualquer falha no preciso controle dos componentes imunes pode levar à inflamação crônica, gerando um microambiente patológico que pode favorecer a iniciação e progressão do câncer. O microambiente inflamatório sustentado provém de um constante suprimento de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio, aldeídos reativos, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento capazes de perturbar a homeostase celular, levando a um quadro de instabilidade genética e risco de desenvolvimento de células malignas (HUSSAIN; HARRIS, 2007; BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

Dados recentes sugerem que um mecanismo adicional envolvido na inflamação relaciona ao câncer (CRI, do inglês “cancer-related inﬂammation”) é a indução de instabilidade genética por mediadores inflamatórios, levando ao acúmulo de alterações genéticas em células cancerosas (COLOTTA et al., 2009).


Todas ou a maioria das capacidades intrínsecas ao desenvolvimento de tumores devem ser adquiridas direta ou indiretamente através de mudanças no genoma de células cancerosas. Contudo, mutações em genes específicos ao desenvolvimento de cada uma das novas habilidades das células tumorais parecem um processo pouco eficiente e difícil de acontecer devido ao sofisticado mecanismo de monitoramento e reparo do DNA celular, capaz de assegurar que qualquer mutação seja um evento raro (HANAHAN; WEINBERG, 2000).


A maioria das alterações genéticas que contribuem para a transformação de células normais em malignas acontece em genes reguladores de crescimento e em genes envolvidos no controle do ciclo celular. Acredita-se que o mau funcionamento desses genes seja o responsável pela instabilidade genética observada em células malignas (HANAHAN; WEINBERG, 2000; LENGAUER; KINZLER; VOGELSTEIN, 1998; RAPTIS; BAPAT, 2006).


 
A instabilidade genética pode se apresentar através de alterações no comprimento de pequenas sequências de DNA, resultando em instabilidade microssatélite (MIN, do inglês “microsatellite instability”), uma consequência da inativação de genes envolvidos em reparo de danos no DNA. Pode também resultar de grandes mudanças cromossomais, como translocações ou amplificações, que levam a instabilidade cromossomal (CIN, do inglês chromosomal instability) ou alterações no comprimento dos telômeros e atividade da telomerase. Em adição, o silenciamento de genes através de hipermetilação de regiões promotoras ou aumento da expressão gênica através da hipometilação destas regiões também levam à instabilidade genética (RAPTIS; BAPAT, 2006; LENGAUER; KINZLER; VOGELSTEIN, 1998). 


Vários genes supressores de tumores têm sido descobertos. O membro mais proeminente desses genes é a família de proteínas supressoras de tumores p53 que, em resposta a uma lesão no DNA, é capaz de elicitar a suspensão do ciclo celular, para evitar a replicação do DNA lesionado, permitir o seu reparo e restabelecer a integridade genômica, ou desencadear a apoptose se a lesão no DNA for muito extensa (GASSER; RAULET, 2006; EVAN; LITTLEWOOD, 1998).

1.5.3
O sistema imune

O sistema imune humano é composto por dois compartimentos distintos, a imunidade inata ou natural e a imunidade adquirida ou adaptativa (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; BALKWILL; MANTOVANI, 2001; COUSSENS; WERB, 2002).

As células da imunidade inata, tais como células dendríticas (DC, do inglês “dendritic cells”) natural killer (NK), macrófagos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos e mastócitos são a primeira linha de defesa contra patógenos. DCs, macrófagos e mastócitos servem como sentinelas que residem nos tecidos e continuamente monitoram o seu microambiente por sinais de perigo. Quando a homeostase tissular é perturbada, macrófagos e mastócitos imediatamente liberam mediadores solúveis, tais como citocinas, quimiocinas, proteases remodeladoras da matriz extracelular, espécies reativas de oxigênio (ERO’s) e espécies reativas de nitrogênio, além de ativar mediadores como a histamina, capaz de induzir mobilização e infiltração adicional de leucócitos para o tecido afetado. Esse processo culmina com o desenvolvimento de um quadro inflamatório que leva à eliminação dos patógenos e reparo do tecido lesado (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN; HARRIS, 2007; COLOTTA et al., 2009).

Os macrófagos e mastócitos podem também ativar respostas vasculares e fibroblásticas para promover a eliminação dos organismos invasores e iniciar o reparo tecidual. As células dendríticas são as principais células apresentadoras de antígenos (APC’s, do inglês antigen-presenting cells). Essas células apanham antígenos exógenos e migram para os órgãos linfóides onde apresentam os antígenos para as células da imunidade adaptativa, atuando como componentes – chave na interface entre imunidade inata e imunidade adaptativa. As células NK também participam da comunicação entre as células da imunidade inata e a adaptativa, por sua capacidade de interagir bidireccionalmente com DC’s. Certos subgrupos das células NK eliminam DC’s imaturos enquanto outros promovem a maturação destas células (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN; HARRIS, 2007; BALKWILL; MANTOVANI, 2001; MEDZHITOV, R.; JANEWAY, 1997).


A característica única que define a imunidade inata é a habilidade em responder rapidamente a uma injúria tecidual, sem ataque prévio, memória ou especificidade antigênica. Os microrganismos são reconhecidos através de um limitado número de receptores de reconhecimento padrão de microrganismos (PRR, do inglês ‘germline-encoded Pattern-Recognition Receptors’). Esses receptores reconhecem componentes microbianos conhecidos como padrões moleculares associados a patógenos (PAMP, do inglês Pathogen Associated Molecular Patterns), tais como LPS ou DNA CpG bacteriano e ativam diretamente as células imunes (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). 


A principal classe de PRR’s é representada pela família de receptores ‘Toll-like’ (TLR, do inglês ‘Toll-like receptors’). Os receptores ‘toll-like’ são expressos em várias células imunes como macrófagos, células dendríticas, alguns linfócitos B e T e até mesmo em células não imunes como fibroblastos e células epiteliais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).


A ativação aguda da imunidade inata desencadeia a ativação do mais sofisticado sistema imune adquirido. A indução eficiente da resposta imune adaptativa primária requer interações diretas com células apresentadoras de antígenos e um ambiente pró-inflamatório (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).


Após reconhecimento de um PAMP por um TLR, as células apresentadoras de antígenos endocitam e processam os antígenos, induzem a expressão de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês ‘major histocompatibility complex’) e migram do foco infeccioso para o linfonodo regional, onde ativam a resposta imune adquirida. Esse processo é conhecido como maturação de APC’s. Os peptídeos ligados ao MHC classe II são reconhecidos por linfócitos T CD4+, enquanto o MHC classe I é reconhecido por linfócitos T CD8+ citotóxicos. No linfonodo as APC’s MHC classe II ativadas apresentam os antígenos derivados de patógenos aos receptores dos linfócitos T (TCR, do inglês ‘T cell receptors’) das células T CD4+ naíve e expressam moléculas co-estimulatórias, tais como CD80 e CD86. Esse reconhecimento ativa os linfócitos T CD4+ naíve e direcionam a diferenciação destes em linfócitos T helper 1 (Th1) ou T helper 2 (FEARON; LOCKSLEY, 1996; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

As células Th1, em resposta à estimulação por peptídeos expostos pelo MHC classe II das células apresentadoras de antígenos, produzem interferón-γ (IFN-γ), linfotoxina e TNF-α, capazes de ativar e potencializar a resposta dos macrófagos, promovendo a eliminação de infecções virais ou bacterianas, enquanto as células Th2 produzem as interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que coletivamente promovem o crescimento e ativação de mastócitos e eosinófilos envolvidos na resposta contra infecções por helmintos e inibem a ativação de macrófagos. Assim, a imunidade inata é um componente chave da resposta inflamatória e da resposta imune contra patógenos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; FEARON; LOCKSLEY, 1996).

As células da imunidade adaptativa, tais como linfócitos B, linfócitos T helper CD4+ e linfócitos T citotóxicos CD8+ (CTL’s, do inglês CD8+ cytotoxic T lymphocytes) se distinguem dos leucócitos da imunidade inata pela expressão de receptores antígeno-específicos diversos somaticamente gerados, que são formados a partir de rearranjos genéticos randômicos e possibilitam um repertório de respostas mais amplo e flexível do que as células da imunidade natural (FEARON; LOCKSLEY, 1996; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

Como os linfócitos B e T atuam contra um antígeno único específico, a expansão clonal após o reconhecimento do antígeno exógeno é necessário para obter linfócitos T ou B antígeno-específicos em quantidade suficiente para combater uma infecção. Portanto, a resposta adaptativa é mais lenta que a inata. Contudo, durante a resposta primária um grupo de linfócitos se diferencia em células de memória de vida longa, que resultam em maiores respostas após exposição subsequente ao mesmo antígeno (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

Juntos, a ativação aguda dessas duas vias distintas de resposta imunológica removem eficientemente patógenos, células e matrizes extracelular lesadas. Após eliminação destes agentes, as células imunes entram em vias de normalização de proliferação e morte celular para permitir o restabelecimento das condições normais do tecido injuriado e da homeostase tecidual, com finalização da inflamação (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).


1.5.4
A resposta imune contra o câncer

O estabelecimento de células malignas envolve interações complexas entre o tumor em desenvolvimento e o sistema imune do hospedeiro. Várias moléculas e células efetoras das imunidades inata e adquirida participam do reconhecimento e destruição de células cancerosas, um processo chamado de imunovigilância. Porém, as células tumorais podem escapar da imunovigilância através do crescimento de variantes de células tumorais fracamente imunogênicas (imunoseleção) e através da supressão ativa da resposta imune (imunosubversão). De fato, para o desenvolvimento completo de uma neoplasia, a célula cancerosa tem que superar barreiras intrínsecas e extrínsecas de defesa do hospedeiro (FIGURA 7) (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL et al., 2008).

Dunn; Old; Schreiber (2004) propuseram a substituição do termo imunovigilância por imunoedição, para enfatizar o duplo papel da imunidade em não apenas prevenir, mas também modelar a doença neoplásica. Esses autores sugeriram que o processo de imunoedição é composto por três fases: Eliminação, equilíbrio e escape. 


A fase de eliminação representa o conceito original de imunovigilância. O início da resposta imune antitumoral ocorre quando as células do sistema imune inato são alertadas quanto à presença de um tumor. A remodelagem da matriz extracelular induzida pelo crescimento tumoral pode produzir moléculas pró-inflamatórias que, junto com quimiocinas produzidas pelas células tumorais, recrutam células do sistema imune inato para o local de perigo (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).
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FIGURA 7 – Relação entre os aspectos intrínsecos (autônomos) e extrínsecos (células imunes) da progressão tumoral. Essa figura ilustra as várias etapas do desenvolvimento de tumores que resultam das inter-relações entre fatores intrínsecos (celulares) e extrínsecos (efetores mediados pelo sistema imune). Adaptado de Zitvogel, Tesniere e Kroemer (2006).

Uma vez recrutados para o local de crescimento tumoral, células natural killers T (NKT, células T caracterizadas pela produção de TCR semi-invariáveis e pela co-expressão de marcadores de células NK), células T γδ (subgrupo de células T capaz de ligar-se a antígenos intactos sem a participação do MHC e que apresenta TCR formado por um heterodímero γδ, em oposição ao heterodímero αβ das demais células T), células NK e/ou macrófagos podem reconhecer moléculas tais como os ligantes do receptor de células da imunidade inata NKG2D, que foi induzido nas células tumorais pela inflamação incipiente ou pelo próprio processo de transformação celular. Em adição, células T γδ e células NKT podem reconhecer tumores em desenvolvimento via interação de receptores de células T (TCR) com ligantes de NKG2D ou complexos CD1-glicolipídeos expressos em células tumorais, respectivamente. Indiferentemente do mecanismo de reconhecimento, esses eventos levam à produção de IFN-γ, evento crítico para a progressão da resposta antitumoral (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).


Posteriormente, os efeitos do reconhecimento do tumor pelo sistema imune inato são amplificados. O IFN-γ liberado no local do tumor induz a produção local de quimiocinas que recrutam mais células da imunidade inata para o tumor. Produtos gerados durante o remodelamento da matriz extracelular podem induzir os macrófagos tumor-infiltrantes a produzir pequenas quantidades de IL-12, que estimula células NK tumor-infiltrantes a produzir pequenas quantidades de IFN-γ, que novamente ativam macrófagos no tumor a produzir mais IL-12, levando ao aumento da produção de IFN-γ pelas células NK (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). 


Em adição a essa retroalimentação positiva, a ligação de receptores ativadores de células NK aos seus ligantes cognatos nas células tumorais estimulam ainda mais a produção de IFN-γ por essas células (BANCROFT; SCHREIBER; UNANUE, 1991). A produção de IFN-γ em níveis elevados ativa vários processos dependentes de IFN-γ, incluindo efeitos antiproliferativos, pró-apoptóticos e angiostáticos, que resultam na morte de acentuado número de células tumorais. Concordantemente, macrófagos ativados por IFN-γ que expressam produtos tumoricidas como espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e células NK podem matar tumores via TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral, do inglês tumour-necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ou via mecanismo dependente de perforina (componente de grânulos citolíticos que altera a permeabilidade da membrana plasmática). Como resultado desse processo, uma fonte de antígenos de células tumorais mortas é liberada, direcionando o desenvolvimento da resposta imune adaptativa tumor-específica (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Contudo, devido à enorme plasticidade e capacidade de produzir grande quantidade de citocinas, quimiocinas, metaloproteinases, espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, histamina e outros mediadores bioativos, as células da imunidade inata, quando cronicamente ativadas, são moduladores-chave da sobrevivência celular (proliferação e morte celular) assim como reguladores do metabolismo da matriz extracelular. Portanto, vários processos fisiológicos necessários ao desenvolvimento tumoral, tais como aumento de sobrevivência celular, remodelagem tecidual, angiogênese e supressão da imunidade adaptativa são regulados por leucócitos infiltrados em ambientes neoplásicos (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). 

As células dendríticas imaturas (DCs) que foram recrutadas para o local do tumor tornam-se ativas pela exposição às citocinas pró-inflamatórias ou por interação com células NK tumor-infiltrantes (GEROSA et al., 2002). As DCs maduras contendo o antígeno migram para o linfonodo, onde induzem a ativação de células T CD4+ Th1 naíve tumor-específicas. As células Th1 facilitam o desenvolvimento de linfócitos T citotóxicos CD8+ induzidos via apresentação cruzada de peptídeos antigênicos tumorais em moléculas MHC classe I presentes nas DCs (HUANG et al., 1994; ALBERT; SAUTER; BHARDWAJ, 1998; DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).


Posteriormente, as células T CD4+ e CD8+ tumor-específicas migram para o local do tumor, onde participam da eliminação de células tumorais antígeno-positivas. As células T CD4+ produzem IL-2 que, juntamente com a produção de IL-15 pelas células do hospedeiro, auxiliam a manter o funcionamento e viabilidade das células T CD8+ tumor-específicas, que levarão à morte celular tumoral por mecanismos diretos e indiretos. A resposta imune adaptativa proporciona ao hospedeiro a capacidade de eliminar completamente tumor em desenvolvimento. Por isso é notável o desenvolvimento de câncer em populações mais velhas, onde o sistema imune e consequentemente a imunovigilância começa a declinar (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).

Em muitos casos, o ataque promovido pelo sistema imune é suficiente para conter, mas não para extinguir completamente as células tumorais. A pressão seletiva do sistema imune sobre células tumorais mutantes e geneticamente instáveis pode levar ao surgimento de variantes tumorais com diferentes mutações que proporcionam um aumento de resistência aos ataques do sistema imune. O resultado desse processo é uma nova população de clones tumorais com reduzida imunogenicidade, criada pela força esculpidora do sistema imune. Essa fase de equilíbrio dinâmico pode ocorrer durante muitos anos. Contudo, variantes das células tumorais selecionadas na fase de equilíbrio podem crescer em um ambiente imunologicamente intacto. Essa brecha da defesa imune do hospedeiro ocorre provavelmente quando mudanças genéticas e epigenéticas nas células tumorais conferem resistência à imunodetecção e/ou imunoeliminação, evitando o ataque de um ou ambos os mecanismos de imunidade do hospedeiro (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).


