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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes de compostos com diversas atividades bioldgicas ja
descritas na literatura. Entre esses compostos, destacam-se os Polissacarideos
Sulfatados (PS). Estudos com as algas marinhas vermelhas Gracilaria cornea,
Gracilaria birdiae e Solieria filiformis demonstraram que seus PS apresentam
atividades: antinociceptiva, antiinflamatdria, antioxidante, antiviral, entre outras.
Entretanto, ndo existem estudos investigando o potencial dos PS dessas algas em
estimular células do sistema imune para promover inibi¢cao de crescimento tumoral in
vitro. Embora o cancer seja caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células
transformadas, os tumores malignos sdo formados por um sistema complexo de
diferentes células (tumorais e ndo tumorais) que interagem entre si formando um
microambiente tumoral (MAT), o qual favorece o crescimento e desenvolvimento das
células malignas. Dentre as células ndo-tumorais presentes no MAT, destacam-se os
macrofagos. Os macréfagos associados ao tumor (TAMs) possuem alta plasticidade
fenotipica podendo exibir um perfil antitumoral (semelhantes a M 1) ou pré-tumoral
(semelhantes a M2). A ativacdo de TAMs para fenétipos semelhantes a M1 é uma
estratégia que visa auxiliar no tratamento de tumores malignos. Nesse contexto os PS
de algas podem atuar como modificadores da resposta bioldgica potencializando a
resposta imune contra células tumorais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
estimulante dos PS de G. cornea (Gco-SP), G. birdiae (Gbi- SP) e S. filiformis (Sfi-
SP) sobre uma linhagem de macréfagos murinos (RAW?264.7), através do ensaio de
Griess, e investigar o potencial antiproliferativo in vitro dos sobrenadantes de
RAW264.7 estimulados com esses PS contra uma linhagem de melanoma metastatico
murino (B16-F10) por meio do ensaio do SRB. Com excecdo de Gbi-SP, todas as
amostras foram capazes de ativar RAW?264.7, o que foi evidenciado pelo aumento da

producdo de nitrito (NO 7), e os sobrenadantes desses macréfagos ativados foram
capazes de inibir a proliferacio de B16-F10. Além disso, foi detectado nos
sobrenadantes de RAW264.7 um aumento, em relacdo ao controle negativo, de TNF-
o, uma citocina pro-inflamatéria associada a fenétipos antitumorais de macréfagos.
A anélise do efeito antiproliferativo por citometria de fluxo revelou uma diminui¢do
da contagem de B16-F10, bem como uma reducao do percentual dessas células na fase
G2/M do ciclo celular, em relacdo ao controle negativo. Foram verificadas também
alteracdes na morfologia (elevacdo das populagdes de células com tamanho reduzido
e com granulosidade aumentada) de BI16-F10 sem, no entanto, haver
comprometimento da integridade da membrana plasmaética. Dessa forma, concluimos
que os PS das algas vermelhas G. cornea € S. filiformis apresentam efeito estimulante
de macréfagos in vitro apresentando potencial para atuar sobre os TAMs no MAT
ativando-os para fendtipos antitumorais. Mais estudos s3o necessdrios para
compreender os mecanismos de acdo envolvidos na ativagdo de macréfagos por PS e
no efeito antiproliferativo destes contra células B16-F10.

Palavras-chave: Gracilaria cornea. Gracilaria birdiae. Solieria filiformis.
Microambiente tumoral. Macréfagos antitumorais



ABSTRACT

Marine seaweeds are sources of compounds with several biological activities
described in the literature. Among these compounds, the most prominent are Sulfated
Polysaccharides (SP). Studies with SP from red seaweeds Gracilaria cornea,
Gracilaria birdiae and Solieria filiformis have demonstrated antinociceptive, anti
inflammatory, antioxidant, antiviral and other activities. However, there are no studies
investigating the stimulating potential of these SP in cells of the immune system to
promote inhibition of tumor growth in vitro. Although cancer is characterized by the
uncontrolled proliferation of transformed cells, malignant tumors are formed by a
complex system of different cells (tumor and non-tumoral) that interact with each
other to form a tumor microenvironment (MAT), which allows the growth and
development of malignant cells. Among the non- tumor cells present in the MAT, the
macrophages are highlighted. Tumor-associated macrophages (TAMs) have high
phenotypic plasticity and may exhibit an antitumor (M1 - like) or pro-tumor (M2-like)
profile. The activation of TAMs for M1-like phenotypes is a strategy that aims to
assist in the treatment of malignant tumors. In this context, the SP of seaweeds can
act as modifiers of the biological response potentiating the immune response against
tumor cells. The aims of this work was to evaluate the stimulating effect of SP from G.
cornea (Gco-SP), G. birdiae (Gbi-SP) and S. filiformis (Sfi-SP) on a murine
macrophages strain RAW264.7, through the Griess assay, and investigate the in vitro
antiproliferative potential of SP-stimulated macrophages supernatants against a
murine metastatic melanoma (B16-F10) line by the SRB assay. Except for Gbi-SP,
all samples were able to activate RAW264.7 (evidenced by increased nitrite
production), and the SP- stimulated macrophages supernatants were able to inhibit
the proliferation of B16 -F10. In addition, an increase of TNF-a, a proinflammatory
cytokine associated with antitumor macrophage phenotypes, was detected in
RAW?264.7 supernatants when compared with negative control. Analysis of the
antiproliferative effect by flow cytometry showed a decrease in the B16-F10 count,
as well as a reduction of the percentage of these cells in the G2/M of the cell cycle
phase, when compared with negative control. Changes in morphology (elevation of
the cell populations with reduced size and with increased granularity) of B16-F10
were also observed, however, without compromising plasma membrane integrity. In
this way, we conclude that the SP from red seaweeds G. cornea and S. filiformis
showed macrophages stimulating effect in vitro presenting potential to act on TAMs
activating them for antitumor phenotypes. Further studies are needed to understand
the mechanisms of action involved in the activation of macrophages by SP and in the
antiproliferative effect of SP-stimulated macrophages supernatants against B16-F10
cells.

Keywords: Gracilaria cornea Gracilaria birdiae. Solieria filiformis. Tumor
microenvironment. Antitumor Macrophages
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1 INTRODUCAO

O termo “algas” nao possui valor taxondmico, uma vez que se refere a
organismos que formam um grupo polifilético, isto €, ndo descendem diretamente do
mesmo ancestral, apresentando linhagens evolutivas multiplas e independentes. Algumas
caracteristicas marcantes compartilhadas pelas algas incluem a realizacdo de fotossintese,
auséncia de tecidos altamente especializados, como folhas, raizes e vasos condutores, e a
existéncia de representantes unicelulares (microalgas) e multicelulares (macroalgas)
(Barsanti & Gualtieri, 2014).

Existem, aproximadamente, 10.000 espécies de macroalgas marinhas,
podendo ser encontradas em todos os ecossistemas costeiros do mundo com papéis
essenciais na manutenco da biodiversidade do ambiente marinho. Do ponto de vista da

coloragdo dos pigmentos fotossintetizantes, podem ser classificadas em trés grupos
principais: verdes (Chlorophyta), pardas (Phaeophyta) e vermelhas (Rhodophyta). Em
geral, vivem presas a rochas e outros substratos duros nas zonas entremarés, embora
determinadas macroalgas pardas e vermelhas possam viver a védrios metros de
profundidade da superficie dos oceanos ou serem flutuantes como as espécies dos géneros
Sargassum e Ulva. (SANGHA etal.,2014) (KALASARIYA etal.,2016; LIN etal.,2014)

Os registros do consumo de macroalgas na alimentagdo humana datam
de 2.700 a.C. na China. Atualmente, essa pritica continua generalizada em paises
orientais, como Japao, Coréia do Sul, China, entre outros. Entretanto, em paises
ocidentais, o consumo humano na dieta € incomum por razdes culturais e o principal uso
das algas € para a obtencdo de hidrocoldides e sua posterior aplicacio como agentes
espessantes e gelificantes na industria de alimentos (CIAN, 2015).

A busca por compostos bioativos de organismos marinhos nas dltimas
décadas produziu uma grande abundancia de extratos com aplicacdes farmacéuticas e
industriais. Somente no ano de 2013, mais de mil compostos farmacologicamente ativos
de origem marinha foram caracterizados em todo o mundo, com potencial eficacia contra
cancer, virus, bactérias, fungos, hipertensdo, hipercolesterolemia e outras doengas
(SHANNON et al., 2016). Entre os compostos com atividades biologicas estdo os
polissacarideos sulfatados (PS) de algas marinhas, uma familia de macromoléculas que
contém grupos éster de sulfato ligados a residuos de aciicar. (RAPOSO et al, 2015)
(SEEDEVI et al., 2017).
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Nas espécies de algas vermelhas, os PS consistem em polimeros de

galactose (ou residuos de galactose modificados), denominados galactanas sulfatadas
(GS). Essas macromoléculas tem atraido bastante atencdo por causa da sua abundancia e
de suas atividades bioldgicas (LIANG et al., 2014; SEEDEVI et al., 2017). As GS das
espécies Gracilaria birdiae, Gracilaria cornea e Solieria filiformis, cultivadas
experimentalmente em Flecheiras, Trairi-CE, por exemplo, possuem vdrias atividades
descritas voltadas para a drea de imunologia como: antiinflamatéria, antiedematégénica,
pré-inflamatdria, entre outras. Entretanto, ndo existem estudos investigando o potencial
antitumoral de células imunes quando estimuladas por GS dessas espécies.

O cancer € o principal problema de saide publica do mundo e a segunda
principal causa de morte nos paises em desenvolvimento, onde se encontram as maiores
taxas de incidéncia da doenca (OMS, 2016). No Brasil, a estimativa para o biénio 2016-
2017 é de mais de 600 mil novos casos de cancer (INCA, 2016)

Embora, o cancer de pele ndo melanoma seja o mais frequente do pais
e corresponda a 30% de todos os tumores malignos registrados, o melanoma representa,
aproximadamente, apenas 1% das neoplasias malignas, apesar de ser o mais grave devido
a sua alta possibilidade de metdstase (INCA, 2016).

Nas tltimas décadas, o cancer tem deixado de ser visto como apenas
uma cole¢do homogénea de células mutantes, mas sim como um conjunto complexo de

tecidos que formam uma rede dindmica que inclui, ndo s6 as células do parénquima
tumoral, mas sim células estromais como: fibroblastos, tecido vascular e células do
sistema imune, formando um microambiente tumoral (MAT) que influencia o
comportamento das células malignas (MARKS etal., 2016) (NORTHCOTT et al., 2015).

