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RESUMO

O ambiente marinho é reconhecidamente uma fonte importante de produtos naturais. Nesse
contexto, entre as principais fontes de bioprospec¢do de farmacos estdo as algas marinhas,
pelo fato de sintetizarem moléculas bioativas e atdxicas como os polissacarideos sulfatados.
As algas possuem uma alta concentracdo de polissacarideos que podem apresentar atividade
anticancer. O cancer é um importante problema de saude publica mundial, sendo as neoplasias
malignas a segunda causa de mortes no mundo. Considerando a necessidade de novas
abordagens para o tratamento do cancer, novos mecanismos de acdo estdo sendo explorados
para o desenvolvimento de medicamentos no combate a essa doenca. O presente trabalho
visou avaliar o potencial antitumoral de uma fracdo polissacaridica sulfatada extraida da alga
marinha parda Dictyota caribaea (DCA), utilizando modelos in vitro e in vivo. A
citotoxicidade foi testada in vitro através do ensaio do MTT contra a linhagem HCT-116
(cancer de colon) nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Para os ensaios in vivo foram
utilizados camundongos Swiss fémeas pesando entre 28 e 30 g provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard (BIOCEN - UFC). O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) (#NS50). Os animais foram divididos em trés
grupos (n= 8 por grupo) e, posteriormente, tratados durante sete dias com salina (grupo
controle), DCA 25 mg/Kg/dia ou DCA 50 mg/Kg/dia; via intraperitoneal. Foi avaliada a
toxicidade da DCA através das analises de parametros bioquimicos e hematolégicos e de
possiveis alteracBes histopatoldgicas Uma amostra de sangue foi coletada para analise
bioquimica e hematol6gica no oitavo dia apos o transplante do tumor. Apos eutanasia, foi
realizada coleta, pesagem e analises histologicas do tumor, rins, figado e baco dos animais
tratados. A DCA néo exibiu citotoxicidade, contudo o crescimento do tumor apresentou uma
inibicdo in vivo de aproximadamente 51%. Os animais tratados com DCA apresentaram um
aumento significativo do peso do baco e pequenas altera¢cdes nos demais 6rgdos. Além disso,
a quantidade de mondcitos foi reduzida, mas a contagem de total leucdcitos ndo apresentou
diferenca entre os grupos da DCA e o controle. As analises bioguimicas de TGO e TGP dos
animais tratados com DCA apresentaram altercGes, porém a analise da ureia ndo demonstrou
diferenga entre o tratamento e o controle. A redugdo do numero de monocitos ocorreu
possivelmente devido a uma migracdo dos mesmos para 0 microambiente tumoral e, de modo
geral, esses resultados sugerem que o efeito antitumoral da DCA pode estar relacionado a um
efeito imunomodulador.

Palavras-chave: Dictyota caribaea; polissacarideos sulfatados; efeito antitumoral






ABSTRACT

The marine environment is recognized as an important source of natural products. In this
context, among the main sources of bioprospecting drugs are the seaweeds, because they
synthesize bioactive and non-toxic molecules such as sulfated polysaccharides. Algae have a
high concentration of polysaccharides which may have anticancer activity. Cancer is a major
public health problem worldwide, and malignant neoplasms the second leading cause of death
worldwide. Considering the need for new approaches to the treatment of cancer, new
mechanisms of action are being exploited for the development of drugs to combat this disease.
The present work aimed to evaluate the antitumor potential from a sulfated polysaccharide
fraction extracted from brown seaweed Dictyota caribaea using models in vitro and in vivo.
The cytotoxicity was tested in vitro by MTT assay against strain HCT-116 (colon cancer) at
concentrations of 50 and 100 ug / ml. For in vivo assay Swiss female mice were used weighing
between 28 and 30 g from the Central Animal Facility of the Federal University of Ceara
(BIOCEN - UFC). This work was approved by the Animal Ethics Committee of the Federal
University of Ceara (CEPA) (# NS50). Animals were divided into three groups (n = 8 per
group) and subsequently treated for seven days with saline (control group), DCA 25 mg / kg /
day or DCA 50 mg / kg / day (IP). Were also evaluated possible changes in biochemistry,
hematological and histopathological parameters of organs (kidney, spleen and liver), as well
as the tumor. A blood sample was collected for biochemical and hematological analysis at day
8 post tumor transplant. After euthanasia, the tumor and the orgains (spleen, kidneys and
liver) was collected, weighed and histologically analyzed. DCA did not exhibit cytotoxicity,
however the tumor growth was inhibited by 51%. The animals treated with DCA showed a
significant increase in spleen weight and small changes in other organs. Furthermore, the
amount of monocytes was reduced, but the total leukocyte count showed no difference
between the control and DCA groups. The biochemical analysis of SGO-T and SGP-T of the
treated animals showed changes, but the analysis of urea showed no difference between
treatment and control. The decreased circulating of monocytes could be related to the
migration of this cells to the tumor microenvironment and, generally, these results suggest
that the DCA antitumor effect could be related with an immunomodulating effect.