Células tumorais individuais devem desenvolver múltiplas estratégias imunoevasivas para iludir a poderosa resposta antitumoral integrada da imunidade inata e adquirida antes do fenótipo imunogênico final ser estabelecido. Com esse objetivo, os tumores podem impedir o desenvolvimento da resposta imune antitumoral pela liberação de citocinas imunossupressivas, como TGF-β e IL-10, ou via mecanismos envolvendo células T com atividade imunossepressora, como as células T reguladoras (Treg, células T reguladoras CD4+CD25+) (SAKAGUCHI et al., 2001; KHONG; RESTIFO, 2001). 


Um subgrupo de células do sistema imune inato (por exemplo, células mielóides supressoras GR+ CD11b+) podem se acumular em órgãos linfóides e induzir a disfunção de linfócitos T por contato célula-célula ou por produção de mediadores imunossupressivos. Dessa foram, essas células inibem a resposta imune adaptativa. Em adição, lesões malignas atraem células T regulatórias, conhecidas por seu efeito supressor de células T citotóxicas efetoras contra tumores (ZOU, 2005; DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

Muitos tumores induzem a produção de citocinas relacionadas com o escape da imunovigilância. Células T recrutadas para o ambiente tumoral produzem IL-4 e IL5 e não produzem IFNγ. IL-4 e IL-5 são associadas com a resposta mediada por células T helper tipo 2, enquanto o interferón está associado com a resposta Th1. As respostas Th2 polarizadas são geralmente ineficientes contra tumores e vírus (BALKWILL; MANTOVANI, 2001; MIZOGUCHI et al., 1992) . essa estratégia contribui auxilia o tumor a subverter o sistema imune pelo estabelecimento de células imunes e citocinas que suprimem qualquer resposta anticâncer específica (BALKWILL; MANTOVANI, 2001).


A imunosubversão pode resultar de alterações que afetem o reconhecimento tumoral por células efetoras do sistema imune, como perda de expressão de antígenos, perda de componentes do MHC, mudança nos ligantes de NKG2D e desenvolvimento de insensibilidade ao IFN-γ, ou prover os tumores com mecanismos de escape da destruição pelo sistema imune, como defeitos na via de sinalização de receptores de morte ou expressão de sinais antiapoptóticos, tais como aqueles induzidos constitutivamente por STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcrição 3, do inglês signal transducer and activator of transcription 3) (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; MARINCOLA et al., 2000; GROH et al., 2002).

Uma célula tumoral pode permanecer na fase de equilíbrio durante décadas, podendo restabelecer o crescimento tumoral em função da rede de mediadores presentes no microambiente tumoral. Portanto, o sucesso permanente dos tratamentos contra o câncer pode depender do uso de quimioterápicos imunogênicos, capazes de restabelecer a resposta imune antitumoral (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006).


Tumores primários são frequentemente tratados pela combinação de terapias, na maioria dos casos incluíndo cirurgia, radioterapia local e quimioterapia. Mesmo quando o tumor foi aparentemente derrotado, micromestástases de células tumorais dormentes (células tronco tumorais) frequentemente levam à reincidência do tumor e fracasso do tratamento. Para vencer a luta contra o câncer é necessário não apenas desenvolver estratégias eficientes para matar as células tumorais pelo uso de agentes quimioterapêuticos, mas também tentar estimular uma resposta imune do hospedeiro para manter as possíveis células tumorais residuais sob controle (ZITVOGEL et al., 2008).

Muito procedimentos terapêuticos usados em oncologia atualmente podem dimuir a resposta imune contra tumores. Muitas drogas quimioterápicas possuem notável efeito colateral imunossupressivo tanto diretamente, pela morte ou inativação das células efetoras assassinas de tumores, quanto indiretamente, pela anergia ou paralisia do sistema imune (ZITVOGEL et al., 2008). 

O efeito imunossupressor de algumas drogas antitumorais é tão acentuado que alguns quimioterápicos usados em oncologia são também utilizados como imunossupressores para o tratamento de doenças autoimunes severas, como é o caso da ciclofosfomamida (WEINER; COHEN, 2002) e metotrexato (GENESTIER et al., 1998), os quais enfraquecem as funções efetoras e proliferativas das células T periféricas por promoção de apoptose e deleção clonal.

A instabilidade genética das células tumorais, juntamente com a pressão seletiva do sistema imune sobre as células neoplásicas, leva ao surgimento de populações heterogêneas de células tumorais com diferenças na responsividade às drogas quimioterápicas, sejam elas citotóxicas ou imunoterapêuticas (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Em virtude da heterogeneidade das células tumorais, têm sido discutidas estratégias diversificadas para aperfeiçoar o combate ao câncer, dentre as quais se destaca a administração combinada de drogas citotóxicas e substâncias imunomoduladoras (ARLEN et al., 2007). 


Estudos clínicos em pacientes que receberam tratamento de vacina à base de células dendríticas, tratadas previamente com antígenos específico, anterior à administração dos quimioterápicos paclitaxel ou carboplatina mostraram melhores resultados na redução do tumor, quando comparados ao tratamento isolado com os quimioterápicos, além de aumentar a sobrevida dos pacientes, indicando efeito antitumoral sinérgico da vacinação com o composto citotóxico (ANTONIA et al., 2006). Em adição, os mecanismos de tolerância induzida por tumor, incluindo as células supressoras (células T reguladoras, células supressoras mielóides e DC’s tolerogênicas) ou seus mecanismos efetores (com TGF-β ou IL-10) podem ser superados pelo uso de terapias específicas que podem incluir anticorpos, antagonistas de citocinas ou moléculas com propriedades imunoestimulatórias (ZITVOGEL et al., 2008).

Vários fatores podem ser utilizados para aprimorar os resultados das terapias anticâncer convencionais, dentre eles a indução da morte celular tumoral por drogas citotóxicas ou radiação, a produção de anticorpos monoclonais e outros imunomoduladores que ativam e maturam as células dendríticas e co-estimulam células T e outros linfócitos, além da inibição de moléculas derivadas de tumores capazes de desencadear anergia do sistema imune. Em adição, a terapia com imunoadjuvantes pode potencializar e sustentar a resposta imune antitumoral subsequente, evitando a reincidência do tumor neoplásico (HAYNES et al., 2008; ZITVOGEL et al., 2008).

1.5.5
Propriedades farmacológicas de polissacarídeos

Os polissacarídeos representam uma classe diversa de macromoléculas de ocorrência amplamente dispersa na natureza. Diferentemente de proteínas e ácidos nucléicos, esses compostos contém estruturas repetitivas, formadas pela união de monossacarídeos. Entre essas macromoléculas, os polissacarídeos oferecem a maior capacidade em carregar informações biológicas, pois possuem o maior potencial para variabilidade estrutural (OOI; LIU, 2000).


Várias propriedades terapêuticas foram encontradas em polissacarídeos, incluindo atividade antiviral (JUNG et al., 2004; NISHINO et al., 1994; SASAKI et al., 2001), antibacteriana (LI, et al., 2004), antifúngica (SAKURAI et al., 1995), antiparasitária (HRCKOVA; VELEBNY, 2001) e antitumoral (HAYASHI et al., 2000; NISHINO et al., 1994; OHNISHI, et al., 1994; YALIN et al., 2005). Nas últimas décadas as atividades biológicas de polissacarídeos tem atraído cada vez mais atenção de pesquisadores na área biomédica. Entre as mais promissoras atividades biofarmacológicas dos polissacarídeos estão os seus efeitos imunomodulatório e antitumoral (OOI; LIU, 2000).

Compostos capazes de interagir com o sistema imune e hiper-regular ou hiporregular aspectos específicos da resposta imune do hospedeiro são classificados como imunomoduladores ou modificadores da resposta biológica (BRM, do inglês “Biological Response Modiﬁers”). Várias moléculas têm sido caracterizadas como potentes imunomoduladoras, como peptídeos (citocinas e quimiocinas), lipopolissacarídeos, glicoproteínas e derivados lipídicos. Contudo, certos polissacarídeos têm demonstrado potente atividade modificadora da resposta biológica (TZIANABOS, 2000).

Apesar de o mecanismo de ação dos polissacarídeos não ter sido completamente elucidado, provavelmente um dos primeiros mecanismos envolve a estimulação não específica do sistema imune do hospedeiro (TZIANABOS, 2000; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). 


Polissacarídeos modificadores da resposta biológica são reconhecidos por proteínas receptoras de reconhecimento padrão (PRR’s) e proteínas plasmáticas. O reconhecimento de ligantes por um PRR aciona eventos de sinalização mediados pelo fator de transcrição NF-κB, levando à indução de genes da imunidade inata (LEUNG et al., 2006). Os receptores Toll-like (TLR) e os receptores scavenger (SR) são dois grupos diferentes de PRRs que reconhecem os polissacarídeos BRMs (MEANS; GOLENBOCK; FENTON, 2000). Além desses, os polissacarídeos imunomoduladores podem se ligar aos receptores β-glucanos, receptores de manose e receptores de complemento tipo 3 (CR3) (CZOP; KAY, 1991; TAYLOR; GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2005; ROSS; VETVICKA, 1993) e a proteínas plasmáticas do complemento (FUJITA; MATSUSHITA; ENDO, 2004).

A resposta biológica induzida por polissacarídeos imunomoduladores é determinada pelo padrão de expressão e pelos eventos celulares e moleculares desencadeados pelos seus receptores e proteínas ligantes. Os TLR’s são expressos em células mielóides (monócitos, macrófagos e células dendríticas), células epiteliais, mastócitos e neutrófilos (IWASAKI; MEDZHITOV, 2004). Dez TLRs foram identificados em humanos, dentre os quais TLR-2 e TLR-4 demonstraram capacidade de reconhecer polissacarídeos BRM’s (LI et al., 2004; BROWN et al., 2003). 

SRs são expressos em macrófagos, células dendríticas, células endoteliais e células da musculatura lisa (PEISER; MUKHOPADHYAY; GORDON, 2002) e reconhecem polissacarídeos sulfatados, como fucoidanas sulfatadas de algas marinhas (KIM; ORDIJA; FREEMAN, 2003). Os receptores β-glucanos são amplamente expressos em monócitos, macrófagos, DCs, neutrófilos, eosinófilos e linfócitos T e B (WILLMENT, 2005). Receptores de manose são expressos em macrófagos, DCs, células endoteliais hepáticas, renais, células da musculatura lisa da traquéia e células epiteliais retinóicas (SHEPHERD; TARNOWSKI; MCLAUGHLIN, 1991; LEW et al., 1994; LINEHAN et al., 1999). Os receptores CR3 são principalmente expressos em macrófagos e neutrófilos, além de pequenos subtipos de células B, T e NK (ROSS; VETVICKA, 1993).

As células mielóides são o principal alvo estimulatório dos polissacarídeos imunomoduladores, possivelmente devido à participação de macrófagos, DCs e monócitos tanto na imunidade inata quanto na adquirida (LEUNG et al., 2006). Os efeitos estimulatórios dos polissacarídeos imunomodulatórios sobre macrófagos incluem aumento da fagocitose (ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002), produção de espécies reativas de oxigênio e secreção de citocinas (KODAMA; MURATA; NANBA, 2004). Dessa forma, os polissacarídeos modificadores da resposta biológica potencializam a função efetora de macrófagos, a capacidade de processar antígenos e de modular a imunidade adquirida através da secreção de citocinas (LEUNG et al., 2006). A ativação de macrófagos parece ser o principal evento envolvido na atividade imunomoduladora de polissacarídeos. Contudo, a ativação direta de outras células imunes como células NK (LIM et al., 2004) e linfócitos (CHUN et al., 2001) também pode acontecer como evento secundário.

Além de melhorar a resposta imune do hospedeiro, os polissacarídeos BRMs são inibidores de apoptose (HWANG et al., 2005), ativadores das vias clássica e alternativa do complemento do sistema imune (GLOVSKY et al., 1983) e são frequentemente fortes mitogênicos para macrófagos, células T, B e células NK, que proliferam em resposta à estimulação por esses polímeros (GARCIA-LORA et al., 2003; HAN et al., 2003). 

A busca por polissacarídeos como agentes antitumorais intensificou-se nas últimas décadas devido à descoberta de suas propriedades terapêuticas e sua baixa toxicidade, diferentemente dos efeitos adversos causados pela quimioterapia e radioterapia (TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Muitas drogas potencialmente antitumorais apresentam consideráveis efeitos colaterais. A toxicidade dessas substâncias contra células normais limitam o seu uso clínico. Assim, a descoberta de novas drogas ativas contra tumores com baixa toxicidade associada para células não tumorais e poucos efeitos colaterais se tornou um importante alvo da ciência biomédica (OOI; LIU, 2000). Nesse contexto, os polissacarídeos são fortes candidatos a fármacos com ação imunomodulatória e antitumoral (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Estudos mostraram que o estabelecimento e desenvolvimento de tumores estão relacionados com o estado imune do hospedeiro. A função imune decresce progressivamente com o crescimento do tumor, ocasionando imunodeficiência associada em hospedeiro com tumores em estágio final (HADDEN, 2003). Portanto, o aumento ou potencialização do mecanismo de defesa do hospedeiro emerge como um possível meio de inibição de crescimento tumoral sem toxicidade associada (OOI; LIU, 2000; BEUTLER, 2004).

1.5.5.1
Propriedades farmacológicas de polissacarídeos de algas marinhas 

As algas marinhas têm sido consideradas fontes de importantes substâncias ativas de interesse biomédico com grande potencial como drogas anti-inflamatórias, antibacterianas, antivirais e antitumorais (YE et al., 2008; BLUNDEN, 1993; SMIT, 2004).


Alguns polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas apresentam atividade antiviral contra vírus responsáveis por doenças infecciosas humanas. A galactana sulfatada isolada da alga Aghardhiella tenera (WITVROUW et al., 1994) e a xilomanana sulfatada da alga Nothogenia fastigiata (DAMONTE et al., 1994; KOLENDER et al., 1995) mostraram potente atividade antiviral contra o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), vírus do Herpes simplex (HSV) tipos 1 e 2 e vírus sincicial respiratório (RSV). Além do elevado potencial antitumoral esses polissacarídeos apresentam baixíssima toxicidade contra células de mamíferos. A baixa toxicidade é uma característica presente na maioria dos polissacarídeos de algas marinhas (DE CLERCQ, 1996), tornando-os candidatos ao desenvolvimento de formulações utilizadas terapeuticamente.


As carragenanas isoladas da espécie Gigartina skottsbergii (CARLUCCI et al., 1999; MANDAL et al., 2008) e Stenogramme interrupta (CÁCERES et al., 2000) apresentaram potente efeito antiviral contra diferentes cepas de HSV tipos 1 e 2 durante o estágio de adsorção. Uma lambda-carragenana isolada ainda da espécie Gigartina skottsbergii apresentou importante efeito protetor contra infecção genital pelo Vírus Herpes Simplex em dose letal (CARLUCCI et al., 2004). Um microbicida vaginal baseado em carragenana é capaz de bloquear o HIV e outras doenças in vitro e está em fase avançada de testes clínicos para uso terapêutico na prevenção de doenças (SPIELER, 2002). Vários outros polissacarídeos de algas marinhas também apresentaram atividade antiviral contra HIV (SUGAWARA et al., 1989; NAKASHIMA et al., 1987), HSV (MALHOTRA et al., 2003; MAZUMDER et al., 2002; FELDMAN et al., 1999; MAJCZAK et al., 2003; PONCE et al., 2003).