Entre as células imunes encontradas no MAT, os macréfagos
associados ao tumor (TAMs) s@o a populagdo celular mais abundante em tumores sélidos
e tém sido alvo de estudos no contexto da inflamacgao crénica do MAT. Cada vez mais
existem evidéncias sugerindo um papel importante dos TAMs em eventos relevantes para
a progressdo tumoral como, por exemplo, a regulacdo da angiogénese, metastase,
imunossupressao e resisténcia a quimioterapia (CHANMEE et al., 2014; FANG et al.,
2014; SUN et al., 2014). No MAT, os macrofagos (M®), apos a estimulacdo, sdo
convertidos em fendtipos que podem ser classificados em dois tipos: semelhante a M1 e
semelhante a M2 (TANIGUCHI et al., 2015). Aqueles que sdo semelhantes a M1 sdo
ativados por citocinas como IFN-Y sozinha ou associada a lipopolissacarideos (LPS) e

passam a secretar citocinas pro-inflamatdrias, entre as quais o fator de necrose tumoral

alfa (TNF-a), e promovem a resposta imune contra infec¢des bacterianas, protozodrias e

virais e células tumorais. Em contraste, o M® semelhante a M2 ¢ ativado por citocinas,
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como IL-4, IL-13, e apresentam fun¢do anti-inflamatéria e pré-tumoral, regulando a

remodelacdo de tecidos e promovendo angiogénese (TARIQ, M. et al.,2017).

A manipulacdo do MAT pode ser vista como alvo de novas terapias
para o tratamento do cancer. Nesse contexto, os TAMs parecem ser candidatos atraentes
de futuras estratégias terapéuticas como: a deplecdo de TAMs em tumores, inibicdo do
recrutamento de mondcitos circulantes (leucécitos precursores de M®) e a "reeducagio”
dos TAMs para fendtipos anti-tumorais por meio de substidncias estimulantes
(ALLAVENA & MANTOVANTI, 2012)

A estratégia de tratamento do cédncer que promove a estimulacdo do
sistema imunolégico do individuo por meio do uso de substincias modificadoras da
resposta bioldgica é denominada imunoterapia e dependendo das substancias utilizadas e
dos seus mecanismos de acdo, podem ser classificadas em: ativa, quando o individuo
recebe vacinas contendo células tumorais ou citocinas que irdo estimular o sistema imune
a combater as células tumorais e passiva, quando o individuo recebe anticorpos ou células
mononucleares exdgenas com o objetivo de otimizar a capacidade imunoldgica de

combate a doenca (INCA, 2015; ACS, 2016).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Polissacarideos Sulfatados de Algas

As algas marinhas sdo ricas em moléculas bioativas com grande
potencial para auxiliar na promocao da saide humana. Alguns estudos epidemiol6gicos
realizados na Asia Oriental relacionam a menor incidéncia de doencas cronicas, como
cancer e doencas cardiovasculares ao consumo regular de algas marinhas na dieta
(BROWN etal., 2014). Outros efeitos benéficos para a saide incluem: reducio da pressao
arterial e dos niveis de acicar na corrente sanguinea (acdo hipoglicémica), efeito anti-

inflamatoério pela modulacio da resposta imune e neuroprote¢do (CIAN et al.,2015a).

As algas contém uma grande diversidade de compostos biologicamente
ativos como: acidos graxos poli-insaturados, vitaminas, carotendides, polifendis, fibras
dietéticas, proteinas e carboidratos. Entre essa ultima classe de compostos, destacam-se
os polissacarideos devido as atividades biologicas e abundancia nos organismos marinhos
(MICHALAK et al., 2015; VASCOSCELOS et al., 2015). De acordo com a Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), polissacarideos sdo

macromoléculas (polimeros naturais) constituidas por um grande nimero de residuos de
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monossacarideos unidos entre si por ligagdes glicosidicas (DELATTRE et al., 2011).

Entre esses biopolimeros, encontram-se os Polissacarideos Sulfatados (PS) -
macromoléculas polianidnicas ricas em ésteres de sulfato que substituem os grupos
hidroxila dos residuos de aguicares. Os PS estdo amplamente distribuidos na Natureza
ocorrendo em uma grande variedade de organismos. Nas algas marinhas, sdo o principal
componente da parede celular (PEREZ-RECALDE et al., 2014).

Dependendo da classificacdao das algas, os PS variam em relagdo ao
monossacarideo mais abundante, peso molecular, posi¢ao de ligagdes glicosidicas, grau
de esterificacdo e posicdo dos grupos sulfato e de outros substituintes (GURPILHARES
et al., 2016). Nas algas verdes, os PS encontrados sdo denominados ulvanas, ramnanas e
arabinogalactanas (WANG et al., 2014). Nas algas pardas, sdo representados pelas
fucoidanas (também conhecidas como fucanas) (RAPOSO et al., 2015) e nas algas

vermelhas, pelas galactanas (Tabela 1) (PEREZ—RECALDE et al.,2014).

Tabela 1 - Distribui¢do de polissacarideos sulfatados nos trés filos de macroalgas

Exemplos de

Filo Polissacarideos monossacarideos Exemplos de espécies
Sulfatados encontrados (residuos) P P

Ulvanas Ramnose e acido glicur6nico Ulva rigida, U. pertusa,

Enteromorpha prolifera

Chlorophyta — v

phy Ramnose, glucose e dcido Monostroma nitidum, M.

Ramnanas glicurénico latissimum
Arabinogalactanas Arabinose e galactana Codium vermilara, C.

fragile

Dictyota caribaea, Lobophora
Phaeophyta | g, 0idana (fucana) Fucose, galactose e glucose variegata, Laminaria

Jjaponica, Padina perindusiata

Cryptopleura ramosa,
Rhodophyta Galactanas Galactose Gracilaria cornea, G. birdiae,
Solieria filiformis

Fonte: adaptado de Raposo e colaboradores, 2015.

A parede celular de algas vermelhas representa até 65% (p/p) de matéria
seca e compreende trés dominios: parede fibrilar, matriz amorfa e dominio glicoproteina.
A matriz amorfa é formada por galactanas sulfatadas (GS), biopolimeros com grande uso
prético. Estes polissacarideos sdo também chamadosde ficocoldides por sua capacidade

de formam géis (CIAN et al., 2015a; USOV, 2011).
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As GS geralmente tém uma estrutura linear constituida de residuos

alternados de B-D-galactopiranose 3-ligada (unidade A) e a-D/L-galactopiranose 4-ligada
(unidade B). Estes ultimos residuos apresentam a configuragdo enantiomérica absoluta L
para as GS do grupo dgar e configuracdao enantiomérica absoluta D para as GS do grupo
carragenana. Além disso, residuos derivados da galactopiranose, como 3,6 anidro-a-D/L-
galactopiranose 4-ligada podem estar presentes em ambos os grupos (Figura 1)

(MOURAO, 2015; USOV, 2011).

Figura 1 - Desenho esquematico da estrutura linear das galactanas sulfatadas

[_' 3)-p-D-Galp-(1 —4)-a-D/L-Galp-(1 —*] N

\ J l J
I |

Unidade A Unidade B

Fonte: adaptado de Aspinall, 1983.

A nomenclatura das GS adotada na maioria dos artigos € bastante arbitraria.
Uma terminologia abreviada para as galactanas baseada em suas estruturas quimicas foi
sugerida em 1994. Foi proposto também um sistema de notagdo em c6digos, especialmente
util para a designacao de estruturas hibridas contendo vérias unidades repetitivas diferentes
(USOV et al., 2011). No entanto, como muitos trabalhos nao tem adotado essa
nomenclatura, preferindo denominagdes antigas, as GS serdo divididas aqui em dois
grandes grupos com base na configuragcdo enantiomérica absoluta da unidade B: grupo 4dgar

(configuragdo L) e grupo carragenana (configuracio D).

2.1.1 Galactanas sulfatadas do grupo dgar

O 4gar, também conhecido como "dgar-dgar" - um nome malaio que se
refere as algas marinhas - € um hidrocoléide (substancia capaz de formar gel na presenca
de dgua) produzido exclusivamente na parede celular de espécies de algas vermelhas das
familias Gracilariaceae, Gelidiaceae, Pterocladiaceae e Gelidiellaceae. Existe uma alta
demanda no mercado por agar. O dgar possui um prego de varejo mais alto (US$ 18/Kg),
em comparagdo com outros hidrocoldides de algas marinhas, como alginatos (US$
12/Kg) e carragenanas (US$ 10,4/Kg). Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, o
dgar tem sido comercialmente utilizado como agente gelificante e espessante nas

industrias de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos, bem como um meio sélido
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para o crescimento de bactérias na pesquisa biomédica e biotecnoldgica. Ao longo dos

anos, as fontes naturais de algas agaro6fitas foram amplamente exploradas, levando a uma
escassez desses organismos para a producdo de dgar (ARMISEN, 1995; BIXLER &
PORSE, 2011; LEE et al., 2016; RHEIN-KNUDSEN et al., 2015). Como alternativa, o

cultivo de agardfitas especialmente do género Gracilaria foi iniciado em muitos paises,
como Tailandia (TRONO, 1989), Chile (SANTELICES et al., 1993), Vietna (TRA;
1989), China (WU etal., 1993), Portugal (MATOS et al., 2006), Austrdlia (CORDOVER,
2007), Brasil (BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010) e India (GANESAN et al.,

2011).

Estruturalmente, o dgar € constituido por uma série complexa de
heteropolissacarideos que, do ponto de vista da carga elétrica, podem ser tanto neutros
quanto a altamente carregados devido a presenca, por exemplo, de substituintes como
éster de sulfato e piruvato (DELATTRE et al., 2011).

As algas vermelhas da Ordem Gracilariales apresentam GS do grupo
dgar, como agaranas € agaroses que possuem varios grupos substituintes (grupos sulfato
e piruvato, por exemplo) e por hibridos agarana-agarose que apresentam alternancia entre
os dissacarideos presentes nas agaroses e das agaranas (Figura 2). Do ponto de vista
econdmico, o género Gracilaria tornou-se de grande importadncia como fonte de dgar
devido a sua abundéancia na Natureza e ao cultivo bem-sucedido, particularmente no Chile
e em paises asidticos. O sulfato dessas GS estd presente principalmente ligado ao carbono

C-6 do residuo derivado da 3,6 anidro-a-L-galactopiranose 4-ligada (USOV,2011).
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Figura 2 - Diversidade estrutural das galactanas sulfatadas do grupo dgar

[Estrutura dissacaridica da agarose ] [Estrutura dissacaridica da agarana ]

Residuo de a-L-
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Fonte: adaptado de Usov, 2011.

2.1.2 Galactanas sulfatadas do grupo carragenana

A industria de hidrocoldides oriundos de algas marinhas cresce na
ordem de 2 a 3% ao ano, com a regiio Asia-Pacifico dominando cada vez mais a matéria-
prima e os aspectos de manufatura envolvidos no processo industrial. A produgao anual
de carragenana é a que consome a maior quantidade de macroalgas marinhas tendo
alcancado o valor de 205.000 t de peso seco em 2014 (PORSE & RUDOLPH, 2017).