Keywords: Dictyota caribaea; sulfated polysaccharides; antitumoral effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais Marinhos

O ambiente marinho cobre 70% da superficie da terra e 95% da sua biosfera
tropical representa 34 dos 36 filos existentes e fornece uma variedade fascinante de
biodiversidade, sendo superior a do ambiente terrestre. Os organismos marinhos produzem
uma diversidade de moléculas sem precedentes pela incorporagédo de elementos como bromo,
que ndo estdo prontamente disponiveis para espécies terrestres. As pressdes ecoldgicas do
ecossistema marinho, incluindo competicéo por espaco, predacdo e um alto nivel de simbiose
entre diferentes espécies, sdo parcialmente responsaveis pelo exclusivo metabolismo

secundario dos organismos marinhos (KONIG et al., 1994).

Os produtos naturais, que podem ser metabdlitos secundarios ou
macromoléculas, podem pertencer as mais diferentes classes de substancias organicas.
Diversos organismos sintetizam esses compostos e tém grande importancia adaptativa, pois 0s
processos que envolvem os metabdlitos secundarios irdo determinar o sucesso e aumento da
biodiversidade dos ecossistemas (PEREIRA & SOARES-GOMES, 2002).

De todas as fontes naturais de farmacos, o ambiente marinho é certamente a
ultima grande fronteira. Evitado por muito tempo, apenas recentemente, este ecossistema foi
reconhecido como fonte de produtos naturais com potencial terapéutico importante
(FENICAL, 1997; JIMENO et al., 2004). Os primeiros registros da utilizacdo de produtos
isolados de organismos marinhos datam de 1600 a.C., quando os Fenicios utilizavam a
secrecdo de moluscos para produzir um corante de roupas denominado "Purpura de Tyrian"
(FAULKNER, 1992). Dentre os organismos marinhos, as esponjas e as algas, além de
fornecerem o maior numero de produtos naturais marinhos conhecidos, deram origem a cerca
de 65% das patentes importantes acerca de moléculas antitumorais e antivirais (BONGIORNI
& PIETRA, 1996).
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Nos Ultimos anos, as pesquisas quimicas e farmacoldgicas de organismos
marinhos tém contribuido de forma valiosa para a descoberta de novas substancias com
potenciais bioativos para fins terapéuticos (BLUNT et al., 2007). Porém, a fauna marinha
brasileira ainda é pouco explorada na pesquisa por produtos naturais novos ou

taxonomicamente relevantes que possuam atividades biologicas (BERLINCK et al., 2004)

As algas marinhas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e séo
responsaveis por uma boa parte da atividade fotossintética global. Sua distribuicdo depende da
temperatura e salinidade da agua, da disponibilidade de luz solar, das correntes oceénicas e
das condicoes fisicas e quimicas afins (EL GAMAL, 2010).

1.2 Algas Marinhas

1.2.1 Consideragdes Gerais

O termo “alga” refere-se a uma grande variedade de organismos que sdo, na sua
maioria, remotamente relacionados uns aos outros, o que indica se tratar de um grupo
polifilético, que possui representantes nos Dominios Eubacteria e Eukarya. Além disso, as
algas tém semelhantes funcGes bioldgicas com as plantas por serem também produtores
primarios, contudo ndo compartilham uma historia evolutiva comum e sua bioquimica difere
significativamente (STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011). Atualmente as algas marinhas
sdo classificadas como pertencentes ao reino protista. Elas estdo divididas em trés grandes
grupos: algas verdes (Clhorophyta), algas pardas ou marrons (Phaeophyta) e algas vermelhas
(Rhodophyta) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas verdes podem ser unicelulares ou pluricelulares, ocorrendo vastamente
em &gua doce e do mar, mas também podem ser encontradas em uma ampla variedade de
habitat, como a superficie da neve, os troncos de arvores, o solo e em simbiose com fungos
(constituindo os liquens), protozoarios e celenterados. Apresentam o amido como
polissacarideo de reserva e sua parede celular é constituida de celulose (RAVEN et al., 2007).
Elas séo consideradas o grupo a partir do qual as plantas evoluiram.