Formulações de heparina são amplamente utilizadas para o tratamento e prevenção de trombose venosa e arterial devido aos seus efeitos anticoagulante e antitrombótico (FAREED et al., 2000). Contudo, esses glicosaminoglicanos apresentam várias limitações devido aos seus efeitos colaterais e limitada fonte de material (MOURÃO, 2004). Tais limitações levaram à busca de novas substâncias com potencial anticoagulante e antitrombótico, sendo as fucanas sulfatadas de algas pardas (COSTA et al., 2010; CUMASHI et al., 2007;  BERTEAU; MULLOY, 2003; CHURCH et al., 1989; COLLIEC et al., 1991; MATOU et al., 2002) e as galactanas sulfatadas de algas vermelhas (PEREIRA et al. 2005) e algas verdes (COSTA et al., 2010; MATSUBARA et al., 2001) moléculas promissoras possuidoras dessas atividades.


Vários polissacarídeos de macroalgas marinhas apresentam atividade citotóxica. As fucoidanas (heterofucanas) são conhecidas por apresentarem atividade antitumoral, antimetastática e fibrinolítica em camundongos (COOMBE et al., 1987; MARUYAMA; NAKAJIMA; YAMOTO, 1987), além de reduzir a proliferação celular (RELIGA et al., 2000). 


A fucoidana isolada da alga parda Cladosiphon okamuranus tokida suprimiu a proliferação celular de 13 das 15 linhagens de células tumorais testadas, obtendo a maior ação antiproliferativa contra carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma e carcinoma de vesícula biliar (FUKAHORI, et al., 2008). O alginato extraído de Sargassum vulgare foi capaz de inibir o crescimento do tumor Sarcoma 180 in vivo (SOUSA et al., 2007). Os polissacarídeos extraídos da alga Sargassum pallidum apresentaram elevada atividade antitumoral contra as linhagens de células tumorais HepG2, A549 e MGC-803 (YE et al., 2008), enquanto as fucanas isoladas da alga Sargassum thunbergii apresentaram atividade antitumoral e antimetastática (ITOH et al., 1995).


A carragenana de baixo peso molecular obtida da alga vermelha Solieria chordalis apresentou notável propriedade imunoestimulante, aumentando a fagocitose por neutrófilos, a citotoxicidade por células “natural killers”, citotoxicidade celular dependente de anticorpo e estimulação da proliferação de linfócitos, sugerindo sua utilização em tratamento imunoterápico e anticâncer (STEPHANIE et al., 2010).

A carragenana de baixo peso molecular isolada de Chondrus ocellatus mostrou moderada inibição de crescimento do tumor sólido Sarcoma 180 in vivo. Quando administrado conjuntamente com o 5-fluorouracil (5-FU), droga utilizada na quimioterapia, foi capaz de aumentar o efeito antitumoral do 5-FU, melhorando a imunocompetência dos animais, comprometida pelo quimioterápico (ZHOU et al., 2004). Em adição, um polissacarídeo obtido da alga vermelha Gracilaria verrucosa apresentou atividade imunoestimulatória de macrófagos (YOSHIZAWA et al., 1996), enquanto o polissacarídeo sulfatado extraído da alga marinha vermelha Champia feldmannii mostrou atividade antitumoral in vivo contra camundongos implantados com tumor Sarcoma 180. Esse composto foi capaz ainda de potencializar a ação antitumoral da droga 5-fluorouracil (5-FU), além de prevenir a leucopenia desencadeada pelo 5-FU e aumentar a produção específica de anticorpos (LINS et al., 2009).


Embora o mecanismo de ação das atividades antitumoral e imunomodulatória dos polissacarídeos não estejam completamente esclarecidos, tais propriedades são atribuídas à ativação inespecífica do sistema imune do hospedeiro, com modulação do sistema complemento e estimulação de macrófagos (WANG et al., 1997; CHIHARA, 1992). 

1.5.5.2
Propriedades farmacológicas de polissacarídeos do gênero Gracilaria

O gênero Gracilaria compreende macroalgas marinhas vermelhas amplamente distribuídas em todos os continentes e suas espécies são algumas das algas mais utilizadas para fins comerciais em todo o mundo. A exploração desses indivíduos deve-se principalmente à produção do polissacarídeo ágar, de elevado valor comercial, associado à rápida taxa de crescimento, facilidade de reprodução vegetativa e outros atributos facilitadores de seu cultivo (KAIN; DESTOMBE, 1995).

Além de suas propriedades gelificantes e espessantes, as galactanas sulfatadas tipo ágar têm sido consideradas importantes fontes de atividades biológicas, como a atividade antiviral do polissacarídeo sulfatado tipo ágar extraído da alga Gracilaria corticata (MAZUMDER et al., 2002), a atividade estimuladora de macrófagos do polissacarídeo sulfatado da alga Gracilaria verrucosa (YOSHIZAWA et al., 1996) e a atividade antitumoral do polissacarídeo tipo ágar de Gracilaria dominguensis (FERNANDEZ et al., 1989).

Apesar de haver poucos estudos relacionados à atividade citotóxica e antitumoral dos polissacarídeos sulfatados de algas do gênero Gracilaria, a avaliação de suas propriedades antitumorais é extremamente válida, devido principalmente, aos efeitos observados por outros polissacarídeos sulfatados de algas marinhas. 


2
OBJETIVOS


2.1
Objetivo Geral

Elucidar a estrutura química dos polissacarídeos hidrossolúveis extraídos da alga marinha vermelha Gracilaria caudata J. Agardh e investigar suas propriedades antitumorais em modelos in vitro e in vivo de células tumorais.


2.2
Objetivos Específicos

· Estimar a massa molar dos polissacarídeos extraídos de G. caudata (PGC) através de Cromatografia de Permeação em Gel (GPC);

· Determinar a estrutura química fina dos polissacarídeos por Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FT-IR) e por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de próton (1H) e carbono (13C);

· Determinar o potencial citotóxico in vitro de PGC contra as linhagens de células tumorais HL-60, MDA-MB-435, SF-295, e HCT-8 pelo ensaio MTT;


· Avaliar o potencial antitumoral in vivo de PGC em camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180;


· Avaliar a toxicidade dos polissacarídeos sobre alguns órgãos de camundongos como baço, fígado, rim e coração através de exame histopatológico, hematológico e bioquímico dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180.

3
MATERIAIS E MÉTODOS

3.1
Alga marinha – Coleta e processamento


A alga marinha vermelha Gracilaria caudata J. Agardh (FIGURA 8) foi coletada junto ao substrato arenoso na região de mesolitoral, durante maré de sizígia, na praia do Pacheco, município de Caucaia – CE. Após a coleta, os exemplares da alga foram transportados em recipiente térmico a 4ºC para o Laboratório de Algas Marinhas I do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará, onde foram retirados sal e epífitas, e os exemplares coletados foram estocados a – 20 °C para posterior utilização.


[image: image70.jpg]





[image: image71.jpg]





[image: image72.jpg]





3.2
Extração e isolamento dos Polissacarídeos da alga Gracilaria caudata

A alga marinha G. caudata úmida foi incubada em estufa a 50ºC para secagem e descoloração, seguido de maceração utilizando grau e pistilo com auxílio de nitrogênio líquido. Após ter sido triturada, uma amostra de 5g da farinha obtida foi submetida à extração aquosa em água destilada (1,5 % m/v) com auxílio de agitador mecânico para produtos aquosos durante 2 horas à temperatura de 100 (C. Posteriormente, o extrato aquoso contendo o polissacarídeo foi filtrado exaustivamente em tecido fino até obtenção de filtrado livre de partículas insolúveis. A solução filtrada resultante foi lentamente adicionada a recipiente contendo três vezes o seu volume de etanol absoluto (3:1 v/v), sob agitação branda, e deixada em repouso por 24h a 4ºC para precipitação dos polissacarídeos. Os polissacarídeos precipitados foram separados por filtração à vácuo em funil de Buchner com placa porosa de vidro sinterizado Nº 2 (porosidade média). Em seguida foi adicionada acetona de grau analítico para remoção do etanol residual e desidratação do material. Os polissacarídeos passaram então por processo de secagem sob aquecimento (50 °C) até completa remoção da acetona. Posteriormente, o material foi redissolvido em água destilada (1,5 % m/v) e submetido às mesmas etapas de precipitação em etanol absoluto (3:1 v/v), filtração à vácuo e secagem em acetona sob aquecimento para eliminação de eventuais contaminantes e obtenção do polissacarídeo extraído da alga G. caudata (FIGURA 9). 

3.3
Determinação de Proteínas


A determinação de proteínas nos polissacarídeos extraídos foi realizada por microanálise elementar (equipamento Perkin-Elmer CHN 2400) a partir da porcentagem de nitrogênio total (%N) da amostra, utilizando o fator de correção de 6,25 (N x 6,25) (MARKS; BUCHSBAUM; SWAIN, 1985). Esse método baseia-se na capacidade de reação da ninidrina com grupos amino primários, assim como outros grupamentos químicos presentes em aminoácidos como os grupos imina (prolina), guainidina (arginina), amida (asparagina), anel indólico (triptofano), sulfidrila (cisteína) e grupamentos amino de citosina e guanina (FRIEDMAN, 2004).
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3.4
Quantificação de Sulfato e Carbono 

O conteúdo total de sulfato e o percentual de carbono nos polissacarídeos extraídos de G. caudata foram determinados por microanálise elementar (equipamento Perkin-Elmer CHN 2400). O grau de sulfatação foi determinado a partir dos percentuais de carbono (%C) e enxofre (%S) obtidos, utilizando a equação apresentada abaixo (Equação 1) descrita por Melo et al. (2002). Essa equação é baseada na estrutura da agarobiose, que consiste de repetições de unidades alternadas de β-D-galactopiranose e 3,6-anidro-α–L-galactose (ARAKI, 1966 citado por LAHAYE, 2001; USOV, 1998), considerando que o grau de sulfatação é definido como o número de OSO3-, ou átomos de enxofre, por unidade dissacarídica repetitiva, que possui 12 átomos de carbono. Logo, o número 12 multiplicado pela massa atômica do carbono corresponde ao número de átomos de carbono por unidade dissarídica.

(S % / massa atômica do S) / (C % / massa atômica do C x 12) = 4,5 ( S % / C %)        Eq. (1)


3.5
Cromatografia de Permeação em Gel (GPC)


A distribuição das massas molares dos polissacarídeos de Gracilaria caudata foi estimada através de Cromatografia de Permeação em Gel (GPC), utilizando cromatógrafo SHIMADZU LC-10AD, com detectores de índice de refração (RID-6A) e ultravioleta (UV-VIS SPD-10AV) a 254 nm. Foi utilizada coluna ULTRAHYDROGEL linear de 7,8 x 300 mm, sendo utilizado NaNO3 0,1 M como fase móvel e fluxo de 0,5 mL.min-1 à temperatura ambiente.


Soluções dos polissacarídeos com concentração de 3mg.mL-1 foram preparadas em NaNO3 0,1 M (solvente) e filtradas em membrana de acetato de celulose com poros de 0,45 μm. O volume injetado das amostras e dos padrões foi de 50 (L.  Para construção da curva de calibração foram utilizadas pululanas, polissacarídeos neutros de cadeia linear, de diferentes massas molares em intervalo 
de grandeza de 103 a 106 g.mol-1. A fórmula Log Mw = 14,64656 + (-1,03196)Ve foi obtida a partir da equação da reta, onde “Mw” significa massa molecular do polissacarídeo e “Ve” volume de eluição dos padrões e das amostras em mL.


3.6
Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho


Espectros de absorção na região do infravermelho dos polissacarídeos de Gracilaria caudata foram obtidos em espectrofotômetro de infravermelho Shimadzu IR modelo 8300 entre 400 cm-1 e 4000 cm-1. As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr.

3.7
Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN)


Espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C uni (1D) e bidimensionais (2D) foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicação e Uso da Ressonância Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceará em espectômetro Bruker Avance DRX 500. Os polissacarídeos da alga Gracilaria caudata foram dissolvidos em água deuterada (D2O) a 2,5 % m/v em tubo apropriado com diâmetro externo de 5 mm. A análise dos polissacarídeo por RMN foi realizada a 70ºC durante 12 horas, utilizando 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de sódio (DSS) como padrão interno (0.00 ppm for 1H).

3.8. Atividade antitumoral de PGC in vitro 

3.8.1. Linhagens de células tumorais


As linhagens de células tumorais de origem humana HL-60 (leucemia promielocítica), HCT-8 (carcinoma de cólon), SF-295 (carcinoma do sistema nervoso) e MDA-MB-435 (melanoma) utilizadas foram cedidas pelo NCI-USA (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA) e são cultivadas no Laboratório de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceará.

3.8.2
Manutenção das células tumorais

As células foram cultivadas em frascos plásticos para cultura (Corning, 75 cm3, volume de 250 mL), utilizando o meio de cultura Roswell Park Memorial Institue 1640 (RPMI 1640), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibióticos (concentração final de 100 U.mL-1 de penicilina e 100 μg.mL-1 de estreptomicina), 5,6 % de bicarbonato de sódio, 2 mM de glutamina e ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfónico (tampão HEPES) 1M, seguido de ajuste do pH para 7,2 e filtração em membrana esterilizante de nitrocelulose com poro de 0,22um de diâmetro (Millipore). As células foram mantidas em estufa a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2 (NUAIRE, modelo TS autoflow), sendo observado o crescimento celular com ajuda de microscópio de inversão (Nikon, modelo Diaphot) a cada 24 horas. Quando necessário, as células foram repicadas em meio de cultura estéril.

3.8.3
Determinação do efeito de PGC sobre células tumorais in vitro


As células tumorais foram plaqueadas em microplacas de 96 poços (2 x 104 células por 100 μL). Os polissacarídeos da alga G. caudata (PGC) foram incubados durante 72 horas juntamente com a suspensão de células com volume final de 200 μL, em concentrações variando de 0,5 a 25 µg.mL-1. Após o período de incubação as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 200 µL da solução de metil tiazolil tetrazolium (MTT) a 0,5 mg.mL-1 em cada poço, sendo as microplacas incubadas por mais 3 horas, em estufa a 37ºC e 5% de CO2. As placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspendido em 150 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). Para a quantificação do sal reduzido nas células viáveis, as absorbâncias foram lidas com auxílio de leitor multiplacas (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) em comprimento de onda de 595 nm. A atividade citotóxica foi avaliada pela diferença de densidade óptica gerada pelo MTT em relação ao grupo controle e expressa como concentração inibitória média (CI50).

3.9
Atividade Antitumoral de PGC in vivo 

3.9.1
Obtenção e manutenção dos animais


Um total de 96 camundongos Swiss (Mus musculus) fêmeas pesando entre 25-30g foram utilizados, obtidos do biotério central da Universidade Federal do Ceará. Os animais (8 por grupo experimental) foram mantidos em gaiolas apropriadas com livre acesso a comida e água e submetidos a ciclos de 12 : 12h de claro e escuro. Os animais foram tratados de acordo com os princípios éticos de experimentação animal do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). Este trabalho foi avaliado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará sob o protocolo nº 13 do dia 23 de fevereiro de 2011.

3.9.2
Manutenção e obtenção da linhagem de células tumorais


O tumor sólido sarcoma 180 utilizado nos experimentos é proveniente do Laboratório de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceará. O sarcoma 180, também conhecido como "Croker Tumor", foi identificado no Croker Laboratory (Columbia University, New York) em 1914. Este tumor foi inicialmente classificado como carcinoma mamário, por surgir na região axilar de camundongos. Em 1919, após muitos transplantes subcutâneos, assumiu a forma sarcomatosa sólida de crescimento rápido, mantendo-se nessa forma até o presente (SCHABEL JR., 1977).