As carragenanas estdo presentes nas algas vermelhas da ordem
Gigartinales e pertencem a familia das GS lineares e hidrofilicas. Do ponto de vista da
estrutura quimica, consistem principalmente em residuos de 3-D-galactopiranose 3-ligada
(unidades G) e residuos de a-D-galactopiranose 4-ligada (unidades D) ou 3,6-anidro-o-
D-galactopiranose 3-ligada (unidade DA), formando, entdo, um dissacarideo repetitivo
(FIGURA 3). Os cddigos atribuidos aos residuos (Tabela 2) correspondem a denominagao

simplificada desenvolvida por Knutsen e colaboradores em 1994. As carragenanas sao
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classificadas de acordo com a presenca da unidade DA na estrutura e a posi¢do e

quantidade de grupos sulfato. Tradicionalmente, existem seis tipos bdsicos: Iota (1),
Kappa (x), Lambda (1), Mu (n), Nu (v) e Teta (0) carragenana. Esta nomenclatura é
relevante tanto para a sua classificagdo quimica quanto para a produgcdao comercial, uma
vez que os diferentes subtipos de carragenanas sdo extraidos de diferentes algas. As
carragenanas comerciais tém uma massa molecular média que varia entre 100 e 1000
kDa. Além da galactose e de grupos sulfato, outros residuos de carboidratos como xilose,
glicose e acidos ur6nicos e alguns substituintes como éteres metilados e grupos piruvato
podem estar presentes em algumas carragenanas (CAMPO et al., 2009; USOV, 2011).

Algumas carragenanas s3o utilizadas para induzir inflamacdo em
modelos experimentais (LI et al., 2015) e apresentam potencial para serem utilizadas em
pacientes com infeccdo ou cancer, uma vez que estimulam o sistema imune quando
administradas por via local ou sistémica (STEPHANIE et al., 2010). Além disso, alguns
trabalhos relatam atividade antitumoral in vitro (JAZZARA et al., 2016; PRASEDYA et
al., 2016a).
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Figura 3 - Diversidade estrutural das galactanas sulfatadas do grupo carragenana
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Fonte: Adaptado de Usov, 2011.

G485

CHO0H
o)

-03S0

[t (Mu)-Carragenana

G448

0,80
CHZOH

o

v (Nu)-Carragenana  -0,80
D2S,68
@ CH,0803
g o)

3 2
0380
A (Lambda)-Carragenana

Tabela 2 - Cédigo desenvolvido para diferentes agticares encontrados nas carragenanas

Codigo Carragenana Nome da IUPAC
DA Kappa (k) 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 4-
ligada
S Kappa (x), lota (1), Lambda (1), Mu Ester de sulfato (O-SO3 )
(n), Nu (v) e Teta (0)
G2S Lambda (1) e Teta (0) B-D-galactopiranose 2-sulfato 3-

ligada

G4S Kappa (x), Tota (1), Mu (n) e Nu (v)

B-D-galactopiranose 4-sulfato 3-

ligada

DA2S Iota (1) e Lambda (A)

3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-

sulfato 4-ligada
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D2S,6S Lambda (1) e Nu (v) a-D-galactopiranose 2,6-
dissulfato 4-ligada
D6S Mu (n) a-D-galactopiranose 6-sulfato 4-
ligada

Fonte: adaptado de Campos e colaboradores, 2009.

2.1.3 Caracterizagdo bioquimica e classificagdo das galactanas sulfatadas

obtidas de algas cultivadas em litoral cearense

O Laboratério de Carboidratos e Lectinas de Algas (Carbolec) da
Universidade Federal do Ceard em parceria com a Associagdo dos Produtores de Algas
de Flecheiras e Guajiru (APAFG) vem desenvolvendo um projeto de cultivo experimental
de algas marinhas vermelhas, entre as quais estdo as espécies: Gracilaria cornea,
Gracilaria birdiae e Solieria filiformis, diminuindo com isso a coleta predatdria e
otimizando a obtencdo de GS, uma vez que a ocorréncia de algas no ambiente natural
podem ser influenciada pela sazonalidade. A regido do cultivo localiza-se a 200 m da
costa da praia de Flecheiras (03°13°06°°S 39°16°47°"W), no municipio de Trairi-Ce
(Figura 4) (RODRIGUES et al., 2010).

Figura 4 - Localizacdo geografica da praia de Flecheiras situada municipio de Trairi,
Ceara
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Fonte: elaborado pelo autor a partir de imagens do Google Maps e Google Imagens.
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2.2 Classificacdo taxondmica e informacdes gerais da alga Gracilaria cornea

A alga Gracilaria cornea (Figura 5) € uma das espécies de agarofitas
de maior relevancia econdmica para o Brasil, ao lado da Gracilaria birdiae, devido ao
seu bom rendimento de dgar (ROBLEDO & FREILE-PELEGRIN, 2011).

A distribui¢@o espacial da alga marinha vermelha G. cornea abrange:
América do Norte (EUA), América Central (Cuba, Martinica e outras ilha do Caribe),
América do Sul (Brasil, Venezuela, Coldombia) e Africa (Tanzania, incluindo Zanzibar)

(Guiry, M.D. & Guiry, G.M, 2017).

Figura 5 - Classificagcdo taxondmica da alga G. cornea

Nome botanico: Gracilaria cornea J. Agardh Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariacea

Género: Gracilaria

Espécie: Gracilaria cornea

Fonte: elaborado pelo autor a partir da base de dados Algaebase. Imagem obtida de Algaebase.

Os dados a cerca da classificacdao das GS de G. cornea com base em
estudos estruturais, bem como o rendimento e os teores percentuais de acucares totais,
proteinas contaminantes e sulfato livre do extrato bruto encontram-se disponiveis na
literatura (MELO, 2002; SOUZA et al., 2015). No presente trabalho, essas informacgdes

foram resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resumo de dados da literatura para as galactanas sulfatadas de G. cornea

Classificacao das GS com base
) GS do grupo dgar
na estrutura quimica

Rendimento percentual do

21,17 %
extrato bruto
Acitcares totais (%) Proteinas contaminantes (%) Sulfato livre (%)
69 % Indetectdvel pelo método 25,97 %

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados publicados por Melo e colaboradores, 2002 e Souza e

colaboradores 2015.

2.3 Classificagdo taxondémica e informacoes gerais da alga Gracilaria birdiae

A alga marinha vermelha Gracilaria birdiae (Figura 6) é uma
importante fonte de dgar, sendo uma das agar6fitas mais explorada economicamente no
Brasil (FERNANDES et al., 2016).

Em um artigo publicado em 2002, Plastino e Oliveira descreveram G.
birdiae como uma nova espécie de alga tropical com ampla distribui¢cdo ao longo da zona
entremarés da costa brasileira - da costa do Ceard até o Espirito Santo (PLASTINO &
OLIVEIRA, 2002). Além disso, essa espécie também pode ser encontrada em outros

locais aolongo do Atlantico Ocidental (Guiry, M.D. & Guiry, G.M, 2017).

Figura 6 - Classificagdo taxondmica da alga G. birdiae

Nome botanico: Gracilaria birdiae E.M.Plastino & E.C.Oliveira
e r ©  Filo: Rhodophyta

.

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariacea

Género: Gracilaria

Espécie: Gracilaria birdiae

Fonte: elaborado pelo autor a partir da base de dados Algaebase. Imagem obtida de Ticiana de Brito Lima.
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Os dados a cerca da classificacdo das GS de G. birdiae com base em
estudos estruturais, bem como o rendimento e os teores percentuais de acuicares totais,
proteinas contaminantes e sulfato livre do extrato bruto encontram-se disponiveis na
literatura (MACIEL et al., 2008; VANDERLEI et al., 2016). No presente trabalho, essas

informacdes foram resumidas na Tabela 4.

Tabela 4 - Resumo de dados da literatura para as galactanas sulfatadas de G. birdiae

Classificacao das GS com base
GS do grupo dgar
na estrutura quimica

Rendimento percentual do

4,66 %
extrato bruto
Actcares totais (%) Proteinas contaminantes (%) Sulfato livre (%)
68.2 % Indetectavel pelo método 8,38 %

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados publicados por Maciel e colaboradores, 2008 e Vanderlei e

colaboradores, 2016.

2.4 Classifica¢do taxonémica e informagoes gerais da alga Solieria filiformis

A alga Solieria filiformis (Figura 7) é uma das fontes mais promissoras
para obtencdo de carragenanas destinadas a atender a demanda do mercado mundial
(ROBLEDO & FREILE-PELEGRIN, 2011). A distribuigio geografica dessa alga inclui
diversos paises em todos os continentes do globo exceto a Antartida (Guiry, M.D. &

Guiry, G.M, 2017).
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Figura 7 - Classifica¢do taxondmica da alga S. filiformis

Nome boténico: Solieria filiformis (Kiitzing) P.W.Gabrielson  Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gigartinales

Familia: Solieriacea

Género: Solieria

Foto: Mérjory Lima Holanda ; Espécie: Solieria filiformis

Fonte: elaborado pelo autor a partir da base de dados Algaebase. Imagem obtida de Marjory Lima Holanda.

Os dados a cerca da classificac@o das GS de S. filiformis com base em
estudos estruturais, bem como o rendimento e os teores percentuais de aguicares totais,
proteinas contaminantes e sulfato livre do extrato bruto encontram-se disponiveis na
literatura (ARA(JJO et al., 2011; MURANO et al., 1997). No presente trabalho, essas

informacdes foram resumidas na tabela 5.

Tabela 5 - Resumo de dados da literatura para as galactanas sulfatadas de S. filiformis

Classificacao das GS com base
GS do grupo carragenana
na estrutura quimica

Rendimento percentual do

19,14 %
extrato bruto
Actcares totais (%) Proteinas contaminantes (%) Sulfato livre (%)
29,21 % 0,03% 27,75 %

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados publicados por Aradjo e colaboradres, 2011 e Murano e

colaboradores, 1997.

2.5 Atividades bioldgicas das galactanas sulfatadas de Gracilaria cornea, Gracilaria

birdiae e Solieria filiformis
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Um levantamento bibliogréfico realizado por meio das plataformas de

pesquisa Portal Peri6dicos CAPES e PubMed, para o periodo de 2007 a 2017, revelou
uma quantidade reduzida de artigos cientificos dedicados ao estudo de atividades

biolégicas das GS das algas G. cornea, G. birdiae e S. filiformis.

2.5.1 Resultados obtidos para a alga Gracilaria cornea

A busca por artigos contendo as palavras-chave “Gracilaria cornea” no
Portal Periédico CAPES e no PubMed gerou, ao todo, 253 resultados (242 e 11,

respectivamente). Destes, apenas 5 eram referentes a artigos dedicados ao estudo de

atividades bioldgicas. Os dados do levantamento foram expressos em termos percentuais

e organizados na forma de grafico (Figura 8).

Figura 8 - Quantidade de artigos dedicados as atividades bioldgicas das galactanas
sulfatadas de G. cornea expressa em percentagem

Atividades
Bioldgicas

W Outros
trabalhos

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.