As algas pardas s@o pluricelulares e predominantemente marinhas.
Compreendem as algas mais conspicuas das dguas temperadas, boreais e polares, mas também

sdo encontradas em regides tropicais. Existem somente cerca de 1.500 espécies, que variam
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de formas microscOpicas até as maiores macroalgas, que podem chegar a 60 metros de
comprimento e pesar mais de 300 quilogramas. Apresentam a laminarina como polissacarideo
de reserva e sua parede celular é constituida de celulose e algina. As algas vermelhas sdo
pluricelulares, particularmente abundantes em aguas tropicais quentes. Porém, o numero de
espécies marinhas excede a soma de espécies pertencentes as divisdes Phaeophyta e
Chlorophyta. As algas vermelhas possuem 4.000 a 6.000 espécies distribuidas em
aproximadamente 680 géneros, dentre os quais poucas sdo unicelulares (RAVEN et al.,
2007).

Algumas espécies de algas pardas e vermelhas participam de maneira bastante
abrangente na vida cotidiana do homem, através dos coloides extraidos dos seus talos.
Existem alguns produtos de importancia econémica, como acidos alginicos (alginatos),
agaranas e carragenanas, 0s quais sdo usados como matéria prima em varios segmentos da
indUstria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos, téxtil, de bebidas e de biotecnologia
(VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

A atual aplicacdo de compostos quimicos isolados de diversas classes de algas
marinhas € de interesse crescente. Desde 1975, algumas pesquisas com algas comecaram a
surgir abordando toxinas, bioprodutos e ecologia quimica. Mais de 15.000 novos compostos
tiveram sua estrutura quimica determinada. Os ficocoloides (agar, alginato e carragenana)
vém sendo extraidos de algas marinhas para o uso nas industrias farmacéutica, de cosmético e
alimenticia. As propriedades fisico-quimicas distintas dos alginatos confere-lhes aplicacdes na
industria alimenticia como agentes gelificante e espessante (CARDOZO et al., 2007);
farmacéutica, como microesferas para a liberagdo de drogas (CHAN et al., 2002) e nas
indUstrias de papel e téxtil como espessante de corantes (TURK; SCHNEIDER, 2000).

Muitos trabalhos foram publicados sobre compostos isolados de algas com
atividade bioldgica, demonstrando assim, a sua capacidade de produzir metabdlitos diferentes
daqueles encontrados em espécies terrestres, possuindo alta complexidade e diversidade
ilimitada de propriedades farmacoldgicas e/ou propriedades biolégicas. Nas ultimas décadas a
énfase passou da extracdo de bancos naturais para maricultura e cultivo controlado para, dessa
maneira, produzir novos produtos em grande escala (CARDOZO et al., 2007).

As algas sdo conhecidas por sua riqueza de polissacarideos, proteinas, sais

minerais e vitaminas e seu baixo teor lipidico, embora haja diferengas entre as espécies. A
maior parte dos polissacarideos de algas ndo € digerida pelos seres humanos, sendo desta
forma considerada fibra alimentar (GOMEZ-ORDONEZ; JIMENEZ-ESCRIG; RUPEREZ,
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2010), outros sdo extraidos de algas marinhas para o uso em industrias farmacéuticas, de
cosmeéticos e de alimentos (TURK; SCHNEIDER, 2000; CHAN et al, 2002; CARDOZO et
al., 2007). Além disso, podem oferecer inlmeros compostos quimicos que tém revelado
importantes resultados nas mais variadas aplicacGes bioldgicas e industriais (CARDOZO et

al., 2007). Dentre estes compostos, destacam-se 0s polissacarideos sulfatados (PS).

1.3 Polissacarideos Sulfatados

Os PS compreendem um grupo complexo de macromoléculas amplamente
distribuidas entre os seres vivos e com uma gama de propriedades biol6gicas importantes
(PAINTER, 1983). Estes polimeros apresentam grande variedade estrutural e caracterizam-se
por apresentarem uma alta densidade de cargas negativas devido a presenca de ésteres de
sulfato e, em alguns casos, de residuos de &cido hexurénico. Estes polimeros anidnicos séo
encontrados em organismos tdo diversos quanto vertebrados, invertebrados e algas marinhas
(MATHEWS, 1975).

O primeiro grupo de PS estudados foram os encontrados em animais. Nesses seres
vivos 0s principais PS encontrados sdo os glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS). Esses
polimeros sdo polissacarideos lineares com repeti¢cdes de unidades dissacaridicas constituidas
de um residuo de agucar ndo nitrogenado (acido idurdnico, acido glucurénico, ou galactose) e
de um residuo de hexosamina (glucosamina ou galoctosamina). Os GAGS se encontram
ligados covalentemente a proteinas, formando um grupo de glicoconjugados complexos
denominados de proteoglicanos (DIETRICH, 1984).