As células do sarcoma 180 foram mantidas em cultura na cavidade peritoneal de camundongos sob a forma ascítica. A manutenção das células tumorais foi realizada por transferência destas de camundongos infectados para camundongos sadios. 

3.9.3
Determinação do efeito de PGC sobre o crescimento tumoral in vivo

No décimo dia após a inoculação das células do tumor sarcoma 180 na cavidade peritoneal de camundongos sadios, um animal de manutenção foi sacrificado por deslocamento cervical e, após assepsia da região abdominal com álcool iodado, o líquido ascítico da cavidade peritoneal coletado. Cerca de 0,5 mL do líquido ascítico foi retirado e diluído em 5 mL de solução Ringer lactato, suplementado com 0,2 mL de gentamicina (5 mg.mL-1). Da suspensão celular preparada foi retirada uma alíquota e adicionado o corante azul de tripan (1:1 v/v) para determinar o número de células viáveis com auxílio de câmara de Neubauer e microscópio óptico. Cada animal dos grupos experimentais transplantados com Sarcoma 180 foi inoculado subcutaneamente na região axilar superior esquerda com 500 (L da suspensão celular contendo 2 x 106 células tumorais. 

Após 24h de inoculação do tumor iniciou-se o tratamento, com duração de sete dias consecutivos, onde foram administrados 200 (L das soluções aquosas de PGC dissolvidas em NaCl 0,9% estéril, nas concentrações de 25 e 50 mg.Kg-1dia-1 para administração intraperitoneal (i.p.) e de 50 e 100 mg.Kg-1dia-1 para o tratamento por via oral (v.o.). Dois grupos foram tratados com NaCl 0,9% estéril, um por via intraperitoneal (controle negativo i.p.) e o outro por via oral (controle negativo v.o.). O antineoplásico 5-fluorouracil (5-FU) na concentração de 25 mg.Kg-1dia-1 administrado intraperitonealmente foi utilizado como controle positivo para ambos os experimentos (vias intraperitoneal e oral) devido à sua baixa absorção por via oral.

No 8º dia amostras de sangue do plexo orbital dos animais tratados foram coletadas para determinação de parâmetros hematológicos e bioquímicos, imediatamente antes do sacrifício. Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Tumor, fígado, estômago, baço, e rins foram retirados, pesados e fixados em formaldeido a 10% para análise histológica. O percentual de inibição do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela seguinte fórmula: IT (%) = [(A-B)/A] x 100, onde A representa o peso médio do tumor do controle negativo e B o peso médio do tumor dos grupos tratados. 

3.9.3.1
Análise dos dados

Todos os dados são apresentados como média ( desvio padrão. Para verificação de diferença significativa entre os grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA), seguida do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).


3.9.3.2
Análise morfológica e histopatológica


Posteriormente à fixação com formaldeído 10%, tumor, fígado, estômago, baço e rim foram examinados macroscopicamente quanto a mudanças de tamanho e cor e através da presença ou ausência de hemorragia. Em seguida foram realizados cortes histológicos do tumor e dos órgãos, seguidos de preparo de lâminas histológicas e coloração com hematoxilina e eosina. As lâminas contendo as células coradas foram levadas ao microscópio óptico composto para avaliação de suas características morfológicas e comparadas aos grupos controle para definir o perfil histopatológico da amostra.


3.9.3.3
Determinação do efeito de PGC sobre parâmetros hematológicos e bioquímicos


O sangue coletado do plexo orbital dos animais tratados foi utilizado para as análises bioquímicas e hematológicas. Animais saudáveis (sem tumor) foram também utilizados como controle. Para a contagem total de leucócitos, 20 μL de sangue foram adicionados a 380 μL de solução de Turk e uma alíquota da solução resultante transferida para uma câmara de Newbauer e observada ao microscópio óptico composto. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada através de contagem de esfregaço sanguíneo também com auxílio de microscopia. Os kits da “LABTEST sistemas para diagnóstico” foram utilizados para as análises bioquímicas, seguindo metodologia descrita pelo fabricante. 

Os efeitos dos parâmetros hematológicos e bioquímicos foram avaliados utilizando programas estatísticos e apresentados como média ( desvio padrão. Para verificação de diferença significativa entre os grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni (p < 0,05).

3.9.4
Determinação do efeito associado de PGC e 5-FU sobre o crescimento tumoral in vivo

Após determinação da dose e da via de administração com maior efeito antitumoral do polissacarídeo de G. caudata (PGC), este foi utilizado em novo experimento conjuntamente com 5-FU na dose de 10mg/kg/dia, para avaliar o efeito associado do tratamento simultâneo com as duas substâncias. Para este ensaio foram utilizados 5-FU na dose de 10mg.kg-1.dia-1 (i.p.) como controle positivo e NaCl 0,9% estéril (i.p.) como controle negativo. Os protocolos experimentais para obtenção das células neoplásicas viáveis, contagem e inoculação em animais sadios foram realizados de modo semelhante aos procedimentos experimentais descritos para o ensaio antitumoral in vivo inicial. As análises hematológicas, bioquímicas, morfológicas e histopatológicas também foram realizadas de modo similar à metodologia descrita anteriormente, assim como os métodos de análise de dados.

4
RESULTADOS 


4.1
Extração, Rendimento e Análises Químicas do Polissacarídeo de G. caudata


A alga marinha Gracilaria caudata foi submetida 
a extração aquosa a 100 ºC por 2 horas, seguido de filtração em tecido fino, precipitação em etanol e secagem a vácuo com auxílio de acetona. O material obtido foi ressolubilizado em água destilada e submetido aos mesmos processos de filtração, precipitação e secagem, originando o polissacarídeo extraído denominado PGC.



A extração aquosa do polissacarídeo da alga G. caudata mostrou que foram recuperados 1,64g de polissacarídeo a partir de 5g de alga utilizada na extração, correspondendo a um rendimento de 32,8%. Esse polissacarídeo apresentou ainda percentual de nitrogênio (N) de 1,4%, correspondendo a 8,75% de proteína quando utilizado o fator de correlação de 6,25 (TABELA 3). O teor de nitrogênio apresentado por PGC sugere pequena contaminação da amostra por proteínas, devido à extração concomitante destas moléculas.


A microanálise elementar permitiu ainda determinar os teores de enxofre (S) e carbono (C) na amostra, que foram de 1,0 e 35,88%, respectivamente. A partir dos percentuais de carbono (%C) e enxofre (%S) obtidos, foi possível determinar o grau de sulfatação do material, que foi de 0,13. 

Tabela 3 – Rendimento e análise do polissacarídeo da alaga Gracilaria caudata extraído a 100º C por 2 horas. 


		Substância

		Rendimentoa

(%)

		Umidade (%)

		Sb 


(%)

		Nb

(%)

		Cb

(%)

		Grau de Sulfatação 

		Proteínac

(%)



		PGC

		32,8

		14,7

		1,0

		1,4

		35,88

		0,13

		8,75





a Rendimento obtido a partir de 5g de farinha de alga. 


b Determinado por microanálise elementar; 

c Determinado por microanálise elementar utilizando fator 6,25.

4.2
Determinação da massa molar por Cromatografia de Permeação em Gel (GPC)


A distribuição de massas molares dos polissacarídeos extraídos de Gracilaria caudata foi estimada através de Cromatografia de Permeação em Gel (GPC). Para construção da curva de calibração foram utilizados pululanas, homopolissacarídeos lineares isolados do fungo Aureobasidium pullulans (LEATHERS, 2003) de diferentes massas molares, em intervalo de grandeza de 103 a 106 g.mol-1. 


O perfil cromatográfico dos polissacarídeos da alga G. caudata (PGC) é apresentado na Figura 10. O cromatograma mostra um único pico, com volume de eluição de 8,95 mL no seu ápice. A massa molar do pico foi estimada em 2,5 x 105 g.mol-1 ou 250 kDa. 
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Figura 10 – Perfil cromatográfico dos polissacarídeos extraídos da alga Gracilaria caudata em cromatografia de permeação em gel.


4.3
Espectro de Absorção na Região do Infravermelho


A espectroscopia de absorção na região do infravermelho foi utilizada como ferramenta na determinação da estrutura química dos polissacarídeos extraídos da alga G. caudata (PGC). O espectro de infravermelho de PGC é apresentado na Figura 11, onde é possível observar bandas bem resolvidas de interesse para análise estrutural do polissacarídeo.
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Figura 11 – Espectro de absorção na região do infravermelho do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata.


4.4
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 13C e 1H

A técnica de Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em uma e duas dimensões foi utilizada para investigar a estrutura química do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata. O espectro de RMN de 1H é apresentado na Figura 12. O espectro de RMN de 13C do polissacarídeo PGC é mostrado na Figura 13, enquanto o espectro de carbono DEPT 135 é mostrado na Figura 14. 

O Espectro de RMN em duas dimensões HSQC de 13C e 1H, que correlaciona os resultados de RMN de próton e carbono é apresentado na Figura 15. Os resultados obtidos no espectro de HSQC foram compilados e plotados na Tabela 4.
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Figura 12 – Espectro de RMN de 1H do polissacarídeo de G. caudata (PGC).
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Figura 13 – Espectro de RMN de 13C do polissacarídeo de G. caudata (PGC).
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Figura 14 – Espectro de DEPT 135 do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata.
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Figura 15 – Espectro de HSQC de 13C e 1H do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata.

Tabela 4 – Assinalamentos de RMN de 1H e 13C para o polissacarídeo PGC.

		Unita

		1H deslocamento químico (ppm)

		



		

		H-1

		H-2

		H-3

		H-4

		H-5

		H-6

		O-Me



		G

		4.56

		3.62

		3.75

		4.10

		3.71

		3.78

		nd



		LA

		5.13

		4.10

		4.51

		4.66

		4.55

		4.10

		nd



		L-6S

		5.34

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd



		G6M

		ndb

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		3.41



		LA2M

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		3.5



		

		

		

		

		

		

		

		



		

		13C deslocamento químico (ppm)

		



		

		C-1

		C-2

		C-3

		C-4

		C-5

		C-6

		O-Me



		G

		102.5

		70.37

		82.3

		68.87

		75.44

		61.5

		nd



		LA

		98.4

		69.95

		80.2

		77.5

		75.6

		69.5

		nd



		L-6S

		100.26

		nd

		nd

		nd

		nd

		68.86

		nd



		G6M

		nd

		nd

		nd

		nd

		73.6

		71.8

		59.1



		LA2M

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		nd

		59.1





a nomenclatura proposta por Knutsen et al. (1994); nd: não detectado


4.5
Efeito de PGC sobre células tumorais in vitro

A citotoxicidade dos polissacarídeos extraídos da alga marinha G. caudata (PGC) foi avaliada contra as linhagens de células tumorais humanas SF-295, HL-60, HCT-8 e MDA-MB-435 através do ensaio colorimétrico do MTT. 


O efeito do polissacarídeo PGC sobre as linhagens de células tumorais humanas foi determinado. O polissacarídeo PGC apresentou valores de concentração inibitória média superiores a 25μg/mL para todas as células tumorais testadas. Portanto, PGC foi considerado não citotóxico.


4.6
Efeito de PGC sobre o crescimento tumoral in vivo

O potencial antitumoral in vivo do polissacarídeo de G. caudata (PGC) foi avaliado utilizando camundongos Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180. O tumor sólido de cada animal tratado foi pesado e sua massa úmida determinada. Os resultados foram expressos como a média da massa tumoral (g/100g de massa corpórea) de cada grupo ± o erro padrão da média (E.P.M.).


A massa tumoral do grupo controle negativo (administrado com solução salina de NaCl 0,9%) foi de 3,32 ± 0,13g, enquanto o grupo controle positivo, tratado com 5-fluorouracil (25mg/kg/dia), revelou ser da ordem de 0,88 ± 0,13g. Nos grupos tratados com o polissacarídeo (PGC) por via intraperitoneal foram obtidos os valores médios de 1,75 ± 0,17g e 1,56 ± 0,08g para as doses de 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente (FIGURA 16). No experimento por via oral foram encontrados os valores de 2,09 ± 0,1g para a dose de 50 mg/kg/dia e 2,14 ± 0,22g quando administrados 100 mg/kg/dia (FIGURA 17).

A análise de variância da massa tumoral dos grupos tratados revelou que o polissacarídeo PGC foi capaz de reduzir o tamanho do tumor nos animais transplantados com Sarcoma 180. Os animais tratados por via intraperitoneal com o polissacarídeo PGC apresentaram percentuais de inibição tumoral da ordem de 47,59% para a dose de 25mg/kg/dia e 53,53% quando administrados 50 mg/kg/dia.


 Os grupos tratados com PGC por via oral mostraram taxas de inibição de 37,27% e 35,98% para as doses de 50 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia, respectivamente, sendo considerado que o efeito antitumoral máximo promovido pelo polissacarídeo por via oral foi alcançado na menor dose testada. O controle positivo utilizado (5-FU 25mg/kg/dia) também foi eficiente em reduzir o tumor, apresentando percentual de inibição tumoral de 74,14% para os animais tratados.
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Figura 16 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre o crescimento tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. O controle negativo foi administrado com NaCl 0,9% e o controle positivo com 5-FU. Resultados expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 comparado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls, com n = 8 para cada grupo utilizado.
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Figura 17 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre o crescimento tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via oral. O controle negativo foi administrado com NaCl 0,9% e o controle positivo com 5-FU. Resultados expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 comparado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls, com n = 8 para cada grupo utilizado.


4.7
Análise morfológica e histopatológica


Após sacrifício dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180, foram realizados cortes histológicos do tumor e dos órgãos fígado, baço, rim e estômago (quando tratados por via oral), seguidos de preparo de lâminas histológicas e coloração com hematoxilina e eosina. A coloração por hematoxilina e eosina (H/E) foi utilizada para diferenciar citoplasma e núcleo. Esse procedimento permite analisar as estruturas celulares e identificar possíveis alterações toxicológicas nas amostras analisadas.

O tratamento dos animais com o polissacarídeo PGC não alterou significativamente a massa dos órgãos fígado e rim nas doses administradas intraperitonealmente (25 e 50 mg/kg/dia). Resultado semelhante foi obtido para os órgãos fígado, rim e estômago após tratamento por via oral nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia (TABELA 5). 


O polissacarídeo PGC administrado por via intraperitoneal foi capaz de aumentar significativamente o tamanho do baço dos camundongos em 65,2% na dose de 25 mg/kg/dia e 47,8% na dose de 50 mg/kg/dia, comparado com o grupo controle negativo transplantado com tumor (P < 0,05). O tratamento de PGC por via oral não ocasionou aumento significativo deste órgão, quando comparado com o grupo controle negativo transplantado (P > 0,05) (TABELA 5), enquanto o controle positivo 5-FU desencadeou um efeito contrário, reduzindo de modo significante o peso do baço dos animais em 47,8%, quando comparado com o grupo controle negativo transplantado (P < 0,05).  


A análise histopatológica dos tumores extirpados dos animais submetidos ao tratamento revelou ausência de diferença no padrão morfológico. Todos os grupos apresentaram neoplasia maligna de origem mesenquimal constituída por células poligonais exibindo anisocariose, pleomorfismo celular e nuclear e alguns núcleos vesiculosos (não corados uniformemente). Foram encontradas também numerosas figuras de mitose, invasão muscular e necrose de coagulação (FIGURAS 18 e 19).

A avaliação histopatológica do fígado dos animais revelou a presença de hiperplasia das células de Kupffer em todos os grupos testados. O grupo controle negativo transplantado apresentou moderada tumefação celular de hepatócitos e congestão portal e da veia centrolobular. Os animais tratados com 5-FU ip. exibiram moderada a intensa tumefação celular de hepatócitos, dilatação dos sinusóides, esteatose microvesicular e macrovesicular (FIGURAS 20 e 21).