As atividades biol6gicas descritas foram, entdo, classificadas em areas
do conhecimento bioldgico, de acordo com a natureza dos experimentos e dos resultados
obtidos. Assim, nos 5 artigos havia 4 resultados relacionados a area de Imunologia:
atividade antinoceceptiva e anti-inflamatéria (COURA et al., 2012a), investigacao dos
mecanismos de acdo anti-inflamatério (COURA et al., 2015) e antinociceptivo (COURA
etal.,2017) e 2 relatos na area de Neurociéncias: atividade neuroprotetora em modelo de

Parkinson (SOUZA et al., 2016) e ansiolitica (MONTEIRO et al., 2016) (Figura9).
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Figura 9 - Distribuicao das atividades biol6gicas das galactanas sulfatadas de G. cornea
por areas do conhecimento expressa em percentagem

Neurociéncias

B Imunologia

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.

2.5.2 Resultados obtidos para a alga Gracilaria birdiae

A busca por artigos contendo as palavras-chave “Gracilaria birdiae” no
Portal Periédico CAPES e no PubMed gerou, ao todo, 161 resultados (156 e 5,
respectivamente). Destes, apenas 4 eram referentes a artigos dedicados ao estudo de
atividades biol6gicas. Os dados do levantamento foram expressos em termos percentuais

e organizados na forma de grafico (Figura 10).

Figura 10 - Quantidade de artigos dedicados as atividades biolégicas das galactanas
sulfatadas de G. birdiae expressa em percentagem

Atividades
bioldgicas

W Outros trabalhos

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.
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As atividades bioldgicas descritas foram, entio, classificadas em areas
do conhecimento biolégico, de acordo com a natureza dos experimentos e dos resultados
obtidos. Assim, nos 4 artigos selecionados havia 3 resultados relacionados a area de
Imunologia: efeito anti-inflamatério em modelo de colite (BRITO et al., 2014), dano
gastrointestinal (SILVA et al., 2012) e estudo do mecanismo anti-inflamatério
(VANDERLEI etal., 2011) e 1 resultado ligado a drea de Bioquimica: efeito antioxidante

in vitro (SOUZA et al., 2012b) (Figura 11).

Figura 11 - Distribuicao das atividades bioldgicas das galactanas sulfatadas de G.
birdiae por dreas do conhecimento expressa em percentagem

B Imunologia

Bioquimica

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.

2.5.3 Resultados obtidos para a alga Solieria filiformis

A busca por artigos contendo as palavras-chave “Solieria filiformis™ no
Portal Periédico CAPES e no PubMed gerou, ao todo, 95 resultados (86 e 9,
respectivamente). Destes, apenas 8 eram referentes a artigos dedicados ao estudo de
atividades bioldgicas. Os dados do levantamento foram expressos em termos percentuais

e organizados na forma de grafico (Figura 12).
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Figura 12 - Percentual de artigos da literatura dedicados as atividades bioldgicas dos
galactanas sulfatadas de S. filiformis

Atividades
bioldgicas

B Outros trabalhos

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.

As atividades bioldgicas descritas foram, entdo, classificadas em areas
do conhecimento biolégico, de acordo com a natureza dos experimentos e dos resultados
obtidos. Assim, nos 8 artigos selecionados havia 3 resultados relacionados a drea de
Imunologia: pré-inflamatério (ASSREUY et al., 2010), anti-inflamatério (ARAGJO et
al., 2012) e estudo do mecanismo antinoceceptivo (ARA[jJ O et al., 2017); 3 resultados
ligados a drea de Bioquimica: anticoagulante (RODRIGUES et al., 2010), gastroprotetor
e antioxidante (SOUSA et al., 2016); 1 resultado ligado a drea de Parasitologia: anti-
leishmaniose (LEHNHARDT PIRES et al., 2013); 1 resultado ligado a &area de
Microbiologia: antiviral (MORAN—SANTIBANEZ et al., 2016) e 1 resultado ligado a
area de Fisiologia: vasodilatador (ASSREUY et al., 2010).

Figura 13 - Distribuic¢do das atividades bioldgicas das galactanas sulfatadas de S.olieria
filiformis por 4reas de conhecimento expressa em percentagem

B Imunologia
Bioquimica

B Parasitologia
Microbiologia

Fisiologia

Fonte: elaborado pelo autor a partir de dados obtidos em portais de pesquisa.



34

Entre os artigos que relatavam atividades bioldgicas de GS das espécies
G. cornea, G. birdiae e S. filiformis, identificados no levantamento bibliogréfico, a
maioria estava relacionada a drea de Imunologia. Entretanto, ndo foi encontrado nenhum
trabalho in vitro ou in vivo investigando o potencial imunoestimulante das GS dessas

espécies em um contexto antitumoral.

2.6 O Cancer

De acordo com o relatério da World Cancer Report 2014 ligada a
International Agency for Research on Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Satide
(OMS), o cancer ¢, indubitavelmente, um grande problema de sadde publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde estima-se que, nas préximas
décadas, o impacto na populacido corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de novos
casos estimados para 2025 em todo o mundo. A estimativa mundial realizada no ano de
2012 pelo projeto GLOBOCAN/IARC apontou que, dos 14 milhdes de casos novos
estimados (exceto cancer de pele ndo melanoma), mais de 60%, de fato, ocorreram em
paises em desenvolvimento. Em relacdo a mortalidade, a situacdo agrava-se quando se
constata que, dos 8 milhdes de dbitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos paises.
Os tipos de cancer mais incidentes no mundo, em ordem decrescente de nimero de casos,
foram: cancer de pulmao, mama, intestino e préstata. Em relacdo ao Brasil, a estimativa
para o biénio 2016-2017 aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos decéncer,
dos quais, aproximadamente, 180 mil serdo de cancer de pele (ndo melanoma) e 420 mil
de outros tipos neoplasias malignas. O perfil epidemiol6gico observado no Brasil (Figura
14) assemelha-se ao da América Latina e do Caribe. Apesar de o cancer de pele ser o mais
frequente no Brasil, correspondendo a, aproximadamente, 30% de todos os tumores
malignos registrados, 0 melanoma cutineo representa somente 1% (Figura 15). Apesar
disso, € o tipo de cancer de pele mais grave devido a alta probabilidade de metéstase. Esse
tipo de cancer tem origem em células produtoras de melanina denominadas melandcitos
e predomina em adultos brancos. Se detectado em estdgios iniciais, o prognodstico desse
tipo de cancer pode ser considerado bom. Além disso, houve uma grande melhora na
sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido a detec¢do precoce do

tumor nos dltimos anos (INCA, 2016).
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Figura 14 — Os dez tipos de cancer (exceto pele nao melanoma) mais incidentes no Brasil
para o biénio 2016-2017 divididos por género

Localizacao Primaria Casos %

Prostata 61.200 28,6% Homens
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8.1%
Colon e Reto 16.660 7.8%
Estomago 12.920 6.0%
Cavidade Oral 11.140 5.2%

Esofago 7.950 3.7%
Bexiga 7.200 3.4%
Laringe 6.360 3.0%
Leucemias 5.540 2,6%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5%
Localizacao Primaria Casos %
Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Colon e Reto 17.620 8,6%
Colo do utero 16.340 7,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5.3%
Estomago 7.600 3.7%
Corpo do utero 6.950 3.4%
Ovario 6.150 3,0%
Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: adapatado do Relatério INCA 2016-2017.
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Figura 15 - Comparacdo entre a incidéncia de melanoma e demais tipos de cancer no
Brasil para o biénio 2016-2017 expressa em percentagem

m Todos os tipos de
cancer exceto 0s
de pele

Cancer de pele ndo
melanoma

m Cancer de pele
melanoma

Fonte: elaborado pelo autor com base nos dados do Relatério INCA 2016-2017.

Na verdade, o cancer ndo € uma doenga tinica, mas sim um conjunto de
mais de cem tipos de doengas relacionadas que podem ocorrer em praticamente qualquer
lugar do corpo. No cancer, as células tumorais se dividem sem controle, podendo invadir
tecidos préximos e também se espalhar para outras partes do corpo através dos vasos

sanguineos e linfaticos (NCI, 2017).

A forma como os cientistas abordam o cancer tem mudado nas ultimas
décadas. Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram que a notavel diversidade de doencgas
neoplésicas e de seus mecanismos moleculares subjacentes pudessem ser racionalizadas em
seis processos bioldgicos que, em conjunto, representariam as caracteristicas marcantes
(hallmarks) do cancer. Para os seis processos iniciais de hallmarks (insensibilidade a fatores
antiproliferativos, autossuficiéncia em fatores de crescimento, evasdo da apoptose, potencial
replicativo ilimitado, indug@o de angiogénese e invasao tecidual e metistase), os avangos na
ultima década adicionaram ainda quatro processos bioldgicos, incluindo instabilidade
gendmica, reprogramacao do metabolismo energético, promocao da inflamagao, e escape da
destruicdo imune. Esses conceitos sdo um guia poderoso para a pesquisa translacional com o
objetivo de melhorar e desenvolver a detec¢cdo precoce, triagem, tratamento e qualidade de

vida de pacientes com cancer (Figura 16) (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Figura 16 - Capacidades funcionais adquiridas por células tumorais que permitem a
sobrevivécia, proliferacdo e disseminagdo

Autossuficiéncia em Insensibilidade a fatores
fatores de crescimento antiproliferativos

Alteracdo do

. - uga da destruic&o pelo
metabolismo energético

Sistema Imune

Potencial replicativo

Evasdo da apoptose ilimitado

Instabilidade gendémica e
mutacao

Neo-vascularizag&o Invasdo tecidual e
metastase

Fonte - Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011.

2.6.1 O microambiente tumoral e os macrdfagos associados ao tumor

O estudo da iniciagdo, crescimento e metdstase do cancer tem sido
tradicionalmente centrado nas células tumorais e em seus aspectos genéticos. Esta visao
postula que as células do cancer se proliferam devido ao descontrole nas vias de
sinalizac@o de crescimento em decorréncia de alteracdes tanto em oncogenes quanto em
genes supressores tumorais. Apesar das contribui¢des significativas dessas vias na
transformacdo metastitica das células, o crescimento descontrolado que ocorre nos
tumores ndo pode ser explicado apenas por alteracdes nas células malignas. Para entender
completamente o comportamento bioldgico dos tumores, € essencial considerar o
ambiente no qual as células malignas estdo inseridas e como elas manipulam e sdo
manipuladas pelos tecidos circundantes para promover o fenétipo maligno. De fato, os
tumores sdo tecidos complexos compostos tanto por células tumorais, como por um
estroma constituido de vasos sanguineos e linféides, nervos, fibroblastos e proteinas da
matriz extracelular, células endoteliais, pericitos e células imunes, formando,
coletivamente, um microambiente tumoral (MAT) (Figura 17). Em todos os tumores,
embora em extensdes varidveis, os M¢ contituem um importante componente imune do

infiltrado leucocitario presente no MAT, onde desempenham um papel dominante como
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orquestradores da inflamacdo relacionada ao cancer (HANSEN et al., 2016;

MANTOVANI et al., 2017).