As algas marinhas sdo uma fonte abundante de PS. Diversos grupos ja
investigaram compostos dessa classe, tanto na elucidacdo da sua estrutura quimica, quanto na
sua atividade bioldgica (PEREIRA et al., 2005; FARIAS et al., 2000). Estdo presentes como
estruturas complexas, altamente heterogéneas e muitas vezes ramificadas (Fig. 1) (MULLOY
et al., 1994), com diversas atividades bioldgicas importantes como antioxidante (SOUZA et
al, 2012; BARAHONA et al, 2011; ZHANG et al, 2012), anticoagulante (MULLOQOY et al,
2000; CIANCIA et al, 2010), anticancer (LINS et al, 2009; SITHRANGA BOOPATHY &
KATHIRESAN, 2010), antivira(BOUHLAL et al, 2011; WIJESEKARA et al, 2011;
MOHSEN et al, 2007) , antialérgicas e antiinflamatérias (VO et al, 2012). Os polissacarideos

das algas vermelhas sdo as galactanas, comercialmente conhecidas como &gar e carragenana;
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das algas pardas sdo as fucanas; das algas verdes sdo heteropolissacarideos que contém
galactose, xilose, arabinose, manose, &cido glicurénico ou glucose, predominando as arabino-
galactanas (GUPTA, 2011; JIAO, 2011)

Figura 1: Estrutura basica repetitiva de galactanas tipo agarana. O polissacarideo é formado
por repeticdes dos residuos de monossacarideos (1—3)-p-D-galactose (unidade A) e (1—4)-
a-L-galactose (unidade B).
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1.3.1 Fucanas sulfatadas

Nas algas pardas encontram-se polissacarideos sulfatados que tém como
principal  caracteristica a presenca do monossacarideo  a-L-fucose  sulfatada
(ALBUQUERQUE et al, 2004). O termo geral para determinar esses compostos é fucana.
Porém, quando a fucana apresenta menos de 90% do monossacarideo a-L-fucose elas sdo
chamadas de fucoidanas ou heterofucanas (ROCHA et al, 2006). A composicdo e estrutura de
monossacarideos de fucanas de algas se apresentam dependendo da espécie da alga, dos
métodos de isolamento e purificacdo dos polissacarideos e do periodo de coleta dessas algas
(RIOUX et al., 2010; SKRIPTSOVA et al., 2010). As fucanas possuem frequentemente
monossacar010sciencedirfucose, Dxylose, D-galactose e tose e eglucurlacto e em menor
quantidade D-manose e D-glucose (NISHINO et al., 2000).

Recentemente, grupos de pesquisadores isolaram e determinaram as
caracteristicas estruturais de fucanas das algas pardas Saccharina cichorioides, Fucus
evanescens e Undaria pinnatifida (ANASTYUK et al.,, 2009; ANASTYUK et al., 2010;
VISHCHUK et al., 2009; VISHCHUK et al., 2011), Foi mostrado por eles que as fucanas
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extraidas de S. cichorioides consistiam de residuos de (1 — 3)-a-I-fucose, estraidas de F.
evanescens continham (1 — 3)- e (1 — 4)-o-I-fucose alternados e extraidas de U. pinnatifida
era constituida de (1 — 3)- e (1 — 4)- ligados a residuos de a-I-fucose e B-d-galactose (Fig.
2). Essas observagdes também foram vistas em pesquisas de outros grupos (BILAN et al.,
2002; SYNYTSYA et al., 2010).

Estudos anteriores indicaram que a presenca de grupo sulfato (HAROUN-
BOUHEDJA, ELLOUALI, SINQUIN, & BOISSON-VIDAL, 2000), a massa molecular
(NISHINO et al., 1991; YANG et al., 2008), a composi¢cdo monossacaridica e a estrutura da
cadeia principal de fucanas (PATANKAR, OEHNINGER, BARNETT, WILLIAMS &
CLARCK, 1993) tem uma enorme influéncia na sua atividade biol6gica. Desta forma, fucanas
de baixa massa molecular ( < 2000 Da ), principalmente contendo residuos de fucose e uma
grande quantidade de grupos sulfato, possuem atividade antitumoral maior do que
heterofucanas de alta massa molecular e com baixo grau de sulfatacdo (COLE & JAYSON,
2008; HAROUN-BOUHEDJA et al., 2000; KOYANAGI et al., 2003)

Figura 2: Fragmentos de estruturas de fucoidanas extradannas Saccharina cichorioides (A),
Fucus evanescens (B), e Undaria pinnatifida (C).
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1.4 Cancer
O cancer é a primeira causa de morte em paises desenvolvidos e a segunda em
paises em desenvolvimento (JEMAL, 2011), sendo responsavel por mais de seis milhdes de
Obitos a cada ano, representando cerca de 13% de todas as causas de morte no mundo.
Embora as maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos,

dos dez milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e meio sdo diagnosticados
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nos paises em desenvolvimento (WHO, 2015). Em 2030, a carga global sera maior que 21,7
milhdes de novos casos de céncer e 13,2 milhdes de mortes por céncer, devido ao
envelhecimento da populacdo, a reducdo da taxa de mortalidade infantil e de mortes por
doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (International Agency for Research on
Cancer — IARC, 2014). No Brasil, a estimativa € de mais de 576.580 novos casos de cancer
em 2015 (Ministério da Saude; INCA, 2014).