O fígado dos animais tratados com PGC por via i.p. na dose de 25 mg.kg-1 mostrou moderada tumefação celular de hepatócitos, congestão portal e da veia centrolobular, com pequenos focos inflamatórios dispersos, enquanto o tratamento com PGC (50 mg.kg-1) revelou intensa tumefação celular de hepatócitos e focos inflamatórios (FIGURA 22). Já os animais tratados com PGC por via oral mostraram moderada a intensa tumefação celular de hepatócitos. Na dose de 100 mg.kg-1 observou-se congestão portal e da veia centrolobular e focos inflamatórios dispersos (FIGURA 23). 


Tabela 5 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre a massa úmida de órgãos (g/100g de massa corpórea) de camundongos transplantados com Sarcoma 180 (2.0 × 106 células por animal, s.c.). Os animais foram tratados por sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral. O antineoplásico 5-fluorouracil (5-FU) foi administrado como controle positivo e salina (NaCl 0,9%) como controle negativo.


		Substância

		Via

		Dose


(mg/kg/dia)

		Fígado

		Rim

		Baço

		Estômago



		Camundongos saudáveis



		0,9% NaCl

		ip.

		-

		4,59 ± 0,19

		1,46 ± 0,05

		0,18 ± 0,03

		-



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		0,9% NaCl

		ip.

		-

		5,5 ± 0,2

		1,3 ± 0,04

		0,69 ± 0,07 a

		0,84 ± 0,04



		5-FU

		ip.

		25

		5,3 ± 0,19

		1,27 ± 0,07

		0,33 ± 0,02 a,b

		-



		PGC

		ip.

		25

		6,1 ± 0,33

		1,41 ± 0,06

		1,02 ± 0,12 a,b

		-



		

		

		50

		5,1 ± 0,26

		1,15 ± 0,07

		1,14 ± 0,05 a,b

		-



		PGC

		v.o.

		50

		5,7 ± 0,15

		1,38 ± 0,12

		0,66 ± 0,05 a

		0,89 ± 0,04



		

		

		100

		5,2 ± 0,11

		1,17 ± 0,04

		0,65 ± 0,04 a

		0,8 ± 0,06





Resultados expressos como média ± E.P.M. do peso dos órgãos. a P < 0,05 comparado com camundongos sadios por ANOVA seguido por Student Newman Keuls; b P < 0,05 comparado com animais transplantados com tumor Sarcoma 180 tratado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.

As análises histopatológicas do baço dos animais tratados com salina por via intraperitoneal e oral mostraram o órgão com tamanho homogêneo, discreta desorganização da polpa branca e presença de megacariócitos de permeio. Os animais tratados com o controle positivo 5-FU exibiram baço de tamanho reduzido e folículos linfóides circunscritos, congestão da polpa vermelha e pigmentos de hemossiderina. Já os animais tratados com PGC por via intraperitoneal revelaram desorganização da polpa branca e da polpa vermelha havendo mistura entre as duas, com presença de numerosos megacariócitos de permeio. Quando tratados com PGC por via oral os animais apresentaram desorganização da polpa vermelha, áreas hemorrágicas, pigmentos de hemossiderina e presença de numerosos megacariócitos de permeio (FIGURAS 24 e 25). 


Todos os grupos tratados com PGC apresentaram alterações no baço, de modo gradativo em função do aumento da dose administrada. Este resultado pode ser devido à indução do sistema imune dos animais quando tratados com o polissacarídeo. Já os animais tratados com o 5-fluorouracil sofreram redução do tamanho do baço, com diminuição dos folículos linfóides, sugerindo depleção do sistema imune desses animais.

As análises histopatológicas dos rins dos animais tratados com salina por via oral e intraperitoneal mostraram arquitetura glomerular preservada. Todos os grupos experimentais apresentaram moderada tumefação celular do epitélio tubular e hemorragia glomerular e tubular. O tratamento com PGC por ambas as vias intraperitoneal e oral resultou em necrose nefrotóxica focal em áreas dispersas e raros cilindrohialinos nas maiores doses testadas de cada grupo. Tais alterações se apresentaram de forma discreta e a necrose identificada mostrou ser focal e rara, sugerindo possibilidade de reversão após interrupção do tratamento ou redução da dose (FIGURAS 27 e 28).

 Os animais tratados por via oral tiveram ainda seus estômagos retirados e a análise histopatológica revelou aspecto pregueado mucoso preservado em todos os grupos. O grupo controle negativo mostrou a região cárdia com mucosa revestida por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado sem alterações no córion, mucosa fúndica constituída por células principais e parietais e submucosa sem alterações histológicas. Os animais tratados com PGC por via oral (50 mg/kg/dia) apresentaram na região cárdia mucosa revestida por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado com presença de numerosos vasos sanguíneos no córion e fúndica constituída por células principais e parietais e submucosa com áreas hemorrágicas. Na dose de 100 mg/kg/dia o polissacarídeo induziu as mesmas alterações visualizadas na dose menor, com presença de focos inflamatórios no córion e vasos ectásicos. Tais alterações são indicativas de inflamação precoce na mucosa gástrica, sugerindo diminuição ou reversibilidade das mesmas por redução da dose ou descontinuidade do tratamento (FIGURA 29).



Figura 18 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do tumor de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (25 mg.kg-1.dia-1 ip.); D - PGC (50 mg.kg-1.dia-1 ip.).



Figura 19 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do tumor de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A – Controle negativo (NaCl 0,9% v.o.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (50 mg.kg-1.dia-1 v.o.); D - PGC (100 mg.kg-1.dia-1 v.o.).










Figura 20 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do fígado de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (25 mg.kg-1.dia-1 ip.); D - PGC (50 mg.kg-1.dia-1 ip.).



Figura 21 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do fígado de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A – Controle negativo (NaCl 0,9% v.o.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (50 mg.kg-1.dia-1 v.o.); D - PGC (100 mg.kg-1.dia-1 v.o.).






Figura 22 – Fotomicrografias de cortes histológicos (100 e 400x) do baço de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (25 mg.kg-1.dia-1 ip.); D - PGC (50 mg.kg-1.dia-1 ip.).



Figura 23 – Fotomicrografias de cortes histológicos (100 e 400x) do baço de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A – Controle negativo (NaCl 0,9% v.o.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (50 mg.kg-1.dia-1 v.o.); D - PGC (100 mg.kg-1.dia-1 v.o.).










Figura 24 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do rim de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (25 mg.kg-1.dia-1 ip.); D - PGC (50 mg.kg-1.dia-1 ip.).










Figura 25 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do rim de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A – Controle negativo (NaCl 0,9% v.o.); B – Controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1 ip.); C – PGC (50 mg.kg-1.dia-1 v.o.); D - PGC (100 mg.kg-1.dia-1 v.o.).



Figura 26 – Fotomicrografias de cortes histológicos (100 e 400x) do estômago de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via oral. A e B – Controle negativo (NaCl 0,9% v.o.); C – PGC (50 mg.kg-1.dia-1 v.o.); D - PGC (100 mg.kg-1.dia-1 v.o.).

4.8
Efeito de PGC sobre parâmetros hematológicos e bioquímicos

O sangue periférico coletado do plexo retro-orbital de camundongos saudáveis e transplantados com tumor Sarcoma 180 foi utilizado para avaliação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos dos animais.


A análise bioquímica do sangue dos camundongos saudáveis e transplantados com tumor Sarcoma 180 pertencentes aos grupos controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (5-FU 25 mg.kg-1.dia-1) e aos grupos experimentais tratados com o polissacarídeo PGC revelou que não houve alteração nos níveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), também conhecida como transaminase glutâmico pirúvica (TGP) e aspartato aminotransferase (AST), também chamada de transaminase glutâmico oxalacética (TGO), bem como nos níveis plasmáticos de uréia (TABELA 6). 

A Tabela 7 mostra a análise hematológica dos animais saudáveis e transplantados com Sarcoma 180 submetidos ao tratamento com salina, 5-FU e PGC por via intraperitoneal. A contagem total de leucócitos foi drasticamente reduzida nos animais tratados com 5-FU na concentração de 25 mg.kg-1 quando comparado ao grupo controle negativo transplantado com tumor (P < 0,05). 

Os animais tratados com PGC por via intraperitoneal nas duas doses testadas apresentaram valores de leucócitos totais levemente aumentados comparados ao grupo controle negativo. Contudo, houve aumento significativo (P < 0,05) da percentagem de neutrófilos em ambas as doses tratadas por via i.p., chegando a 50% da contagem total de glóbulos brancos na dose de 50 mg.kg-1.dia-1, comparado com o grupo controle negativo transplantado com tumor tratado com solução salina (TABELA 7).

Tabela 6 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral.

		Droga

		Dose


(mg.kg-1)

		Uréia


(mg.dL-1)

		ALT


(UI.L-1)

		AST


(UI.L-1)



		Camundongos saudáveis



		0.9% NaCl

		-

		36.0 ±  4.7

		54.0 ±  9.3

		134.0 ±  10.9



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		0.9% NaCl

		-

		38.2 ± 4.8

		58.2 ± 3.9a

		114.4 ± 9.5



		5-FU

		25

		35.2 ± 3

		38.7 ± 2  

		94.6 ± 11



		PGC

		25

		29.2 ± 2.1

		     52.6 ± 3.7

		90.4 ± 8.8  



		PGC

		50

		29.0 ± 1.5

		     48.4 ± 3.1

		101.8 ± 6.9





Resultados expressos como média ± E.P.M. de cinco animais. 


Tabela 7 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral.

		Droga

		Dose


(mg.kg-1)

		Plaquetas1

		Leucócitos totais2

		Contagem diferencial de leucócitos (%)



		

		

		

		

		Eosinófilo

		Linfócito

		Neutrófilo

		Monócito



		Camundongos saudáveis



		NaCl 0.9%

		-

		8.3 ± 1.1

		1.8 ± 0.1

		0.0

		94.8

		4.3

		1.0



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		 NaCl 0.9%

		-

		6.0 ± 0.7

		1.8 ± 0.3

		0.0

		73.1a

		21.4a

		5.5a



		5-FU

		25

		2.3a,b

		0,25± 0a,b

		0.0

		91.7

		4.5

		3.0



		PGC

		25

		7.5 ± 0.9c

		2.0 ± 0.3c

		0.0

		51.0a,b,c

		43.0a,b,c

		7.0a,c



		PGC

		50

		5.5 ± 1.1

		1.9 ± 0.01c

		0.0

		45.6a,b,c

		50.0a,b,c

		4.2





Resultados expressos como média ± E.P.M. de cinco animais. 1(105 células/mL); 2 (103 células/mL); a P < 0,05 comparado com camundongos saudáveis por ANOVA seguido por Bonferroni; b P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9% por ANOVA seguido por Bonferroni; c P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados com 5-FU por ANOVA seguido por Bonferroni.

4.9
Efeito antitumoral associado de PGC e 5-fluorouracil


Após determinação do potencial antitumoral in vivo do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC), foi avaliado o efeito associado de PGC com o antineoplásico 5-fluorouracil utilizando camundongos Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180. O tumor sólido de cada animal tratado foi pesado e sua massa úmida determinada. 

Os animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9% (controle negativo) apresentaram massa tumoral média de 1,77 ± 0,19g, enquanto o grupo controle positivo tratado com 5-fluorouracil (10 mg.kg-1) exibiu massa tumoral média de 1,15 ± 0,13g, correspondendo a um percentual de inibição tumoral da ordem de 37,22%. Contudo, quando os animais transplantados foram tratados com 5-FU na dose de 10 mg.kg-1.dia-1 conjuntamente com o polissacarídeo PGC na concentração de 25 mg.kg-1.dia-1, a massa tumoral média correspondeu a 0,6 ± 0,09g. Consequentemente, o percentual de inibição tumoral apresentado pela associação das duas substâncias foi de 70,74% (FIGURA 27).
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Figura 27 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) associado com 5-fluorouracil sobre o crescimento tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180. O controle negativo foi tratado com NaCl 0,9% e o antineoplásico 5-FU foi utilizado como controle positivo. Os resultados são expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 comparado com NaCl 0,9% por ANOVA, seguido por Student Newman Keuls.


4.10
Análise morfológica e histopatológica do tratamento associado de PGC e 5-FU

Após sacrifício dos animais transplantados com tumor Sarcoma 180, foram realizados cortes histológicos do tumor e dos órgãos fígado, baço e rim. O tratamento dos animais com o polissacarídeo PGC (25 mg.kg-1) não alterou significativamente a massa relativa dos rins na dose administrada, quando comparado com camundongos sadios. O grupo controle positivo (5-FU 10 mg.kg-1) administrado por via intraperitoneal não mostrou alteração significativa na massa dos órgãos fígado, baço e rim dos animais. Contudo, o tratamento com 5-FU na dose de 10 mg.kg-1.dia-1 associado com o polissacarídeo PGC na concentração de 25 mg.kg-1.dia-1 resultou em discreto aumento da massa relativa do fígado dos camundongos, da ordem de 15%, comparado com camundongos saudáveis (TABELA 8). 


Os animais tratados com 5-FU na concentração de 10 mg.kg-1.dia-1 não apresentaram diferença na massa úmida relativa do baço em relação ao grupo controle negativo transplantado com Sarcoma 180 (TABELA 8). Entretanto, o polissacarídeo PGC na dose de 25 mg.kg-1.dia-1 administrado conjuntamente com 5-FU na concentração de 10 mg.kg-1.dia-1 por via intraperitoneal foi capaz de aumentar significativamente o tamanho do baço dos camundongos em 80%, comparado com o grupo controle negativo transplantado com tumor (P < 0,05). 


A análise histopatológica dos tumores não revelou modificações do padrão morfológico das células tumorais. Em todos os grupos foi observada neoplasia maligna composta por células poligonais pleomórficas exibindo escasso citoplasma e anisocariose, células gigantes tumorais além de mitoses típicas e atípicas, necrose de coagulação e invasão muscular (FIGURA 29).

O fígado dos animais transplantados com Sarcoma 180 pertencentes ao grupo controle negativo (NaCl 0,9%) apresentou moderada tumefação celular, congestão portal, dilatação da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer, hemossiderófagos e pigmentos de hemossiderina. O grupo tratado com 5-FU (10 mg.kg-1) exibiu degeneração hidrópica, tumefação celular de hepatócitos e  hiperplasia das células de Kupffer, além de esteatose microvesicular, indicativo de toxicidade hepática. Os grupos experimentais submetidos ao tratamento com o polissacarídeo PGC (25 mg.kg-1) e com 5-FU (10 mg.kg-1) associado a PGC na concentração de 25 mg.kg-1 apresentaram discreta tumefação celular, raras células de Kupffer hiperplasiadas, congestão portal e da veia centrolobular, com perfil semelhante ao do grupo controle negativo (FIGURA 30).

Tabela 8 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) associado com 5-fluorouracil sobre a massa úmida relativa de órgãos (g/100g de massa corpórea) de camundongos transplantados com Sarcoma 180 (2,0 × 106 células por animal, s.c.). Os animais foram tratados por sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral. O antineoplásico 5-fluorouracil (5-FU) foi administrado como controle positivo e salina (NaCl 0,9%) como controle negativo.


		Substância

		Via

		Dose


(mg/kg/dia)

		Fígado

		Rim

		Baço



		Camundongos saudáveis



		NaCl 0,9%

		ip.

		-

		4,59 ± 0,19

		1,46 ± 0,05

		0,18 ± 0,03



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		NaCl 0,9%

		ip.

		-

		4,4 ± 0,15

		1,1 ± 0,03

		0,5 ± 0,05a



		5-FU

		ip.

		10

		4,5 ± 0,15

		1,1 ± 0,06

		0,5 ± 0,02a



		PGC

+


5-FU

		ip.