Figura 17 — Heterogeneidade celular verificada no microambiente tumoral

|

Células Células
tumorais imunes
Fibroblastos '
Matriz
Células == extracelular
endoteliais (MEC)

Fonte: adaptado de Marks e colaboradores, 2016.

Os M¢ sdo as células mais versateis e ainda pouco compreendidas do

sistema imune. Do ponto de vista fenotipico e funcional, os M¢ sdo células

excepcionalmente Unicas que combinam atributos evolutivamente antigos, unicelulares e

com caracteristicas amebdides (como a capacidade de se mover ativamente e fagocitar

particulas) com habilidades evolutivamente modernas para funcionar como sentinelas e

efetores imunes dentro do ambiente multicelular. Na sua atividade imunolégica benéfica,

0s M® ajudam a garantir a homeostase dos tecidos e dos 6rgdos e desempenham um papel

ativo na cicatrizagdo de feridas, e na imunidade inata e adaptativa. Entretanto, também

podem ser prejudiciais pela promocgdo da inflamacao, doengas vasculares e auto-imunes

e metastases tumorais. Descobriu-se recentemente que, pelo menos em mamiferos, nao

s6 as funcgdes, mas também a origem dos M¢ é multifacetada: alguns descendem do saco
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vitelino embriondrio e do figado fetal e alguns descendem de precursores da medula 6ssea
de adultos e dos mondcitos circulantes (KLOC et al., 2017).

Quando expostos a sinais derivados de microoganismos, tecidos
danificados e linfocitos ativados, os mondcitos e os M¢ sdo funcionamlemente
reprogramados exibindo um espectro de fenétipos distintos. Em um esforco para imitar o
paradigma Th1/Th2 dos linfécitos, os macréfagos sdo submetidos as dois estados de
ativagdo diferentes. O IFN-y sozinho ou em conjunto com estimulos microbianos como
lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa de bactérias Gram-negativas ou citocinas
como fator de necrose tumoral (TNF) e fator estimulante do crescimento de granuldcito-
macréfago (GM-CSF) induz os macr6fagos ao estado M1, ou classicamente ativado, que
passa a secretar 6xido nitrico (NO) e citocinas como IL-6, IL-12, IL.-23, TNF em
quantidades elevadas e IL-10 em baixas quantidades, além de apresentarem marcadores
de superficie como 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e uma proteina de membrana
(CD86) expressa em células aprsentadoras de antigenos. Em contraste, a ativacdo
alternativa é promovida por citocinas como IL-4 e IL-13 que, por sua vez, induzem o M¢
ao estado M2, ou alternativamente ativado, que produz citocinas como IL-10, TGF-$3 e
IL-1ra e apresentam marcadores de superficie como receptor de manose (CD 206),
receptor de varredura (SR) e arginase-1 (Arg-1, expressa em murinos) (Figura 18). Os
M¢ M1 estdo envolvidos como células indutoras e efetoras nas respostas imunes
polarizadas para Thl e como efetores de resisténcia contra parasitas intracelulares e
tumores. Em contraste, os M¢ M2 sdo apresentadores de antigeno precdrios que
suprimem a imunidade adaptativa mediada por Thl, eliminam ativamente os debris,
contribuem para o abrandamento da inflamacado, promovem a cicatrizacdo de feridas,
angiogénese e remodelacdo de tecidos e acompanham a progressdo tumoral

(MANTOVANTI et al., 2014; MARTINEZ & GORDON, 2014).
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Figura 18 - Desenho esquemadtico do paradigma de polarizagdo de macréfagos em dois
estados funcionais.
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Fonte: adaptado de Martinez, 2014.

Os fendtipos M1 e M2 sdo extremos em uma ampla faixa de estados
funcionais de modo que M® verdadeiramente polarizados sdo raros. Na verdade, o
conceito de ativacao classica e alternativa (M1 e M2), imitando a nomenclatura de células
Th, tem dificultado a compreensao da patogénese e as possiveis intervencdes. Embora
existam evidéncias de que muitos estimulos se combinem para determinar o fenétipo dos
macréfagos, a visdo deste processo complexo tem se tornado muito bipolar (KIM & BAE,
2016; MARTINEZ & GORDON, 2014). Tendo em vista que a designacdo M2 engloba
células com diferencas dramaticas em sua bioquimica e fisiologia, Mosser e Edwards
propuseram em 2010 uma ampliacdo da classificacio dos M® com base nas fungdes
fundamentais de macr6fagos que estdo envolvidas na manutencao da homeostase que sdo:
defesa do hospedeiro, cicatrizagdo de feridas e regulacdo imune. A classificacdo de
macr6fagos de acordo com essas fungdes fornece trés populagdes macrofiagicas bésicas,
andlogas as trés cores primdrias em uma roda de cores (Figura 19). Esta classificacao
também ajuda a ilustrar como os macréfagos podem evoluir para apresentar
caracteristicas que sdo compartilhadas por mais de uma populacdo de macréfagos,

analogo a cores secundarias em uma roda de cores. Além disso, traz os macréfagos
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classicamente ativados (ou defesa do hospedeiro) mais préximos dos outros dois tipos de
células, permitindo o desenvolvimento de macréfagos que compartilham caracteristicas
de duas populacdes. Na verdade, pode haver muitos tipos diferentes de ativacdo que ainda
nao foram identificados, resultando em um "espectro” de popula¢des de macréfagos com

base em sua funcdo (MOSSER & EDWARDS, 2010).

Figura 19 — Analogia entre o amplo espectro dos fenétipos funcionais dos
macréfagos e uma roda de cores

a

M¢ classicamente ativados M¢ alternativamente ativados
v I |M2
b M¢ classicamente ativados

M¢ envolvidos na

A : M¢ regulatorios
cicatrizagio de feridas PicEn

Fonte: adaptado de Mosser & Edwards, 2010.

No contexto do cancer, existem evidéncias de que, embora os M®
residentes e de outras origens possam coexistir com células tumorais, os M® recrutados
representam, provavelmente, a maioria dos macréfagos associados ao tumor (TAMs). Os
mondcitos do sangue periférico oriundos da medula 6ssea sdo recrutados localmente e
diferenciam-se em TAMSs em resposta a quimiocinas e fatores de crescimento produzidos
por células tanto do estroma quanto das células tumorais do MAT. Nesse contexto, o fator
estimulante de coldnia de macréfagos (M-CSF) € o regulador mestre e fator quimiotatico
para a maioria das populagdes de M®, sejam eles provenientes do saco vitelino ou da
medula 6ssea. Os TAMs podem representar at€é 50% da massa tumoral e na grande

maioria dos canceres humanos, uma alta densidade de TAMs no microambiente
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correlaciona-se a um mau prognéstico (VINOGRADOV et al., 2014; YANG & ZHANG,

2017). O fenétipo de M® pode ser modulado durante a transi¢cdo de lesdes benignas para
o tumor maligno: na fase inicial da progreesao tumoral, os TAMs podem ter funcdes
imunoestimulantes, mas em estagios posteriores o0 MAT se torna rico em fatores de
crescimento e mediadores inflamatérios, como CSF-1, IL-4, IL- 10 e TGF-B e acido
latico, que causam uma mudanca na polarizacdo de macréfagos para que eles adquiram
um fenotipo semelhante a M2 com fungdes pré-tumorais. No microambiente, os TAMs
podem influenciar diferentes aspectos da progressdo tumoral. Em particular, eles
promovem o crescimento e a dissemina¢do do tumor, sustentam a angiogénese por meio
da secre¢do de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de transformacao
do crescimento (TGF-B), contribuem para a degradacdo da matriz extracelular pela
producdo de metaloproteases de matriz (MMPs) e reprimem as respostas imunes
adaptativas anti-tumorais. O TAM ¢é uma importante fonte de mediadores reativos como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
e enzimas proteoliticas. Entre os fatores soldveis produzidos por TAM, as citocinas IL-6
e TNF-a sdo de primordial importancia. A IL-6 estd envolvida com a regulagdo das vias
de proliferacdo e sobrevivéncia nas células tumorais. O TNF-a é uma citocina primaria
inflamatdria que, em altas concentracgdes, provoca reagdes destrutivas de tecido, mas em
baixas concentragdes, como aquelas normalmente produzidas por TAMs, estimula o
crescimento tumoral e angiogénese. Além disso, o TNF-o induz a producdo de
quimiocinas (por exemplo, CCL2) que recrutam mais células mieloides. Os TAMs sdo os
principais indutores do "interruptor angiogénico", ou seja, promovem a aquisicdo de uma
nova vasculatura que suporta o crescimento tumoral, fornecendo oxigénio e nutrientes. A
deplecdo genética ou farmacolégica de M® em tumores de ratos experimentais resulta na
inibicdo da angiogénese em tumores. No microambiente, os TAMs se localizam
preferencialmente em areas de hipéxia. Colegio e colaboradores demonstraram em 2010
que o acido latico, derivado do metabolismo de células tumorais em condi¢des hipdxicas,
tem um importante papel sinalizador na inducao de diversas caracteristicas fundamentais
dos TAMs e na promogdo do crescimento tumoral (COLEGIO et al., 2014; SICA et al.,
2015).

2.6.2 Estratégias antitumorais que utilizam os TAMs como alvo

Uma vez que os TAMs desempenham papéis fundamentais no MAT,

contibuindo para a progressao tumoral, a escolha dessas células como alvo terapéutico é
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considerada uma estratégia promissora. Nesse contexto, estudos clinicos tém avaliado

abordagens que incluem: I) a deplecdao de TAMs. Essa estratégia tem sido considerada
bem-sucedida em contextos experimentais para limitar o crescimento tumoral e a
disseminacdo metastdtica, bem como para obter melhores respostas a quimioterapia
convencional e a terapia anti-angiogénica. A trabectedina, um farmaco antitumoral de
origem marinha utilizado para tratamento de sarcomas de tecidos moles e cancer de
ovdrio, ¢ um exemplo de molécula com citotoxicidade altamente seletiva para fagdcitos
mononucleares, incluindo os TAMs; II) inibicdo do recrutamento de mondcitos
circulantes. Essa abordagem consiste na inibicdo dos receptores para o M-CSF (M-
CSFR), expresso exclusivamente por mondcitos-macréfagos, e do bloqueio da proteina
quimiotdtica para mondcitos (CCL2) com anticorpos e III) ativacdo de TAMs para
fenotipos antitumorais. Nesta abordagem o objetivo é “reeducar” os TAMs para exercer
respostas antitumorais protetoras para o hospedeiro, idealmente usando substancias
capazes de reverter os TAMs para fenétipos semelhantes a M1. Os M® sao flexiveis e
capazes de mudar de um estado de ativac@o para outro. Modelos experimentais de tumor
de rato que testaram a citocina IL-12, fundamental para a simulagdo de circuitos Thl da
imunidade adaptativa levando a producdo de IFN-g, demonstraram haver reducao das
atividades pro-tumorais dos TAMs, sugerindo uma ativagdo para o estado M1. O uso
dessa citocina em pacientes com céancer estd agora em investigacdo clinica. Na mesma
linha, as terapias que inibem a citocina IL-6, principal citocina pré-inflamatéria dos
TAMs, com anticorpos monoclonais especificos, podem resultar na reducao de fendtipos

semelhantes a M2 (ALLAVENA & MANTOVANI, 2012).