O cancer é um grupo de doencas que pode ser caracterizado por um crescimento
e propagacdo descontrolados das células. Se essa propagacao nao for controlada, pode resultar
em morte (American Cancer Society, 2008). A habilidade de invadir tecidos adjacentes e
metastizar sdo caracteristicas que definem o cancer. Apos a transformacdo de células normais
em células malignas por meio mutacdes genéticas que geram crescimento celular
descontrolado, as células cancerosas proliferam-se rapidamente, invadem tecidos adjacentes e
metastizam, ou seja, migram através da corrente sanguinea ou dos vasos linfaticos,
estabelecendo tumores secundarios em 6rgdos distantes do tumor primério (FIDLER,2003).
Existem mais de 100 tipos diferentes de cancer, além de diversos subtipos dependendo do
orgao afetado. Além disso os genotipos das células cancerigenas sdo uma manifestacdo de
seis alteracBes essenciais na fisiologia da célula que resultam em defeitos nos circuitos
regulatorios que sdo responsaveis pela proliferacdo celular normal e homeostase (Fig 3): auto-
suficiéncia em fatores de crescimento; insensibilidade a fatores antiproliferativos; evasao da
morte celular programada (apoptose); potencial replicativo ilimitado; neo-vascularizacdo
(angiogénese); invasdo tecidual e metastase. Todas essas alteracfes representam a capacidade
das células cancerigenas em burlar o sistema imune e conseguir se estabelecer nos diversos
6rgédos e tecidos do corpo (HANAHAN e WEINBERG (2000).

Na Gltima década, Hanahan e Weinberg (2011) realizaram uma nova revisao
bibliografica e adicionaram quatro outras caracteristicas importantes para a tumorigénse e
potencialmente comuns a grande maioria dos canceres (Fig 3): desregulacdo energética,
evasdo da destrui¢do pelo sistema imune, inflamagé&o e instabilidade genémica. Além disso, as
células tumorais exibem uma outra dimensdo de complexidade: elas contém um repertorio de
células recrutadas, aparentemente normais que contribuem para a aquisicdo de tracos

caracteristicos, criando 0 “microambiente tumoral”.
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Figura 3: Capacidades adquiridas por células neoplésicas, necessarias ao desenvolvimento de
tumores malignos. Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).
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O cancer pode ser causado por fatores externos como tabagismo, infecgéo por
microorganismos, dieta; e internos como mutacfes hereditarias, condi¢des hormonais e
imunoldgicas. Esses fatores podem agir em conjunto ou isoladamente causando o cancer.
Muitos anos podem passar sem que 0 cancer seja detectado e isso prejudica no tratamento do
mesmo (American cancer society, 2008). Diferentes estratégias terapéuticas, como
quimioterapia, radioterapia e cirurgia tém sido utilizados para tratar os diversos tipos de
cancer. Infelizmente, varios desses tratamentos trazem apenas poucos beneficios, além disso,
ha complicacBes indesejaveis a longo prazo e efeitos colaterais muitas vezes limitadores para
0 prosseguimento do tratamento (CHEVOLOT, 1999).

Os tumores primarios, na maioria das vezes, sdo tratados pela combinacdo de
terapias, incluindo cirurgia, radioterapia local e quimioterapia. Mesmo quando o tumor foi
aparentemente eliminado, micrometastases de células tumorais dormentes (células tronco
tumorais) frequentemente levam a reincidéncia do tumor e fracasso do tratamento. Para

combater o cancer com a maior eficacia é necessario desenvolver estratégias eficientes para
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matar as células tumorais pelo uso de agentes quimioterapéuticos e também tentar estimular
uma resposta imune do hospedeiro para manter as possiveis células tumorais residuais sob
controle (ZITVOGEL et al., 2008). Muitos procedimentos terapéuticos usados em oncologia
atualmente podem diminuir a resposta imune contra tumores. Diversos quimioterapicos
possuem importante efeito colateral imunossupressor tanto diretamente, pela morte ou
inativacdo das celulas efetoras imunes que combatem tumores, quanto indiretamente, pela
anergia ou paralisia do sistema imune (ZITVOGEL et al., 2008)

Véarios mecanismos podem ser utilizados para aprimorar os resultados das
terapias citotoxicas ou radioterapicas de combate ao cancer, como 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 adicao, a terapia com imunoadjuvantes
pode potencializar e sustentar a resposta imune antitumoral subsequente, evitando a
reincidéncia do tumor neoplésico (HAYNES et al., 2008; ZITVOGEL et al., 2008).