		25


+


50

		5,3 ± 0,13b

		1,3 ± 0,04 b

		0,9 ± 0,06a,b





Resultados expressos como média ± E.P.M. do peso dos órgãos. a P < 0,05 comparado com camundongos sadios por ANOVA seguido por Student Newman Keuls; b P < 0,05 comparado com animais transplantados com tumor Sarcoma 180 tratado com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.

As análises histopatológicas dos rins dos animais tratados com NaCl 0,9% mostraram arquitetura glomerular preservada, discreta tumefação celular do epitélio tubular, hemorragia glomerular e tubular. Quando PGC (25 mg.kg-1) foi administrado, pôde-se observar moderada tumefação celular do epitélio tubular, hemorragia glomerular e tubular e raros indícios de necrose nefrotóxica focal em áreas dispersas. O tratamento associado de PGC (25 mg.kg-1) com 5-FU na concentração de 10 mg.kg-1 revelou moderada tumefação celular do epitélio tubular, vacuolização isomérica do epitélio tubular, hemorragia glomerular e tubular. Entretanto, tais alterações são consideradas leves e a necrose identificada mostrou ser focal e rara, sugerindo possibilidade de reversão após interrupção do tratamento ou redução da dose (FIGURA 31).

O perfil histopatológico do baço dos animais transplantados com Sarcoma 180 revelou a presença de megacariócitos de permeio em todos os grupos analisados. O controle negativo apresentou arquitetura lobular mantida, folículos linfóides visíveis, numerosos megacariócitos e pigmentos de hemossiderina, enquanto os animais tratados com 5-FU apresentaram folículos linfóides visíveis, numerosos megacariócitos e congestão da polpa vermelha. Nos camundongos submetidos ao tratamento por via intraperitoneal com o polissacarídeo PGC na dose de 25 mg.kg-1, com ou sem associação com 5-FU, foi observado perda da arquitetura lobular, folículos amplos em meio à polpa vermelha igualmente extensa, numerosos megacariócitos, pigmentos de hemossiderina e hemorragia. Essas alterações percebidas no baço dos animais tratados com PGC sugerem um fenômeno de indução da resposta imune do hospedeiro (FIGURA 32).



Figura 28 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do tumor de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C – PGC (25 mg/kg/dia ip.); D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).




Figura 29 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do fígado de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C – PGC (25 mg/kg/dia ip.); D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).







Figura 30 – Fotomicrografias de cortes histológicos (400x) do rim de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C – PGC (25 mg/kg/dia ip.); D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).
















Figura 31 – Fotomicrografias de cortes histológicos (100 e 400x) do baço de camundongos transplantados com tumor sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. A – Controle negativo (NaCl 0,9% ip.); B – Controle positivo (5-FU 10 mg/kg/dia ip.); C – PGC (25 mg/kg/dia ip.); D - PGC (25 mg/kg/dia ip.) + 5-FU (10 mg/kg/dia ip).

4.11
Efeito do tratamento associado de PGC e 5-FU sobre parâmetros hematológicos e bioquímicos

O sangue periférico coletado do plexo retro-orbital de camundongos saudáveis e animais transplantados com tumor Sarcoma 180 foi utilizado para avaliação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos dos animais submetidos ao tratamento simultâneo do polissacarídeo PGC com o quimioterápico 5-FU por via intraperitoneal.


A análise bioquímica do sangue dos camundongos transplantados com Sarcoma 180 pertencentes aos grupos controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (5-FU 10 e 25 mg.kg-1) e aos grupos experimentais tratados com o polissacarídeo PGC revelou que não houve alteração nos níveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), também conhecida como transaminase glutâmico pirúvica (TGP) e aspartato aminotransferase (AST), também chamada de transaminase glutâmico oxalacética (TGO). Contudo, o tratamento simultâneo do polissacarídeo PGC o 5-FU ocasionou pequeno aumento nos níveis séricos de uréia (TABELA 9). 

A análise hematológica dos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal revelou que a contagem total de leucócitos foi bastante reduzida nos animais tratados com 5-FU (10 e 25 mg.kg-1) comparado ao grupo controle negativo transplantado com Sarcoma 180 (TABELA 10). 

O tratamento dos animais com PGC (25 mg.kg-1.dia-1 i.p.) apresentou contagem total de leucócitos um pouco maior que o observado para o controle negativo, além de aumentar a proporção de neutrófilos em relação aos linfócitos. Contudo, quando administrados concomitantemente PGC (25 mg.kg-1) e 5-FU (10 mg.kg-1), a contagem total de leucócitos não é reduzida acentuadamente como acontece após tratamento com 5-FU isoladamente. Esse resultado sugere que PGC foi capaz de prevenir parcialmente a leucopenia induzida pelo tratamento dos animais com 5-Fluorouracil. 

Tabela 9 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral.

		Droga

		Dose


(mg kg-1)

		Uréia


(mg dl-1)

		ALT


(UI l-1)

		AST


(UI l-1)



		Camundongos saudáveis



		0.9% NaCl

		-

		36.0 ±  4.7

		54.0 ±  9.3

		134.0 ±  10.9



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		0.9% NaCl

		-

		38.2 ± 4.8

		58.2 ± 3.9a

		114.4 ± 9.5



		5-FU

		10

		43.0 ± 2.3

		     38.4 ± 2.9 a ,b

		101.0 ± 13



		5-FU

		25

		35.2 ± 3

		38.7 ± 2a,b  

		94.6± 11



		PGC

		25

		29.2 ± 2.1

		     52.6 ± 3.7

		90.4 ± 8.8  



		PGC + 5-FU

		25 + 10

		56.3 ± 1.7a

		     44 ± 3.7

		101.3 ± 10  





Resultados expressos como média ± E.P.M. de cinco animais. a P < 0,05 comparado com camundongos sadios por ANOVA seguido por Student Newman Keuls. b P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados com salina por ANOVA seguido por Student Newman Keuls.

Tabela 10 – Efeito do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) sobre parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos transplantados com Sarcoma 180. Os animais foram tratados por via intraperitoneal durante sete dias consecutivos, a partir do primeiro dia após o implante tumoral.

		Droga

		Dose


(mg.kg-1)

		Plaquetas1

		Leucócitos totais2

		Contagem diferencial de leucócitos (%)



		

		

		

		

		Eosinófilo

		Linfócito

		Neutrófilo

		Monócito



		Camundongos saudáveis



		0.9% NaCl

		-

		8.3 ± 1.1

		1.8 ± 0.1

		0.0

		94.8

		4.3

		1.0



		Camundongos transplantados com Sarcoma 180



		 0.9% NaCl

		-

		6.0 ± 0.7

		1.8 ± 0.3

		0.0

		73.1a

		21.4a

		5.5a



		5-FU

		10

		3.3 ± 0.4a

		0.7 ± 0.1a,b

		0.0

		89.0b

		8.2 b

		2.8b



		5-FU

		25

		2.3a,b

		0,3± 0.0 a,b

		0.0

		91.7

		4.5

		3.0



		PGC

		25

		7.5 ± 0.9c

		2.0±0.3a,b,c

		0.0

		51.0a,b,c

		43.0a,b,c

		7.0a,c



		PGC


  +


5-FU

		25


+


10

		10.8 ± 1b,c

		1.2±0.2a,b,c

		0.0

		84.2

		13.2

		2.6b





Resultados expressos como média ± E.P.M. de cinco animais. 1(105 células/mL); 2 (103 células/mL); a P < 0,05 comparado com camundongos saudáveis por ANOVA seguido por Bonferroni; b P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 por ANOVA seguido por Bonferroni; c P < 0,05 comparado com camundongos transplantados com Sarcoma 180 e 5-FU 25mg.kg-1 por ANOVA seguido por Bonferroni.

5
DISCUSSÃO


5.1
Caracterização do polissacarídeo da alga Gracilaria caudata (PGC)



O polissacarídeo gelificante da alga Gracilaria caudata, obtido por extração aquosa sob aquecimento apresentou rendimento de 32,8% com relação à massa seca inicial de alga utilizada. Esse resultado mostrou ser semelhante ao encontrado para polissacarídeos de algas do mesmo gênero (TABELA 11), que variaram de aproximadamente de 10 a 40% (CHAVES, 2008; ADRIAMANANTOANINA et al., 2007; PRAIBOON et al.,2006; MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005; FREIRE-PEREGRIN; MURANO, 2005; BURIYO; KIVAISI, 2003; MELO et al., 2002; MARINHO-SORIANO, 2001; MARINHO-SORIANO et al., 1999).


O percentual de nitrogênio no polissacarídeo PGC foi de 1,4%, correspondendo a 8,7% de proteínas. As proteínas presentes na amostra são contaminantes provenientes do processo de extração dos polissacarídeos. Contudo, esses contaminantes não impossibilitaram a elucidação da estrutura química de PGC. Esse valor está próximo do teor de nitrogênio encontrado para as galactanas isoladas das algas Gracilaria birdiae, igual a 7,6% (MACIEL et al., 2008). O teor de proteínas encontrado na literatura é bastante variável, oscilando desde 3,22% para G. bursa-pastoris (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003) e 3,97% para G. Gracilis (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003) até 18,2% para Gracilaria dura (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005) e 29,8% para Gracilaria gracilis (RODRÍGUEZ et al., 2009).


O grau de sulfatação do polissacarídeo extraído de G. caudata (PGC) foi determinado a partir das porcentagens de enxofre (S%) e carbono (C%) utilizando a equação 1. Tal equação foi proposta por Melo et al. (2002) e baseia-se na estrutura da agarobiose, dissacarídeo básico formador das galactanas do tipo ágar (ARAKI, 1966, apud LAHAYE, 2001; USOV, 1998). Os percentuais de enxofre (S%) e carbono (C%) encontrados foram 1,0 e 35,88%, respectivamente. O grau de substituição por sulfato (grau de sulfatação) calculado foi igual a 0,13. A quantidade de sulfato apresentada por PGC foi menor que o observado para os polissacarídeos de outras espécies de Gracilaria. O ágar proveniente da alga Gracilaria sjoestedtii apresentou 2,3% de sulfato (CRAIGIE et al., 1984) enquanto o conteúdo de sulfato demonstrado para G. domingensis e G. mammillaris foi de 7,6 e 8.9%, respectivamente (VALIENTE et al., 1992).


Tabela 1 – Rendimento de polissacarídeos extraídos de algas do gênero Gracilaria.

		Espécie

		Coleta

		Rendimento (%)

		Fonte bibliográfica



		G. corticata

		Madacascar

		21,8

		Adriamanantoanina et al., 2007



		G. birdiae

		Brasil

		56

		Chaves, 2008



		Gracilaria sp.

		Japão

		39,4

		Praiboon et al.,2006



		G. fisheri

		Tailândia

		13,3

		Praiboon et al.,2006



		G. edulis

		Tailândia

		10,9

		Praiboon et al.,2006



		G. dura

		França

		32 – 35

		Marinho-Soriano; Bourret, 2005



		G. cervicornis 

		México

		39,3

		Freire-Peregrin; Murano, 2005



		G. salicornia

		Tanzânia

		30,2%

		Buriyo; Kivaisi, 2003



		G. cornea

		Brasil

		21,4

		Melo et al., 2002



		G. cervicornis

		Brasil

		11 – 20

		Marinho-Soriano, 2001



		G. bursa-pastoris

		França

		34,8

		Marinho-Soriano, 2001



		G. dura

		França

		33,5

		Marinho-Soriano, 2001



		G. gracilis

		França

		30,0

		Marinho-Soriano, 2001



		G. bursa-pastoris

		França

		36,5 – 38,3

		Marinho-Soriano et al., 1999



		G. gracilis

		França

		11,1 – 18,7

		Mollet;Rahaoui;Lemoine, 1998





A massa molar do polissacarídeo de Gracilaria caudata (PGC) foi estimada através de cromatografia de permeação em gel, onde a massa molar do pico foi estimada em 2,5 x 105 g/mol ou 250 kDa. Elevados pesos moleculares foram encontrados para outros polissacarídeos sulfatados de algas marinhas, com valores iguais ou superiores a 100 kDa (POMIN, 2010). 


Segundo Stanley (1995), polissacarídeos naturais são polímeros que não apresentam massas molares precisamente definidas. Esses compostos são polidispersos, pois possuem massas molares médias, representando uma distribuição de espécies moleculares quase idênticas em estrutura, variando apenas no tamanho da cadeia. O polissacarídeo PGC também apresentou perfil polidisperso. O cromatograma de PGC revelou a presença de um único pico, comportando-se como um sistema homogêneo. Contudo, o pico observado possui base larga, refletindo a variação no tamanho dos polissacarídeos extraídos de G. caudata, formados por repetições de β-D-galactose e α-L-galactose. Esse resultado contrasta com o comportamento heterogêneo observado para os polissacarídeos naturais das macroalgas vermelhas Gracilaria cornea (MELO et al., 2002), Gracilaria Birdiae (CHAVES, 2008), Gracilaria domingensis (MENDES, 2004) e Botryocladia occidentalis (FARIAS et al., 2000), os quais apresentaram múltiplos picos.


A espectroscopia de Infravermelho é um método instrumental simples e rápido para a investigação de grupos funcionais em moléculas orgânicas. O espectro infravermelho de um composto químico é bastante característico para a molécula em questão e pode ser utilizado como assinatura química da mesma. Por isso, a espectroscopia na região do infravermelho possui extensa aplicação na identificação de compostos químicos (SOLOMONS, 2001).


O espectro de infravermelho do polissacarídeo PGC revelou bandas com números de onda característicos de agarocolóides (1375, 1258, 1075, 930, 891 cm-1), como evidenciado pela Tabela 12. A banda com número de onda de 1075 cm-1 é atribuída ao esqueleto carbônico de polissacarídeos do tipo galactana (PRADO-FERNÁNDES et al., 2003; MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998), enquanto a banda com número de onda de 930 cm-1 encontrada no espectro de PGC é indicativa da presença de açúcar do tipo 3,6-anidrogalactose (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; PRADO-FERNANDES et al., 2003; CHOPIN; WHALEN, 1993). 

A partir do espectro de infravermelho é possível deduzir que o polissacarídeo PGC pertence ao grupo dos ágares, em função da banda observada com número de onda 891 cm-1 (MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998), além de evidenciar a presença de grupamentos sulfato na molécula, percebidos pelas bandas com números de onda de 1258 cm-1 (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; PRADO-FERNANDES et al., 2003; CHOPIN; WHALEN, 1993) e 1375 cm-1 (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; GROSEV; BOZAC; PUPPELS, 2001). A baixa intensidade dessas bandas sugere que PGC possui um pequeno grau de sulfatação. Esse resultado foi confirmado pelo grau de sulfatação (0,13) determinado por microanálise elementar. 


A região entre 800 e 850 cm-1 é usada para inferir a posição dos grupos sulfato em polissacarídeos do tipo ágar. As bandas em 845, 830, 805 e 820 cm-1 podem ser atribuídas, respectivamente, a 4-O-sulfato, 2-O-sulfato, sulfatação em C-2 de 3,6-anidro-L-galactose e 6-O-sulfato da unidade de D-galactose (ROCHAS; LAHAYE; YAPHE, 1986; LAHAYE; YAPHE, 1989; CHOPIN; WHALEN, 1993; MOLLET et al., 1998; PRADO-FERNANDES et al., 2003; VILLANUEVA, 2010).

O polissacarídeo de G. caudata não apresentou nenhum sinal resolvido em 845, 830 e 805 cm-1 indicando a ausência de sulfatação em C-4 e C-2 dos resíduos de D-galactose. Apesar de ser considerado raro, esse padrão de sulfatação foi encontrado em ágares de diversas espécies de Gracilaria (MURANO et al., 1995; MURANO et al.,1992; MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998; VILLANUEVA; MONTAÑO; VILLANUEVA; ROMERO, 1999). A pequena quantidade de grupamentos sulfato presente na galactana de G. caudata é uma característica compartilhada com outros agarocolóides responsável pelo aumento de suas propriedades reológicas (MURANO, 1995; USOV, 1998; LAHAYE, 2001). 