2.6.3 Os polissacarideos podem auxilar o sistema imune a combater células tumorais

A estimulacdo do sistema imunolégico de individuos por meio do uso
de substancias endogenas e exdgenas, conhecidas como modificadores da resposta
biol6gica (MRBs), € denominada imunoterapia. De acordo com a utilizagdo dos MRBs e
dos seus mecanismos de acdo, a imunoterapia pode ser classificada em: passiva e ativa.
A imunoterapia passiva utiliza anticorpos antitumorais ou células mononucleares com
oobjetivo de proporcionar capacidade imunoldgica de combate & doenca. A imunoterapia
ativa, por sua vez, pode utilizar vacinas contendo células tumorais que sdo administradas
com a finalidade de intensificar a resisténcia ao crescimento tumoral, sendo denominada
imunoterapia ativa especifica ou utilizar substancias estimulantes e restauradoras da

funcdo imunolégica como as citocinas IL-2 e interferon alfa (IFN-alfa), sendo
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denominada imunoterapia ativa inespecifica. Além dessas fun¢des, os MRBs também

podem diminuir a tendéncia das células tumorais de metastizar e aumentar a tolerancia
dos pacientes a citotoxicidade da qumioterapia (INCA, 2015; ACS, 2016) (OLDHAM et
al., 2017).

Nos dltimos anos, diversos polissacarideos imunomoduladores tem sido
isolados de cogumelos, sendo homoglicanos (polissacarideos que contém residuos de um
Unico tipo de monossacarideo) ou heteroglicanos (polissacarideos que contém residuos
de dois ou mais monossacarideos) capazes de se ligar a proteinas produzindo
peptidoglicanos ou complexos protéico-polissacaridicos. O primeiro polissacarideo a ser
relatado com potencial imunomodulador e anticancerigeno foi a lentinana, um B-glucano
ramificado extraido de Lentinus edodes, que induz citotoxicidade ndo especifica para
macréfagos e aumenta a produgdo de citcinas, no final da década de 1960 no Japao. Até o
final da década de 1980, apenas dois polissacarideos do tipo PB-glucano foram
identificados com a estrutura quimica completa e atividades bioldgicas descritas: o
esquizofilano de Schizophyllum commune e o polissacarideo conjugado a proteina (PSK)
Krestin® de Coriolus versicolor. Ambos foram introduzidos com sucesso no mercado
nutracéutico e farmacéutico de vdarios paises asidticos como MRBs com base na
capacidade de restaurar ou melhorar as respostas imunes em modelos in vitro e in vivo.
Entretanto, de modo geral, a compreensao dos efeitos imunomoduladores dos extratos de
cogumelos em termos de estrutura quimica e efeitos sobre o sistema imune permanecem
incompletos (EL ENSHASY et al., 2013).

Os medicamentos ocidentais e orientais adotam diferentes sistemas de
regulamentacdo para preparagdes de ervas e cogumelos. A maioria dos paises ocidentais
segue as regras da OMS e da Lei de Saide e Educacdo dos Suplementos Dietéticos
(DSHEA) em que extratos de plantas e cogumelos medicinais sdo definidos como
suplementos alimentares e estudos clinicos ndo sdo necessdrios antes de serem
introduzidos no mercado. A China e vdrios outros paises asidticos, entretanto, definem
muitas das mesmas ervas e cogumelos medicinais como drogas e, portanto, estudos

clinicos sdo necessdrios. A medicina ocidental tem feito pouco uso de produtos derivados
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de cogumelos em parte devido a sua estrutura quimica complexa e a falta de purificacdo
farmacologicamente aceitdvel. O ideal seria adotar os regulamentos padrdes e praticas
tanto da medicina ocidental quanto da oriental que provarem ser os mais valiosos na busca
de beneficios para a satide humana no século 21 (WASSER, 2014).

Além dos polissacarideos dos fungos, existem outras moléculas
potenciais em avaliacdo que podem ser utilizadas como adjuvantes devido as suas
caracteristicas imunomoduladoras. Os polissacarideos de algas marinhas t€m sido
descritos como reguladores imunoldgicos que podem ativar as células imunes,
melhorando a resposta imunolégica do organismo (COSTA et al., 2010; YENDE et al.,
2014). Além disso, os PS modificados tém recebido grande aten¢do. Um estudo utilizando
uma carragenana comercial (A-carragenana) exibiu um eficiente efeito adjuvante quando
administrado em camundongos na forma de vacinas preventiva e terapéutica para tratar
um linfoma (E.G7-OVA) quando inoculado subcutaneamente em camundongos (LUO et
al., 2015).

Tomados em conjunto, esses estudos evidenciam que o sistema imune
¢ um importante aliado no combate a células tumorais e que a busca por compostos na
natureza com baixa toxicidade e estimulantes de células imunitdrias representa uma
estratégia promissora. Em relacdo aos PS de algas, uma vez que os trabalhos nessa drea
sdo escassos, experimentos conduzidos in vitro investigando o potencial estimulante de
células da imunidade inata por essas macromoléculas, bem como o potencial
antiproliferativo dos humores produzido pelas células imunes sobre as células tumorais,

representam importantes estudos iniciais.
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3  OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade antiproliferativa de sobrenadantes de macréfagos estimulados por
polissacarideos sulfatados das algas marinhas vermelhas G. cornea, G. birdiae e S.

filiformis.

3.2 Especificos

e Avaliar a ativagdo de macréfagos murinos RAW264.7 estimulados pelos
polissacarideos sulfatados de G. cornea (Gco-SP), G. birdiae (Gbi-SP) e S.
filiformis (Sfi-SP) por meio da dosagem indireta de NO",

e Avaliar o potencial antiproliferativo in vitro de Gco-SP, Gbi-SP e Sfi-SP e dos
sobrenadantes dos macréfagos murinos RAW264.7 ativados por estes PS contra

a linhagem de melanoma metastdtico murino B16-F10;

e Caracterizar fenotipicamente, por meio da dosagem de citocinas, os macréfagos
murinos RAW264.7 cujos sobrenadantes apresentaram efeito antiproliferativo

contra a linhagem de melanoma metastdtico murino B16-F10;

e Avaliar os possiveis mecanismos de acdo dos sobrenadantes de macréfagos
RAW264.7 que apresentaram efeito antiproliferativo contra a linhagem de

melanoma metastatico murino B16-F10.
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4. MACROPHAGES STIMULATED BY SULPHATED POLYSACCHARIDES FROM
RED SEAWEEDS Gracilaria cornea AND Solieria filiformis INDUCE
ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS in vitro

Felipe Barros Teles'*, Alexia Nathalia
Brigido Assef, Renato  Martins
Andrade, Vitéria Virginia Magalhaes
Soares, Antoénio Willame da Silva
Alves, Norma Maria Barros Benevides,
Diego Veras Wilke**

ABSTRACT

Sulfated polysaccharides (SP) from seaweeds have many biological activities. In this
study, we investigated the activaction of murine macrophages (RAW?264.7) to an
antitumor phenotype triggered by SP from red seaweeds Gracilaria cornea (Geco-SP),
Gracilaria birdiae (Gbi SP) and Solieria filiformis (Sfi-SP). SP were obtained for
protease digestion. Gco-SP, Gbi-SP and Sfi-SP were capable of activate RAW264.7
increasing levels of nitric oxide. RAW264.7 stimulated with only Gco-SP and Sfi-SP
were able to inhibit proliferation of murine metastatic melanoma B16-F10 and
increased the levels of TNF-a. This samples were used for analysis of the
antiproliferative effect. A decrease in cells counting and changes in morphology of
B16-F10 were observed without compromising membrane integrity. Moreover, was
observed a decrease of cell percentage in G2/M phase of cell cycle when B16-F10
was treated with Sfi-SP-stimulated macrophages supernants. Taken together, these
results indicate that Gco-SP and Sfi SP can direct macrophage towards an antitumor
phenotype.

Keywords: Gracilaria cornea. Gracilaria birdiae. Solieria filiformis. Tumor
microenvironment. Anti-tumor macrophages

Introduction

Among the various compounds from seaweeds, polysaccharides are
notable for applications in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. Sulfated

polysaccharides (SP), a kind of biological macromolecules with high negative charge,

*Bacharel em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal do Ceard. felipe.barros2009 @gmail.com
** Doutor em Farmacologia pela Universidade Federl do Ceara. diegowilke @ gmail.com
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have potential pharmacological applications due to their different biological activities,

such as anticoagulant, antiviral, antioxidant and anti-cancer (BEDINI et al., 2017;
RUOCCO et al., 2016).

The red seaweeds Gracilaria cornea and Gracilaria birdiae are
agarophytes species very economically important for Brazil, due to its good yield of agar
(ROBLEDO; FREILE—PELEGRfN, 2011). The chemical analysis of agar derived from
G. cornea and G. birdiae were previously obtained. The structural components of this SP
from G. cornea are mainly 3,6-anhydro-a-L-galactose (3,6 AG). The minor componentes
such as 6-O-methyl-galactose, glucose, xylose and sulfated groups were also detected
(COURA et al., 2015; MELO et al., 2002). In other hand, the SP derived from G. birdiae,
are composed of galactose (65.4%) and methyl derivatives 6-O-methyl-galactose (9.2%)
and in smaller quantities 3-O- and 4-O-methyl-galactose (0.33%). This polysaccharide
also presents a high content of 3,6-anhydrogalactose (25.1%) and has a sulfate content of
8.4% (SOUZA et al., 2012).

The red seaweed Solieria filiformis, in your turn, is a promising source
of carrageenan that satisfy world market demand (ROBLEDO; FREILE—PELEGRfN,
2011). The chemical analysis of carrageenans derived from S. filiformis were previously
obtained. In general, these carrageenan seem to contain a higher number of different
structural elements. The main structural component is a 3,6-anhydrogalactose 2-sulfate-
galactose 4-sulfate (DA2S-G4S)-type structure, which is characteristic of gelling
carrageenans with a dominant 1 (iota) repeating structure. Additionally, a resonance
typical of k-carrageenan was detected in S. filiformis, although with a very low intensity
(MURANO et al., 1997).