A instabilidade genética das células tumorais, juntamente com a pressao seletiva
do sistema imune sobre as ceélulas neoplésicas, leva ao surgimento de populacdes
heterogéneas de células tumorais com diferencas na responsividade aos farmacos
quimioterapicos, sejam eles citotoxicos ou imunoterapéuticos (DUNN; OLD; SCHREIBER,
2004; TAKEDA et al., 2001; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Devido a grande
heterogeneidade das células tumorais, tém sido discutidas estratégias diversificadas para
aperfeicoar o combate ao cancer, dentre as quais se destaca a administracdo combinada de
drogas citotoxicas e substancias imunomoduladoras (ARLEN et al., 2007).

A inflamag&o envolve uma resposta bem coordenada do sistema imune inato e
adquirido apoés infeccdo ou injuria tecidual por fatores exdgenos ou enddgenos. Qualquer
distdrbio na homeostase celular, como mutacGes genéticas que desregulam os mecanismos de
apoptose, por exemplo, ativa as células da imunidade inata, que sdao a primeira linha de defesa
do corpo (HUSSAIN; HARRIS, 2007). O microambiente tumoral é caracterizado pela
infiltracdo de leucocitos como macrofagos (TAM, do inglés ‘“‘tumor-associated
macrophages”), neutréfilos, células dendriticas, eosinofilos, mastdcitos e linfocitos, presenca
de polipeptideos mensageiros da inflamacéo, representados pelas citocinas, como o fator de
necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL-1, IL-6), interferons, quimiocinas como CCL2 e

CXCL8, mediadores citotoxicos incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO’s), proteases
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serinicas e cisteinicas e metaloproteinases (COUSSENS; WERB, 2002; COLOTTA et al.,
2009).

1.5. Polissacarideos modificadores da resposta bioldgica

Muitos artigos publicados indicam o potencial antitumoral de Polissacarideos
sulfatados (PS) tanto in vivo como in vitro (SILVA et al, 2005; PEREIRA et al, 2002;
KOYANAGI et al, 2003). Os PS agem por varios mecanismos para impedir o crescimento,
proliferacdo de células tumorais, induzem a apoptose de células cancerigenas, além de
estimular o sistema imune do individuo (DIETRICH et al, 1995). Somando-se a isso, ha
também polissacarideos que tém capacidade comprovada de modular a proliferacdo e
migracdo de células endoteliais vasculares através da alteracdo da ligacdo de fatores de
crescimento com seus receptores celulares, impedindo assim a angiogénese e
desenvolvimento de metastases (ROCHA et al, 2001).

A busca por polissacarideos como agentes antitumorais intensificou-se nas
ultimas décadas (Fig 4) devido a descoberta de suas propriedades terapéuticas e sua baixa
toxicidade, diferente 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 limita o seu uso clinico. Assim, a descoberta de novas
drogas ativas contra tumores com baixa toxicidade associada para células ndo tumorais e
poucos efeitos colaterais se tornou um importante alvo da ciéncia biomédica (OOI; LIU,
2000). Atualmente 3 polissacarideos (PSK ou Krestin, lentinana e esquizofilana) obtidos de
fungos foram aprovados para uso no tratamento de neoplasias no Japdo e na China
(LEMIESZEK & RZESKI, 2012).
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Figura 4. Namero de publicacdes sobre polissacarideos sulfatados com atividade antitumoral desde a
década de 1970 até 2015. Resultados da busca no ScienceDirect utilizando as palavras-chave:
"sulfated polysaccharides antitumor” no dia 24/05/2015.

Embora os mecanismos de acdo das atividades antitumoral e imunomodulatoria dos

polissacarideos ndo estejam completamente esclarecidos, tais propriedades sdo atribuidas a
ativagdo inespecifica do sistema imune do hospedeiro, com modulagdo do sistema
complemento e estimulacdo de macréfagos (WANG et al., 1997; CHIHARA, 1992).