Tabela 12 – Atribuições no espectro do infravermelho para polissacarídeos de algas marinhas.


		Número de onda (cm-1)

		Atribuições

		Referência



		1653

		(COO-), Amida I

		a



		1640

		H2O

		c



		1562

		Amida II

		a



		1380 – 1355

		Éster Sulfato

		b, c



		1250 – 1240

		O = S = O (estiramento assimétrico)

		b, c, d



		1080 – 1040

		Esqueleto de galactanas (C - O + C – OH)

		b, e



		930

		C – O – C de 3,6-anidrogalactose

		b, c, d



		900 – 890

		Banda específica do ágar

		E



		850

		Galactose-4-sulfato

		F



		820 – 810

		Galactose-6-sulfato

		b, c, d



		740 – 725

		C – O – C de ligação glicosídica

		e



		716

		C – O – C de ligação glicosídica

		e



		580

		O = S = O

		b



		a: Grosev; Bozac; Puppels, 2001.


b: Prado-Fernándes et al.,2003.


c: Rochas; Lahaye; Yaphe, 1986.


d: Chopin; Whalen, 1993.


e: Mollet; Rahaoui, Lemoine, 1998.



f: Chopin ; Kerin ; Mezerolle. 1999.





A região em 820 cm-1 pode ser atribuída a sulfatação em C-6 dos resíduos de galactose. Todavia, a baixa intensidade do sinal no espectro de FT-IR apresentado por PGC pode ser devido à baixa quantidade de sulfato nessa posição. O padrão de sulfatação de polímeros tipo ágar de algas do gênero Gracilaria é dominado por esterificação do C-6 dos resíduos de L-galactose (MURANO, 1995). A análise do polissacarídeo PGC por espectroscopia de Infravermelho sugere que grupos sulfato ocorrem somente em C-6 dos resíduos de α-L-galactopiranose, como um precursor de 3,6-anidro-(-L-galactose, o qual é convertido para a forma anidro por enzimas sulfohidrolases (REES, 1961).

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C é uma técnica eficiente para analisar as características estruturais de polissacarídeos de algas marinhas (USOV, 1980; USOV, 1998). Neste trabalho o polissacarídeo de G. caudata foi analisado por RMN em uma e duas dimensões. 

O espectro de RMN de 1H de PGC revelou um padrão de metilação com sinais resolvidos em 3.41 e 3.5 ppm, atribuídos a prótons de grupamentos metil ligados a C-6 de β-D-galactose (G6M) e C-2 de 3,6-anidrogalactose (LA2M), respectivamente. A ocorrência de metil éter em C-6 de β-D-galactose e C-2 de 3,6-anidrogalactose têm sido amplamente descrita para diferentes espécies de Gracilaria, com o grau de substituição variando entre as espécies (MAZUMDER et al., 2002; DUCKWORTH et al., 1971; LAHAYE et al., 1986; CRAIGIE, 1990; FURNEAUX; MILLER; STEVENSON, 1990). Os resíduos G6M e LA2M foram observados como principais unidades repetitivas em ágares extraídos de diferentes espécies, como G. arcuata (MONTAÑO; VILLANUEVA; ROMERO, 1999) e G. tenuistipitata (LAHAYE et al., 1986; MONTAÑO; VILLANUEVA; ROMERO, 1999).

O sinal em 5.13 ppm presente no espectro de RMN de 1H de PGC foi assinalado como 3,6-α-L-anidrogalactose (LA) enquanto o sinal em 4.56 foi atribuído a β-D-galactose (G) ligado a LA (MACIEL et al., 2008). Nenhum sinal foi observado em 4.43 ppm, o qual é representativo de H-1 de β-D-galactose ligado a α-L-galactose-6-sulfato (L-6S). O resíduo L-6S foi encontrado no experimento de FT-IR, apesar da baixa intensidade do pico. 

O sinal intenso em 1.44 ppm foi atribuído a prótons do grupo metil do acetal de ácido pirúvico ligado nas posições C-4 e C-6 dos resíduos de β-D-galactose (IZUMI, 1973; MURANO et al.,1992; MURANO, 1995). A presença de sinal em 5.22 ppm foi descrita para o próton anomérico do resíduo de L-galactopiranose sendo desprotegido pelo piruvato adjacente (MURANO et al.,1992). Ácido pirúvico é um substituinte pouco frequente em agarocolóides de espécies de Gracilaria (DUCKWORTH et al., 1971; MURANO et al., 1992; MURANO, 1995). No entanto, esse grupamento parece estar presente em grande quantidade em PGC devido à intensidade do sinal apresentado no espectro de 1H RMN.

O espectro de RMN de 13C do polissacarídeo de G. caudata apresentou um padrão típico de ágar com 12 sinais, atribuídos aos carbonos oriundos da agarobiose (USOV et al., 1980; FREILE-PELEGRÍN; MURANO, 2005). Os valores obtidos foram comparados com dados da literatura, como os assinalamentos de referência descritos na Tabela 13. Os sinais em 102.5, 70.3, 82.3, 68.8, 75.4 e 61.5 ppm correspondem aos carbonos C (1-6) da unidade β-D-galactose (G), enquanto os sinais com concentrações de 98.4, 69.5, 80.2, 77.5, 75.7 e 69.9 ppm correspondem aos carbonos C (1-6) da unidade 3,6-α-L-anidrogalactose (LA). Sinais adicionais no espectro revelam a presença de grupos substituintes na estrutura repetitiva da agarobiose.


Tabela 13 – Assinalamentos de referência do espectro de RMN de 13C.


		Unidade de resíduo

		Deslocamentos químicos de 13C



		

		C1

		C2

		C3

		C4

		C5

		C6

		Me



		Usov et al. (1980)

		

		

		

		

		

		

		



		(G-LA)n

		G

		102.3

		70.1

		82.2

		68.6

		75.2

		61.3

		



		

		LA

		98.2

		69.7

		80.0

		77.2

		75.5

		69.7

		



		G6M-4S

		

		102.4

		70.0

		80.0

		71.5

		70.8

		70.0

		59.0



		

		

		

		

		

		

		

		

		



		Lahaye et al. (1989)

		

		

		

		

		

		

		



		(G-LA)n

		G

		102.4

		70.2

		82.2

		68.8

		75.3

		61.4

		



		

		LA

		98.3

		69.9

		80.1

		77.4

		75.7

		69.4

		



		(G’-L6S)

		 G’

		103.7

		69.8

		81.2

		69.1

		75.9

		61.8

		



		

		L6S

		101.3

		69.3

		71.1

		79.1

		70.3

		67.9

		



		

		

		

		

		

		

		

		

		



		Miller; Furneaux (1997)

		

		

		

		

		

		

		



		(G6M-A)

		G6M

		102.3

		70.1

		82.1

		69.0

		73.5

		71.7

		59.1



		

		LA

		98.2

		69.9

		80.1

		77.3

		75.5

		69.3

		



		

		

		

		

		

		

		

		

		



		Lai; Huang; Lii (1998)

		

		

		

		

		

		

		



		(G-LA)n

		G

		102.4

		70.2

		82.3

		68.7

		75.3

		61.4

		



		

		LA

		98.2

		69.9

		80.1

		77.3

		75.6

		69.4

		



		

		

		

		

		

		

		

		

		



		Valiente et al. (1992)

		

		

		

		

		

		

		



		(G-LA)n

		G

		102.4

		70.1

		82.1

		68.4

		75.6

		61.4

		



		

		LA

		98.3

		69.8

		80.1

		77.4

		75.6

		69.3

		



		

		

		

		

		

		

		

		

		





A presença de um sinal em 61.5 ppm foi assinalado como C-6 de β-D-galactose ligado a  α-L-galactose-6-sulfato (ANDRIAMANANTOANINA et al., 2007). Essa sulfatação foi confirmada no experimento de FT-IR através de uma pequena banda indicando que o precursor biológico do resíduo LA deve estar presente no polissacarídeo de G. caudata.


As ressonâncias em 73.6 e 71.7 ppm no espectro de 13C RMN foram atribuídos aos carbonos C-5 e C-6 dos resíduos de β-D-galactose-6-O-metil (USOV et al., 1983; LAHAYE et al., 1986; MURANO, 1995; FREILE-PELEGRÍN, Y.; MURANO, 2005). Em adição, o sinal em 25.7 indica a presença de ácido pirúvico neste polissacarídeo (MURANO et al., 1992). Esse resultado corrobora com os dados obtidos no experimento de 1H RMN e com os resultados de DEPT 135 e RMN de HSQC (em duas dimensões) descritos a seguir.

O polissacarídeo PGC não apresentou sinal em 61.7 ppm, descrito para resíduos de 4-O-metil-α-L-galactose (BIRD et al., 1987), demonstrando a ausência de grupamentos metil nessa posição. Esse resulta contrasta com os dados encontrados para os ágares das espécies G. cervicornis (FREILE-PELEGRÍN, Y.; MURANO, 2005) e G. verrucosa (BIRD, 1990). Em adição, a falta de sinais em 97.51, 102.87 e 77.77 ppm, atribuídos a β-D-galactose-4-sulfato, indica que PGC também não apresenta sulfatação em C-4 dos resíduos de β-D-galactose (ANDRIAMANANTOANINA et al., 2007).

O experimento de DEPT 135 de 13C foi utilizado para investigar a presença de grupos de oximetileno no polissacarídeo de G. caudata, considerando que a sequência de sinais dos carbonos ligados a dois prótons apresentam amplitude oposta aos carbonos CH e CH3.

O espectro de DEPT 135 do polissacarídeo PGC revela a presença de 4 sinais de CH2. Os deslocamentos químicos encontrados foram 69,5 ppm, atribuído a 3,6-anidro-α-L-galatopiranose (LA); 61,2 ppm, atribuído ao resíduo β-D-galatopiranose ligado a 3,6-anidro-α-L-galatopiranose (G-LA), enquanto os sinais em 65.4 e 61.5 foram descritos para α-L-galatopiranose-6-sulfato (L-6S) e β-D-galatopiranose ligado a α-L-galatopiranose-6-sulfato (G’-L6S), respectivamente (MACIEL et al., 2008). Esse espectro também mostrou um sinal em 59.2 ppm, indicando a presença de resíduos de monossacarídeos metilados no polissacarídeo. Esse resultado está de acrodo com os dados encontrados por RMN de 1H e 13C, onde resíduos de β-D-galactose-6-O-metil (G-6M) e 3,6-anidrogalactose-2-O-metil (LA2M) foram descritos.

O espectro de HSQC de 1H e 13C foi utilizado para melhor caracterizar o polissacarídeo de G. caudata. Esse experimento correlaciona os carbonos anoméricos com seus respectivos prótons. Os resultados obtidos no experimento de HSQC (TABELA 4) demonstram que o polissacarídeo PGC é uma galactana tipo ágar, formada principalmente por repetições dos resíduos de (→3) β-D-galactopiranose e (→4)-3,6-anidro-α–L-galactose, com substituições desses monossacarídeos por β-D-galactopiranose-6-metil (G-6M), 3,6-anidro-α–L-galactose-2-metil (LA2M) e α–L-galactose-6-sulfato (L-6S), além de apresentar substituições por 4,6-O-(1-carboxietilideno) ou acetal de ácido pirúvico em sua unidade de β-D-galactopiranose. Baseado nos resultados obtidos, a estrutura química do polissacarídeo PGC é apresentada na Figura 32.
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FIGURA 32. Estrutura básica repetitiva do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata. O polissacarídeo é formado por repetições dos resíduos de (1→3)-β-D-galactopiranose e (1→4)-α-L-anidrogalactopiranose.

5.2
Efeito antitumoral do polissacarídeo PGC extraído da alga Gracilaria caudata

Apesar dos avanços obtidos no entendimento das neoplasias malignas, o câncer ainda representa a segunda principal causa de mortalidade por doença no mundo, sendo diagnosticados mais de 10 milhões de novos casos a cada ano (SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005).


A busca por polissacarídeos como agentes antitumorais tem se intensificado nas últimas décadas devido às suas propriedades terapêuticas e à sua baixa toxicidade, diferentemente dos efeitos adversos causados pela quimioterapia e radioterapia (TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Muitas drogas potencialmente antitumorais apresentam consideráveis efeitos colaterais e sua toxicidade contra células normais limita o seu uso clínico. Assim, a descoberta de novas drogas ativas contra tumores com baixa toxicidade associada e poucos efeitos colaterais se tornou um importante alvo da ciência biomédica (OOI; LIU, 2000). 

Vários polissacarídeos tem demonstrado ação imunomodulatória. Esses compostos são capazes de interagir com o sistema imune e modular aspectos específicos da resposta do hospedeiro (TZIANABOS, 2000). Apesar de o mecanismo de ação dessas substâncias não ter sido completamente elucidado, provavelmente um dos principais mecanismos envolve a indução não específica do sistema imune (SCHEPETKIN; QUINN, 2006; TZIANABOS, 2000).


Neste trabalho o potencial antitumoral do polissacarídeo extraído da alga marinha vermelha Gracilaria caudata (PGC) foi avaliado. O teste do MTT foi utilizado para avaliar a proliferação celular e determinar a citotoxicidade de PGC sobre as linhagens de células tumorais humanas SF-295, HL-60, HCT-8 e MDA-MB-435. 


Esse teste é amplamente utilizado para avaliar a proliferação celular e determinar a citotoxicidade de compostos em estudos de atividade anticâncer devido à possibilidade de mensurar células viáveis (BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996; BERNAS; DOBRUCKI, 2002; BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). Esta análise colorimétrica permite quantificar indiretamente células viáveis, baseado na redução do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphenil-2H-tetrazolium (MTT), um composto de cor amarela, a um produto denominado formazan, de coloração azul (MOSMANN, 1983). A maior parte da biorredução do MTT envolve a redução do nucleotídeo NADH e, em menor extensão, NADPH (BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996; BERNAS; DOBRUCKI, 2002; BERRIDGE; HERST; TAN, 2005).

O polissacarídeo PGC não apresentou citotoxicidade direta sobre as células testadas até a concentração de 25 μg.mL-1 mas foi capaz de inibir fortemente o crescimento tumoral em animais transplantados com Sarcoma 180. A citotoxicidade direta de PGC sobre as células neoplásicas de Sarcoma 180 não foi avaliado devido à impossibilidade de cultivar tais células in vitro. Resultado semelhante foi encontrado para o alginato obtido da alga parda Sargassum vulgare (SOUSA et al., 2007) e para o polissacarídeos extraídos das algas marinhas vermelhas Chondrus ocellatus (ZHOU et al., 2004) e Champia feldmannii (LINS et al., 2009). A habilidade em reduzir o crescimento tumoral in vivo desses polissacarídeos de ocorrência natural em algas marinhas tem sido atribuída ao reconhecimento desses compostos por receptores endógenos envolvidos na resposta imune do hospedeiro (KODAMA; MURATA; NANBA, 2004; TAYLOR; GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2005; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004; TZIANABOS, 2000; SCHEPETKIN; QUINN, 2006; LEUNG et al., 2006; CZOP; KAY, 1991; ROSS; VETVICKA, 1993; FUJITA; MATSUSHITA; ENDO, 2004; LI et al., 2004; BROWN et al., 2003; MEANS; GOLENBOCK; FENTON, 2000; ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002).


O efeito do polissacarídeo PGC sobre o crescimento de células tumorais in vivo foi avaliado através de modelo experimental utilizando células tumorais de Sarcoma 180. O polissacarídeo PGC apresentou atividade antitumoral em animais transplantados com Sarcoma 180 em ambas as vias de administração oral e intraperitoneal. Quando administrado por via oral, foi encontrado percentual de inibição de 37% para a concentração de 50 mg.kg-1, sendo considerado o valor máximo de inibição para o tratamento por via oral. A administração de quimioterápicos por via oral é menos agressiva, indolor e minimiza os riscos de infecção. Esse resultado é bastante expressivo considerando a invasividade ocasionada pela quimioterapia realizada com drogas injetáveis, além de proporcionar maior conforto para os indivíduos submetidos ao tratamento.