These three species have been experimentally cultivated on the Ceara
coast. Some studies with SP of these species has reported biological activities as
antiinflammatory, antinociceptive and pro-inflammatory. However, there are no studies
with SP of these seaweeds that evaluate the antitumor potential through an

immunostimulatory effect.

Cancer is the world's leading public health problem and the second
leading cause of death in developing countries, where the highest rates of cancer
incidence are found (WHO, 2016). Although melanoma is not the most frequent skin
cancer type in Brazil, it is considered the most serious because of its high probability of
metastasis (INCA, 2016).

Tumors are complex tissues that form a dynamic network that includes

not only tumor parenchyma cells, but also stromal cells such as fibroblasts, vascular
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tissue, and immune system cells, forming a tumor microenvironment (TME) that defines

the malignants cells behaviour (HANAHAN & WEINBERG, 2011; MARK et al., 2016;
NORTHCOTT et al.,, 2015). Among the immune cells found in the tumor
microenvironment, macrophages are the most abundant cell population in solid tumors
and have been the subject of studies in the context of chronic inflammation of the tumor
microenvironment. Macrophages (M¢) depicit tremendous phenotypic plasticity. After
stimulation by endogenous or exogeneous stimuli, macrophages (M¢) are converted into
M1 and or M2 phenotype. The M¢ M1 secrete proinflammatory cytokines, such astumor
necrosis factor alpha (TNF-a), IL-1p IL-12 and high levels of nitric oxide and promotes
the immune response against pathogens and tumor cells. In contrast, M¢ M2 exhibit
antiinflammatory profile, promoting tissue remodeling and angiogenesis (TARIQ, M. et
al., 2017).

Tumor-associated macrophages (TAMs) depict M2-like phenotype and
play an important role in tumor angiogenesis and progression, invasion and metastasis of
malignant cells. Then, TAMs have been targeted by new anticancer therapies. The use of
substances capable of reverting TAMs to a state of M1 -like activation, wich plays
antitumor responses, is a strategy known as "re-education of TAMs" and has received
much attention today (ALLAVENA; MANTOVANI, 2012; CHANMEE et al., 2014;
FANG et al., 2014; SUN et al., 2014). In this context, screening of SP from seaweeds
capable to stimulate naive macrophages to M1-like phenotype is the first step in
advancing the immunomodulation studies of TAMs from TME.

In this study, we aimed to evaluate the activation of murine
macrophages RAW264.7 by SP from G. cornea, G. birdiae and S. filiformis toward the

antiproliferative phenotype against a murine metastatic melanoma (B16-F10) cells line.

Experimental

Reagents

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), antibiotics
(penicillin and streptomycin) and trypsin-EDTA were purchase from Gibco BRL Co.
(Grand Island, NY, USA). Lipopolysaccharide from Escherichia coli (LPS), Acetic acid,
Triton X-100, Propide iodet, Doxorrubicin, Sulphanilamide and NED reagents were
purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium nitrit (NaNO>) was
purchased from Dindmica (Diadema, Sao Paulo, Brazil). ELISA kits for IL-10, and TNF-
o were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
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Isolation and characterization of Sulfated Polysaccharides

The seaweeds G. cornea, G. birdiae and S. filiformis were obtained during sampling
procedures from an experimental culture located at 200 m from the coastal zone of
Flecheiras Beach- Trairi, Ceard (03 © 13'06 "S; 039 ° 16'47" W). One voucher of each
specie (no. 34739 to G. cornea, 40781 to G. birdiae and 35682 to S. filiformis) was
deposited in the Herbarium Prisco Bezerra in the Department of Biological Sciences,
Federal University of Ceard, Brazil. According to the Brazilian laws a specific
permissions is not required for use of seaweeds G. cornea, G. birdiae and S. filiformis in
this study. The seaweeds were washed with distilled water, separated from epiphytes
and/or other fouling organisms and stored at -20 °C until use. SP derived from G. cornea
(Gco-SP) and S. filiformis (Sfi-SP) were obtained by protease digestion (60°C, 6 h) in
100 mM sodium acetate buffer (pH 5,0) containing EDTA and cysteine (both 5 mM),
with some modifications as previously described by Coura and Aratjo (COURA et al.,
2012a) (ARAUJO et al., 2011). In other hand, SP derived from G.birdiae (Gbi-SP) was
obtained by non-enzymatic aqueous extraction at 85 °C accordind Bezerra and colleagues

(BEZERRA & MARINHO-SORIANO, 2010) with some modifications.

Cell lines, culture procedures and treatments

RAW?264.7, a murine macrophage cell line, and B16-F10, a murine metastatic melanome,
were purchased from the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ), Brazil. The cells were
cultivated in DMEM containing 10%  heat-inactivated FBS and 1%
penicillin/streptomycin at 37 °C in 5% CO: humidified atmosphere. RAW?264.7 cells
were seeded at 1,5 x 10° cells/mL in a 48-well plates for 24 h. B16-F10 cells were seeded
at 4 x 10* cells/mL in 96-well plates for 24 h. Then, RAW264.7 cell line was used to
evaluate the NO production by Griess assay and the B16 -F10 cells line was used in

antiproliferative assays by SRB and flow cytometry assays.

NO analysis

RAW264.7 cells were treated with sulfated polysaccharide of G. cornea (Gco-SP),
sulfated polysaccharide of S. filiformis (Sfi-SP), sterile saline (as negative control) and
LPS (as positive control) for 24h. The levels of oxide nitric (NO) formed in the
supernatant of macrophages RAW?264.7 was indirectly measured by colorimetric assays

with Griess reagent wich determines the nitrite (NO2') concentration in solution (GREEN



51
etal., 1982).

Evaluation of antiproliferative potential in vitro

The antiproliferative assay of samples was performed by SRB method according Skehan
etal. (SKEHAN et al., 1990). B16-F10 cells were treated with, saline, LPS, SP (Gco-SP,
Gbi-SP and Sfi-SP), or supernatants of SP-treated macrophages (named Sn-Gco, Sn-Gbi
and Sn-Sfi), or supernatant of LPS-treated macrophages supernatants (Sn-LPS) with
DMEM and incubated for 48 h. The supernatants of RAW?264.7 cells had dilution factor
= 2 for treatments of B16-F10 cells.

Cytokine assays

The cytokines IL-10 and TNF-o concentrations in macrophages supernatants were

measured by ELISA according to the manufacturers' instructions.

Evaluation of antiproliferative effects of supernatants of SP-

stimulated macrophages on metastatic melanoma cells

B16-F10 cells line were treated with doxorubicin at 0,4 uM (as positive control) or
supernatants of SP-stimulated macrophages for 24h. Then, the cells were harvested to
perform experiments to investigate the antiproliferative effects of macrophages
supernatants stimulated by samples. For flow cytometry analysis, five thousand events
were acquired for each replicate. A gate strategy was applied to exclude cellular debris
and doublets from the analysis. Morphological (FSC and SSC) and PI fluorescence of
B16-F10 cells were acquired using FACSVerse cytometer (BD Bioscience) and data were

analyzed using FlowJo V.10 software (Ashland, Oregon, USA).

Evaluation of cell counting, membrane integrity, morphological changes

and cell cycle analysis

In this study, fluorescence of cells stained with propidium iodide (PI) was measured to
examine the cell viability. PI is a fluorescent probe that intercalates with double-stranded
nucleic acids. But PI will not be able to pass through intact cell membranes of live cells.
However, when the cell dies the integrity of the cell membrane fails and PI would be able
to enter and stain the nucleic acids (NICOLETTI et al., 1991). PI can be used in this
manner to discriminate between live nonfluorescent cells and dead fluorescent cells to

evaluate membrane integrity, morphology and ceel cycle. Briefly, cells were washed,
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harvested, centrifuged, redispersed, and stained with 500 pl of PI solution (5 pg/mL) for

1 h. Cells were equally divided into tubes for cell integrity analisys and cell cycle assays.
In addition, cells were lysed with 1% Triton X-100 for cell cycle assay in order for PIto

intercalate with DNA.

Statistical analysis
Each experiment was performed in triplicate and repeated at least three times. Data were
recorded as the mean + SD, and the statistical significance between groups was analyzed
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnett or Tukey’s multiple

comparison tests with p < 0.05 considered statistically significant. Statistical analysis was

performed using GraphPad Prism 5.0 software.

Results and discussion

Evaluation of macrophages stimulating effect of SP and antiproliferative

potential of SP and supernatants of SP-stimulated macrophages

NO production analysis

Figure 1. NO production by macrophages.
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Cells were treated with saline (C-), lipopolysaccharide from E. coli (LPS) at 100 ng/mL, Gco-SP at 10,
100 and 250 pg/mL, Gbi-SP at 10, 100 and 250 pg/mL or Sfi- SP at 1,10 and 100 pg/mL. The levels of
nitrite were meansured by Griess Assay after 48h of treatment. The obtained absorbance values were
transformed into nitrite concentration by interpolation and analyzed by analysis of variance (ANOVA)
followed by Dunnett’s post-test. (*p<0.05) when compared samples with negative control (C-).

The results showed that Gco-SP (at all concentrations) and Gbi-SP and
Sfi-SP (at highest concentrations) were able to increase significantly NO production by
RAW264.7 macrophages (Fig.1). It is important to note that Gco-SP increased, on
average, more than double the NO production by macrophages when compared to Sfi-SP
and Gbi-SP.

Several in vitro studies with sulfated polysaccharides from seaweeds
have been reported to stimulate macrophages by increasing NO production. Fractions of
sulfated xylomannan, a SP type, found in the red seaweed Nemalion helminthoides were
able to increase NO production in a murine macrophages line (RAW264.7). A
commercial fucoidan was able to stimulate RAW?264.7, increasing NO production
(NAKAMURA et al., 2006). In addition, a sulfated xylogalactan from the green alga
Caulerpa lentillifera was also able to promote increased NO production by RAW264.7
in a dose-dependent manner (MAEDA et al., 2012). Among the macrophage receptors
involved in the recognition of polysaccharides the most studied include Toll like 4 (TLR -
4) for mannan, complement receptor type 3 (CR3) and Dectin-1 for soluble B-glucans and

scavengers receptors (SR) for fucoidans (FERREIRA et al., 2015).

Evaluation of antiproliferative effect against B16-F10 in vitro

Figure 2. Antiproliferative effect of SP and SP-treated macrophages supernatants
against murine metastatic melanoma B16-F10 cell line.
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A) B16-F10 cells treated for 48h with Gco-SP at 10, 100 and 250 pg/mL, Gbi-SP at 10, 100 and 250 pg/mL
and Sfi-SP at 1, 10 and 100 pg/mL. B) B16-F10 cells treated with supernatant of macrophage stimulated by
lipopolysaccharide from E. coli (LPS) at 100 ng/mL as a positive control, Gco-SP at 10, 100 and 250 pg/mL,
Gbi-SP at 10, 100 and 250 pg/mL or Sfi-SP at 1, 10 and 100 pg/mL. The absorbance values were perfomed

at least three times in triplicate and transformed into growth inhibition percentage.