Os estudos clinicos tém demonstrado que os polissacarideos modificadores da
resposta biologica sdo capazes de melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida dos
pacientes. Os parametros normalmente utilizados para avaliar a qualidade de vida sdo o
apetite, sono, nauseas, vomitos, dores abdominais ou diarreias (KIMURA et al., 2003;
NAKANO et al., 1999)

1.6. Relevancias e Justificativa

A natureza tem sido uma fonte de medicamentos para a humanidade h& milénios,
e durante o século passado, muitos medicamentos Uteis foram desenvolvidos a partir de
fontes naturais (NEWMAN; GRAGG, 2010). A utilizacdo dos recursos marinhos
permaneceu adormecida até meados dos anos de 1960, quando pesquisadores dos Estados
Unidos, Europa e Japdo comegaram a coletar, extrair e explorar a diversidade quimica da
vida marinha (FENICAL, 2006). Desde entdo, tém sido realizados esforcos em todo o
mundo visando o isolamento de novos metabdlitos de organismos marinhos (KELECOM,
2002).

Esses bioprodutos tornaram-se candidatos a novas drogas, e muitas moléculas se
encontram no estagio pré-clinico e algumas ja estdo no mercado, como a citarabina
(Aracytin®) usado para tratar leucemias, a ecteinascidina ou trabectadina (Yondelis®)

utilizada em pacientes com sarcomas avangados de tecidos moles, a dmega-conotoxina ou
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ziconotideo (Prialt), usado para tratar dor neuropética crénica em pacientes refratarios a
morfina, e o mesilato de eribulina (Halaven) usado para tratar cancer de mama metastatico
(CRAGG & NEWMAN, 2013; HAEFNER, 2003). Embora muito promissores, quando se
trata de PS, ainda ndo ha exemplos obtidos de fonte marinha em estudos avancados para
tratamento do cancer. Porém, com o aumento do interesse (Fig.1) no potencial antitumoral
dos PS, é bem provavel que esse cenario mude nos proximos anos.

A associacdo de polissacarideos nos tratamentos minimiza os efeitos toxicos
provocados pela quimioterapia e pode ser mostrado experimentalmente em modelos in vivo
(LINS et al., 2010). Além disso os PS ainda tém a vantagem de poderem ser ativos por via
oral em alguns casos, como mostrado pelo grupo do Laboratério de Oncologia Experimental
(LOE) da UFC (SOUSA et al., 2007). Levando-se em consideracdo que o potencial
farmacoldgico dos PS das algas faz parte de uma area de estudos ainda considerada pouco
explorada, mas em franca e promissora expansdo, mais estudos com esses cOmpostos
merecem ser avaliados. Além disso, a costa brasileira possui extensdo continental e alta
diversidade de espécies, principalmente de algas multicelulares, o que representa um grande
potencial para a descoberta de novos farmacos.

Portanto, estudos para investigacdo da atividade biologica dos PS e seus mecanismos
de acdo, bem como a elucidacdo da estrutura destes compostos representa uma valiosa
estratégia para que se possa gerar produtos biotecnolégicos com aplicacdo direta na saude

humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o possivel efeito antitumoral dos
polissacarideos sulfatados (PS) extraidos da alga marinha Dictyota caribaea utilizando

modelos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

- Isolar os PS da alga marinha Dictyota caribaea (DCA);

= Avaliar a possivel atividade citotoxica in vitro da DCA contra linhagens de céancer de cdlon
(HCT-116);

= Auvaliar o potencial antitumoral da DCA in vivo utilizando o0 modelo Sarcoma 180;

- Avaliar possivel toxicicidade através de andlise histopatologica dos rins, figado, baco e
tumor dos animais tratados e dos parametros bioquimicos e hematoldgicos dos animais

tratados.
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3 MATERIAL E METODOS

As etapas do trabalho consistiram em coleta, identificacdo, extracdo e
purificacdo de DCA, seguido dos ensaios in vitro e in vivo utilizando o modelo do Sarcoma
180 (S-180) (Fig 5).

3. Avaliacao do potencial antitumoral

4

l\\
1. Coleta e identificagéo 2. Extracao, purificagéo e in vitro e in vivo
das algas caracterizagao quimica dos
polissacarideos

Figura 5. Esquema resumindo o desenho experimental do trabalho

3.1 Obtencéo da alga marinha Dictyota caribaea

Amostras da espécie D. caribaea (Fig. 6) foram coletadas na Praia Vermelha,
municipio de Macaé, Rio de Janeiro (Fig. 7). O material coletado foi levado para o
Laboratorio Integrado de Prospec¢do em Produtos Bioativos da Universidade Federal do Rio
de Janeiro e o processamento e identificacdo realizados sob orientacdo do Prof. Dr. Leonardo
Paes Cinelli. Apds a limpeza da alga, realizou-se uma extracdo enzimatica e, em seguida, o
produto foi precipitado em crescentes concentracfes de etanol. Os polissacarideos totais e
respectivas fracbes utilizadas foram enviados para o Laboratério de Oncologia Experimental

do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.



Figura 6. Imagem da alga Dictyota caribaea.