O tratamento com PGC por via intraperitoneal dos animais transplantados com Sarcoma 180 resultou em percentuais de inibição tumoral de 47% para a dose de 25 mg.kg-1 e 53,5% para a concentração de 50 mg.kg-1. Esses resultados sugerem que o tratamento dos animais com PGC não apresentou efeito dose dependente ou ainda que o efeito antitumoral máximo foi atingido já na dose de 25 mg.kg-1.

 Vários polissacarídeos de macroalgas marinhas apresentaram atividade antitumoral em modelos experimentais (COSTA et al., 2011; SYNYTSYA et al., 2010; KIM et al., 2010; HYUN et al., 2009; YANG et al., 2008; YE et al., 2005; AISA et al., 2004; RELIGA et al., 2000; RIOU et al., 1996; ZHUANG et al., 1995; ELLOUALI et al., 1993; COOMBE et al., 1987). 


A fucoidana isolada da alga parda Cladosiphon okamuranus tokida inibiu o crescimento de 13 linhagens de células tumorais, obtendo a maior ação antiproliferativa contra carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma e carcinoma de vesícula biliar (FUKAHORI, et al., 2008). Os polissacarídeos extraídos das algas pardas Sargassum kjellmanianum (YAMAMOTO et al., 1984) e Sargassum vulgare (SOUSA et al., 2007) demonstraram grande potencial antitumoral ao inibir o crescimento de células tumorais em animais transplantados com Sarcoma 180. Os polissacarídeos extraídos da alga Sargassum pallidum apresentaram elevada atividade antitumoral contra as linhagens de células tumorais HepG2, A549 e MGC-803 (YE et al., 2008), enquanto as fucanas isoladas da alga Sargassum thunbergii apresentaram atividade antitumoral e antimetastática (ITOH et al., 1995).

Zhou et al. (2004) testaram o efeito antitumoral in vivo de carragenanas de diferentes pesos moleculares isoladas da alga Chondrus ocellatus contra os tumores Sarcoma 180 e H22 em animais transplantados. Essas moléculas foram capazes de aumentar o peso médio e a polpa branca do baço dos animais, além de elevar a atividade proliferativa de linfócitos e células NK. Uma galactana sulfatada do tipo carragenana obtida da alga vermelha Solieria chordalis induziu o aumento da fagocitose por neutrófilos e das citotoxicidades mediadas por células NK e citotoxicidade celular dependente de anticorpo, além de estimular a proliferação de linfócitos, demonstrando potencial para tratamento imunoterápico e anticâncer (STEPHANIE et al., 2010).


A carragenana de baixo peso molecular isolada da alga Kappaphycus striatum foi capaz de inibir o crescimento de Sarcoma 180 em animais transplantados. Esse composto aumentou a fagocitose por macrófagos, o peso relativo do baço e a proliferação esplênica de linfócitos e anticorpos, potencializou a atividade de células NK e elevou os níveis séricos de IL-12 e TNF-α, sugerindo que seu efeito antitumoral é exercido pela indução do sistema imune do hospedeiro (YUAN et al., 2006).

Como previsto, o antineoplásico 5-flurouracil também apresentou atividade antitumoral frente aos animais transplantados com Sarcoma 180, com percentuais de inibição de 37 e 74% para as doses de 10 e 25 mg.kg-1.dia-1, respectivamente. O 5-fluorouracil (5-FU) é um quimioterápico antimetabólico amplamente utilizado na terapia contra o câncer. Por isso, a resposta antitumoral desse composto foi utilizada como controle positivo durante os experimentos. O 5-FU é um análogo do nucleotídeo uracila com um átomo fluorado substituindo um hidrogênio na posição C-5 que age inibindo processos biossintéticos essenciais e sendo incorporado em macromoléculas, tais como DNA e RNA. Sua incorporação em metabótitos ativos bloqueia a síntese de RNA e a ação da enzima timidilato sintase, causando morte celular (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

O tratamento dos camundongos transplantados com 5-FU (25 mg.kg-1) resultou em redução da massa relativa desse órgão, quando comparado com animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com NaCl 0,9%. A análise histopatológica dos camundongos transplantados com Sarcoma 180 revelou também uma diminuição da polpa branca do baço com congestão dos folículos linfoides, demonstrando o efeito imunossupressor clássico dessa substância.

Muitas drogas quimioterápicas possuem notável efeito colateral imunossupressor tanto diretamente, pela morte ou inativação das células efetoras contra tumores, quanto indiretamente, pela anergia ou paralisia do sistema imune (ZITVOGEL et al., 2008). O efeito imunossupressor de algumas drogas antitumorais é tão acentuado que alguns quimioterápicos usados em oncologia são também utilizados como imunossupressores para o tratamento de doenças autoimunes severas, como é o caso da ciclofosfomamida (WEINER; COHEN, 2002) e do metotrexato (GENESTIER et al., 1998), os quais enfraquecem as funções efetoras e proliferativas das células T periféricas por promoção de apoptose e deleção clonal.


Neste trabalho pôde-se observar que a resposta antitumoral apresentada pelos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com PGC por via intraperitoneal foi acompanhada de aumento da massa úmida relativa do baço dos animais, em contraste com o resultado observado para o 5-FU. Em adição, a análise histopatológica desse órgão nos grupos experimentais submetidos ao tratamento com PGC por via intraperitoneal mostrou desorganização da arquitetura esplênica com hiperplasia das polpas branca e vermelha, havendo mistura entre as mesmas, com presença de numerosos megacariócitos de permeio.


As alterações observadas sugerem que o polissacarídeo PGC administrado por via intraperitoneal apresentou efeito potencializador da resposta imune desses indivíduos. Concordantemente, a massa relativa do baço dos animais transplantados com Sarcoma 180 submetidos ao tratamento associado de PGC (25 mg.kg-1) e 5-FU (10 mg.kg-1) mostrou ser 80% maior que aquela encontrada para os grupos administrados com 5-FU isoladamente e com NaCl 0,9% (controle negativo). 


A contagem total de leucócitos nos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com solução salina (controle negativo) não diferiu dos valores encontrados para os animais saudáveis. Nos grupos tratados com PGC por via intraperitoneal nas doses de 25 e 50 mg.kg-1 foi possível observar pequeno aumento da contagem total de leucócitos, enquanto os animais tratados com o quimioterápico 5-FU nas doses de 10 e 25 mg.kg-1 mostraram forte redução da contagem total de leucócitos comparado com o controle negativo (P < 0,05), com maior intensidade na dose mais alta.

A contagem diferencial de leucócitos dos animais tratados com PGC por via intraperitoneal mostrou que houve grande aumento da porcentagem de neutrófilos em relação aos demais glóbulos brancos. Os neutrófilos, juntamente com outras células da imunidade inata como células dendríticas, células NK e macrófagos são a primeira linha de defesa contra patógenos e células neoplásicas (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; HUSSAIN; HARRIS, 2007; COLOTTA et al., 2009). Esse resultado indica que houve estimulação do sistema humano hospedeiro após administração de PGC.

Os animais que receberam o tratamento associado de PGC (25 mg.kg-1) com 5-fluorouracil na dose de 10 mg.kg-1 não exibiram depleção intensa de leucócitos, o que sugere que o polissacarídeo PGC administrado por via intraperitoneal foi capaz de reverter o quadro de leucocitopenia induzido pelo quimioterápico. Resultados semelhantes foram obtidos para os polissacarídeos de Chondrus ocellatus (ZHOU et al., 2005; ZHOU et al., 2005), Champia feldmannii (LINS et al., 2009) e Kappaphycus striatum (YUAN et al., 2006) que foram capazes de potencializar o efeito antitumoral do 5-FU, prevenindo a imunodepressão promovida pelo quimioterápico.

Em adição, quando os animais transplantados com Sarcoma 180 foram tratados simultaneamente com o polissacarídeo PGC e o agente quimioterápico 5-fluorouracil, a taxa de inibição tumoral aumentou significativamente de 37% para o 5-FU na dose de 10 mg.kg-1 para 70,7% após tratamento associado das duas substâncias. Esse resultado é surpreendente em virtude da baixa toxicidade associada ao polissacarídeo PGC, podendo a administração concomitante dessa substância com agentes terapêuticos clássicos como os quimioterápicos antimetabólicos ser utilizada com o intuito de reduzir os efeitos adversos indesejáveis e aumentar a eficácia terapêutica.

Como o polissacarídeo PGC não apresentou efeito citotóxico direto sobre as células tumorais testadas e juntamente com a observação do efeito antitumoral de PGC administrado por via intraperitoneal estar acompanhado de aumento da massa úmida do baço com hiperplasia dos folículos linfoides e aumento na produção de leucócitos totais, acredita-se que o efeito terapêutico desse composto esteja relacionado diretamente com a habilidade em estimular o sistema imune do hospedeiro. 

Apesar de o tratamento com PGC por via oral não ter induzido aumento da massa relativa do baço, alterações histológicas como hiperplasia de folículos linfoides, desorganização da polpa branca e presença de megacariócitos de permeio sugerem que o tratamento por via oral de PGC também foi capaz de estimular o sistema humano dos camundongos transplantados com Sarcoma 180. A contagem total e diferencial de leucócitos dos animais tratados por via oral não foi realizada. Portanto, não é possível saber se houve alteração nesses parâmetros hematológicos.

Estudos indicam que as células mielóides são o principal alvo estimulatório dos polissacarídeos imunomoduladores, possivelmente devido à participação de macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e monócitos tanto na imunidade inata quanto na adquirida (LEUNG et al., 2006; LIM et al., 2004; CHUN et al., 2001). Além de melhorar a resposta imune do hospedeiro, os polissacarídeos BRMs podem inibir a apoptose (HWANG et al., 2005), ativar as vias clássica e alternativa do complemento (GLOVSKY et al., 1983), agir como mitogênicos para macrófagos, neutrófilos, células T, B e células NK e estimular a fagocitose e o aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e secreção de citocinas (GARCIA-LORA et al., 2003; HAN et al., 2003; ZHANG et al., 1997; SHIN et al., 2002; KODAMA; MURATA; NANBA, 2004; WANG et al., 1997; CHIHARA, 1992). 


Com o intuito de avaliar o perfil toxicológico da administração do polissacarídeo PGC sobre os animais transplantados com Sarcoma 180, foi realizada a avaliação histopatológica do fígado e rim dos animais.


Os animais tratados com 5-FU exibiram moderada a intensa tumefação celular de hepatócitos, dilatação dos sinusóides e esteatose microvesicular e macrovesicular. A esteatose hepática é o acúmulo de gordura nos hepatócitos e está frequentemente associada com disfunção hepática grave, resultante de alterações fisiopatológicas crônicas, envolvendo aumento da síntese hepática, oxidação deficiente e redução da secreção hepática de lipídios (KUMAR et al., 2009).


A análise do fígado dos animais transplantados com Sarcoma revelou a presença de hiperplasia das células de Kupffer em todos os grupos testados. O grupo controle negativo apresentou moderada tumefação celular de hepatócitos e congestão portal e da veia centrolobular. 

O fígado dos animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com PGC por via intraperitoneal apresentou alterações histopatológicas semelhantes às encontradas no controle negativo, como moderada tumefação celular de hepatócitos, congestão portal e da veia centrolobular. Contudo foram observados focos inflamatórios dispersos após tratamento com PGC (25 mg.kg-1) e intensa tumefação celular de hepatócitos e focos inflamatórios quando administrado PGC na concentração de 50 mg.kg-1. Os animais tratados com PGC por via oral mostraram moderada a intensa tumefação celular de hepatócitos. Na dose de 100 mg.kg-1.dia-1 observou-se congestão portal e da veia centrolobular e focos inflamatórios dispersos. 


As alterações histopatológicas observadas pelos grupos experimentais após tratamento com PGC parecem ser reversíveis devido à ausência de fibrose intersticial e à grande capacidade de regeneração hepática, podendo haver reversão das alterações com a descontinuidade do tratamento ou redução da dose. Concordantemente, a análise bioquímica do sangue dos camundongos transplantados com Sarcoma 180 pertencentes aos grupos controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (5-FU 25mg/kg/dia) e aos grupos experimentais tratados com o polissacarídeo PGC revelou que não houve alteração nos níveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Essas enzimas são consideradas indicadores de lesão hepática devido à sua liberação no sangue em grandes quantidades quando há dano à membrana do hepatócito, resultando em aumento de sua permeabilidade. 

A nefrotoxicidade do polissacarídeo PGC foi avaliada através de análise histopatológica e dos níveis séricos de uréia. Os rins dos animais pertencentes ao grupo controle negativo mostraram arquitetura glomerular preservada. Contudo, todos os grupos experimentais transplantados com Sarcoma 180 apresentaram moderada tumefação celular do epitélio tubular e hemorragia glomerular e tubular. 


O tratamento com PGC por ambas as vias intraperitoneal e oral resultou em necrose nefrotóxica focal em áreas dispersas e raros cilindrohialinos nas maiores doses testadas de cada grupo. Tais alterações se apresentaram de forma discreta e a necrose identificada mostrou ser focal e rara. A ausência de edema ou infiltração de linfócitos, juntamente com a manutenção da integridade do tecido intersticial podem indicar possibilidade de reversão das alterações observadas após interrupção do tratamento ou redução da dose. Em adição, nenhum grupo analisado apresentou alteração nos níveis séricos de uréia, sugerindo ausência de lesão renal, pois este composto nitrogenado é considerado um marcador sensível a alterações primárias da função renal.

6
CONCLUSÃO

A caracterização estrutural realizada por métodos químicos e espectroscópicos do polissacarídeo (PGC) extraído da alga marinha vermelha Gracilaria caudata demonstrou que esse composto é uma galactana tipo ágar, formada principalmente por repetições dos resíduos de (→3) β-D-galactopiranose e (→4)-3,6-anidro-α–L-galactose, com substituições desses monossacarídeos por β-D-galactopiranose-6-metil (G-6M), 3,6-anidro-α–L-galactose-2-metil (LA2M) e α–L-galactose-6-sulfato (L-6S), além de apresentar substituições por acetal de ácido pirúvico em sua unidade de β-D-galactopiranose. O polissacarídeo PGC possui elevada massa molar, correspondendo a 2,5 x 105 g.mol-1 ou 250 kDa.

O presente trabalho demonstrou que o polissacarídeo (PGC) extraído da alga marinha vermelha Gracilaria caudata não apresenta atividade citotóxica direta contra as células neoplásicas testadas, mas foi capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180. A hiperplasia das polpas branca e vermelha esplênicas em resposta ao tratamento com o polissacarídeo PGC por ambas as vias intraperitoneal e oral, juntamente com o aumento da massa úmida relativa do baço dos animais e alteração da contagem diferencial de leucócitos com aumento do percentual de neutrófilos após administração de PGC por via intraperitoneal sugere que o efeito antitumoral apresentado por PGC esteja envolvido com suas propriedades imunomodulatórias. Em adição, a administração conjunta de PGC e 5-Fluorouracil resultou em potencialização da resposta antitumoral. O polissacarídeo PGC foi ainda capaz de reverter o quadro de imunodepressão induzido pelo tratamento com 5-fluorouracil.
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Classificação:



Divisão – Rhodophyta



Ordem – Gracilariales



Família – Gracilariaceae



Gênero – Gracilaria 



Espécie – Gracilaria caudata 







Figura 8 – Fotografia da alga marinha vermelha Gracilaria caudata.







Alga úmida







Figura 9 – Estratégia experimental para extração dos polissacarídeos da alga Gracilaria caudata.
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