The assay for the evaluation of the antiproliferative effect demonstrated
that Sfi-SP (10 and 100 pg/mL) presented the highest inhibition of B16-F10 proliferation
between the three samples analyzed (Fig. 2A). On the other hand, only the supernatants
of macrophages treated with Gco-SP (at all concentrations) and with Sfi-SP (100 pg/mL)
promoted a inhibition of the cellular proliferation of murine metastatic melanoma B16-
F10 (Fig. 2B).

In general, SPs of marine origin present low toxicity, which can be
attested, including, widespread use of food, especially in eastern countries (CIAN et al.,
2015; FEDOROV et al., 2013). However, there are studies demonstrating that some of
these macromolecules present some degree of cytotoxicity for several tumor cell lines.
Fucoidans, a type of SP, obtained from various marine organisms have the ability to
inhibit the growth of several tumors by inducing apoptosis and cell cycle arrest, inhibiting
metastasis and potentiating the antiproliferative effect of chemical drugs (ZONG et al.,
2012). In fact, studies with SP of the species Fucus vesiculosus and brown seaweeds of
the genus sargassum have reported cytotoxicity against a lineage of B16 melanoma

through the induction of apoptosis and/or inhibition of cell proliferation. There are also
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reports that SP isolated from Capsosiphon fulvescens, a green seaweed, inhibited cell
proliferation and induced apoptosis (KWON & NAM, 2007).
The demonstration that SP activates naive macrophages in vitro for M1-
like phenotypes is an important step in the search for compounds that may act on the
TAMs of the tumor microenvironment. Indeed, the use of multiple strategies, not just
focused on tumor cells, can make cancer treatment more eficient (PIENTA et al., 2008).
Currently some studies using compounds from natural sources that
activate macrophages for an antitumor phenotype have been reported. Supernatants from
RAW264.7 cells stimulated with aqueous extract derived from the Crassocephalum
crepidioides plant suppressed cells growth of the murine Sarmoma 180 (S-180) cells line
in dose-dependent manner. (TOMIMORI et al., 2012). Similarly, RAW?264.7 cells when
stimulated with fucoidan derived from seaweed Cladosiphon okamuranus Tokida showed
cytotoxicity against S-180 in vitro (TAKEDA et al., 2012).
Because Sn-Gbi did not inhibited the B16-F10 cells growth, it was not

used in the following experiments.

Cytokines releasing

Figure 3. Levels of TNF-a and IL-10 produced by macrophages treated with saline, LPS,
Gco-SP and Sfi-SP.
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Murine macrophages RAW264.7 were treated with saline (C-) as negative control, lipopolysaccharide from
E. coli (LPS) at 100 ng/mL, as positive control, Gco-SP at 100 and 250 pg/mL or Sfi-SP at 10 and 100
png/mL. Cytokines of the supernatants were detected by ELISA. The absorbance values from the cytokine
standard curve of 2 experiments, in duplicate, were interpolated and analyzed by analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s post test. (*p<0,05) indicating evaluating of TNF-a production when
compared to the negative control (C-). (**p<0,05) indicating evaluating of IL-10 production when compared
to the negative control (C-).
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TNF-a and IL-10 releasing were measured on the supernatants of the
macrophages treated with Gco-SP and Sfi-SP. Both, Gco-SP and Sfi-SP stimulated high
levels of TNF-a. On the other hand, IL-10 releasing did not increase significantly.

TNF-a is a highly proinflammatory cytokine associated with classically
activated macrophages M1 and plays an important role in the immune system during
inflammation, cell proliferation, differentiation and apoptosis being able to induce rapid
hemorrhagic necrosis of tumor cells (BALKWILL, 2009; MARTINEZ; GORDON, 2014;
ZELOVA; HOSEK, 2013). The IL-10 cytokine, in turn, is one of the cytokines produced
by M2-like TAMs in TME capable of promoting inhibition of the antitumor immune
response (LIU et al., 2013).

A commercial k-carrageenan study reported increased phagocytic
capacity of RAW264.7 cells, as well as increased NO and TNF-a production via the
TLR4-NF-«xB pathway (SHU et al., 2017). In addition, fucoidans (purified from brown
seaweed Fucus vesiculosus) and commercial arabinogalactans improved macrophage
tumoricidal and phagocytic activities and these activated cells exhibited a significant
increase in NO, H>O; and TNF-a and IL-6 cytokines production (CHOI et al., 2005).

Classically activated macrophages are characterized by the production
of NO, reactive oxygen species (ROS) and proinflammatory cytokines such as IL.-12 and
TNF-a (LEE et al., 2015; MARTINEZ & GORDON, 2014; MILLS, 2012; MILLS et al.,
2000). Increased NO and TNF-a production by Gco-SP and Sfi-SP stimulated
macrophages at higher concentrations, compared to negative controls, and low IL -10
levels suggest that RAW264.7 macrophages were activated for one M1-like antitumor
activation state.

Although LPS, a potent activator of the immune response, is capable of
activating macrophages to a proinflammatory phenotype, its high toxicity discourages
clinical use, since high concentrations of LPS in the blood can induce septic shock (DA
SILVA et al.,, 1993). Thus, SP have the advantage of activating macrophages for

antitumor phenotypes although they showed low toxicity.
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Antiproliferative effects of Sn-Gco and Sn-Sfi against murine melanoma
B16-F10 cell line

Evaluation of cell counting

Figura 4. Cell counting of B16-F10 treated with supernatants of SP-stimulated
macrophages.
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Effects of Geco-SP and Sfi-SP-stimulated macrophages against murine melanoma B16-F10 proliferation after
48h incubation. Doxorrubicin (DOX) 0.4 uM and supernatant of macrophage treated with
lipopolysaccharide from E. coli (LPS) at 100 ng/mL were used as positive controls. The values were obtained
from experiment performed in triplicate. The data are presented as mean values + SD, were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-test with “a” (p<0.05) when compared samples
with negative control (Sn-Saline); “b” (p<0.05) when compared samples with DOX; “c” (p<0.05) when
compared samples with Sn-LPS.

Evaluation of the cell count by the flow cytometry method revealed that
Sn-Gceo 10, 250 and Sn-Sfi 100 were able to reduce the B16-F10 cell count as compared
to the negative control (Sn-Saline). In addition, these supernatants had a similar
performance to the positive control DOX. The results obtained are in accordance with
those found in the SRB assay.

Polli and colleagues reported antitumor activities of supernatants of
macrophages stimulated by jacaline, a lectin-like protein, obtained from the seeds of
Artocarpus integrifolia plant. High rates of apoptosis of Human Colon Cancer cell line
(HT-29) and Breast Cancer cell line (MCF-7) were observed after incubation with jacalin-
stimulated macrophages supernatants, indicating that this macromolecule, when exerting

pro-inflammatory activity, may change macrophages toward to an antitumor phenotype
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(POLLI et al., 2016).

Evaluation of cell cycle

Figura 5. Cell cycle analysis of B16-F10 treated with supernatants of SP-stimulated
macrophages.
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Effect of supernatant of macrophage stimulated with saline, lipopolysaccharide from E. coli (LPS) at 100
ng/mL, Gco-SP and Sfi-SP on the distribution of the cell cycle phases of murine melanoma cells treated for
48h. Doxorubicin (DOX) at 0.4uM was used as a positive control for this experiment. Distribution of the
phases of the cycle calculated by the program. Division of the cell cycle phases in percentage. The values
were obtained from experiment performed in triplicate. Data are presented as the mean + SEM values were
analyzed by analysis of variance (ANOV A) followed by Dunnett's post-test (¥*p<0.05), when compared with

negative control (Sn-Saline).

In the evaluation of the cell cycle profile of B16-F10 cells treated with
different supernatants of SP-stimulated macrophages, only Sn-Sfi 100 demonstrated to
interfere in the cell cycle. The reduction of the percentage of B16-F10 cells at this stage
of the cycle can be attributed to the pronounced antiproliferative effect of Sn-100. Indeed,
Sn-Sfi 100 showed a percentage of inhibition around 17% in the SRB assay and the most
reduction of the cell count in the flow cytometry assay. Since G2/M is a short duration
phase of the cell cycle, the reduction of the cell count may be better perceived at this

stage.
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Evaluation of Membrane integrity

Figure 6. Membrane integrity of B16-F10 treated with supernatants of SP-stimulated
macrophages.
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Effect of supernatants of macrophages treated with saline, lipopolysaccharide from E. coli (LPS) at 100
ng/mL, Gco-SP at 10, 100 and 250 pg/mL or Sfi-SP at 1, 10 and 100 ug/mL against B16-F10 cell line after
48h of treatment. Doxorubicin (DOX) at 0.4 uM was used as positive control of this experiment. The data
were presented as mean values + SD, were analyzed by analysis of variance (ANOV A) followed by Dunnett's

post-test (*p <0.05), when compared with negative control (Sn-Saline).

Evaluation of the membrane integrity percentage of B16-F10 revealed
that none of the supernatants of macrophages treated with polysaccharides altered the

percentage of membrane integrity of B16-F10 cells.

Evaluation of morphological changes
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Figure 7. Morphological changes of murine metastatic melanoma B16-F10 treated for
48 h with supernatants of SP-stimulated macrophages by flow cytometry.
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A. Cells population displayed in Dotplots (R1, gate for shrink cells; R2, gate for high granulosity cells and
R3 gate for normal cells) B. Percentage of cells with high granularity. C. Percentage of shrink cells. The
values of this experiment were performed in triplicate. The data were presented as mean values = SD and
were analyzed by analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post-test (¥ p <0.05), when

compared with negative control (Sn- Saline).

Investigation on the morphological changes revealed that B16 -F10
cells, when treated with Sn-Gco 10, 100 and 250 and Sn-Sfi 100, increased the percentage
of granulosity in relation to the negative control (Sn-Saline). In addition, Sn-Gco 10 and
250 and Sn-Sfi 10 and 100 also increased the percentage of shrinked cells similarly to
that exhibit by Sn-LPS and Dox.

Taken together, the increase in granulosity associated with increased
percentage of shrinkage and absence of damage in membrane of B16-F10 may
suggestautophagy triggered by cell stress or early apoptosis (BOYA etal.,2013; KAMAL
et al., 2014; KIRAZ et al., 2016). Further assays should be performed to determine the

mechanism of antiproliferative activity of SP-stimulated macrophages supernatants.

Conclusion

In summary, we demonstrated for the first time that macrophages
stimulated with SP derived G. cornea and S. filiformis depicted M1 phenotype in vitro.
These macrophages produced substances, yet to be discoverd, ca pable of inhibiting
metastatic melanoma B16-F10 growth in vitro. In relation to SP derived from G. birdiae,
these were not able to activate macrophages in vitro. Further assays would elucidate the

mechanism of antiproliferative activity of macrophage supernatants activated by sulfated
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polysaccharide from G. cornea and S. filiformis.
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