Divisdo: Phaeophyta
Ordem: Dictyotales
Familia: Dictyotaceae
Género: Dictyota

Espécie: Dictyota caribaea
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Figura 7. Local de coleta da alga marinha
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3.2 Extracdo e fracionamento dos polissacarideos sulfatados totais (PST)

A alga foi limpa e posteriormente desidratada e triturada. Apds o processo de
delipidificacdo com acetona, 0 extrato passou por uma secagem e extracdo enzimatica com
papaina a fim de se obter o polissacarideo sulfatado total presente no sobrenadante da
amostra; o precipitado foi descartado (Fig 5). A partir do polissacarideo total da D. caribaea
foram feitas precipitacbes em alcool na concentracdo de 9% deste, obtendo-se a fracdo F9

(DCA), posteriormente utilizada nos ensaios bioldgicos deste trabalho.

Figura 8. Fluxograma da extracdo dos PST
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Cultura de células

A linhagem de células tumorais HCT-116 (cancer de célon humano) foi
adquirida do banco de células do RJ e mantida no Ecotox.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura utilizando o meio
de cultura Roswell Park Memorial Institue 1640 (RPMI 1640), suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 1% de antibioticos. As células foram mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO2 sendo observado o crescimento celular com ajuda de microscépio de
inversdo todos os dias. Quando necessério, as células foram repicadas e mantidas em meio de

cultura estéril.

3.3.2 Atividade antitumoral in vitro

O potencial antitumoral foi inicialmente avaliado in vitro, através da
determinacédo da citotoxicidade nas linhagens de células tumorais HCT-116 (cancer de célon
humano) na concentragdo de 50 e 100ug/mL com 72 h de incubacdo através do teste do
MTT.

Este ensaio consiste numa analise colorimétrica que quantifica indiretamente as
células viaveis, baseada na reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio
bromida (MTT), um composto de cor amarela, a formazan, de coloracdo puarpura (Fig. 9),
pelos substratos celulares NADH, NADPH e é convertido pela enzima Succinato-
desidrogenase (Mosmann, 1983; Berridge & Tan, 1993). Dessa forma, a reducdo do MTT a

formazan, sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.
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Figura 9. Converséao do sal de MTT (coloracdo amarela) a formazan (coloragdo purpura).
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As amostras foram incubadas em concentracdo Unica de 50 pg/mL durante 72 h

e as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

3.3.3 Atividade antitumoral in vivo

O S-180 foi inoculado subcutaneamente no dia 0 e, ap6s 24 horas, 0s animais
foram tratados por 7 dias com DCA. Todos os procedimentos com animais foram realizados
de acordo com a legislacdo Brasileira para o uso de animais (Lei arouca” No 11.724/2008).
Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética animal da Universidade Federal do Ceara
(UFC).(#NS50) (Fig. 10)

Figura 10. Esquema do ensaio in vivo
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IP: intraperitoneal.
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3.3.3.1 Animais

Os animais utilizados na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo foram
camundongos (Mus musculus Swiss) fémeas pesando entre 28 e 30g provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). O animais permaneceram ao
menos 7 dias antes da realizacdo do experimento para que se adaptassem as novas condi¢des
da sala de experimentacdo do LOE. Todos os animais foram mantidos em estantes ventiladas
com ciclo claro/escuro de 12h/12h, na temperatura de 25 £ 1°C e receberam racdo comercial
(Purina, S&o Paulo) e agua tratada da rede concessionéria estadual (CAGECE) ad libitum
durante o periodo do experimento.

3.3.4 Modelo do Sarcoma 180

O tumor solido sarcoma 180 utilizado nos experimentos € proveniente do
Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceard. 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 solida de crescimento rapido, mantendo-se nessa
forma até o presente (SCHABEL JR., 1977).

3.3.34.1 Manutencéo do Tumor Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180) é um tumor solido que pode ser mantido sob a forma
ascitica na cavidade peritoneal de camundongos Swiss. Para a manutencdo desse tumor na
forma ascitica, primeiramente foi induzida a morte do animal de manutencdo (ou animal
doador) por deslocamento cervical e foi feito assepsia da barriga com alcool etilico 70% e
algoddo. Em seguida retirou-se aproximadamente 0,5 mL do tumor através de pungdo com
seringa na cavidade peritoneal e diluir em 5 mL de Ringer lactato contendo gentamicina (0,2
mg/mL). A seguir, realizou-se a contagem das células em cémara de Neubauer em
microscopio invertido e diluiu-se para 4 x 10 das células/mL. Por fim, injetou-se 0,5 mL da

solucdo de células S-180 diluidas na cavidade peritoneal dos animais receptores saudaveis. A
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cada dez dias ap0s a inoculacdo, essas células tumorais foram retiradas do animal doador e
aplicadas em outros animais sadios, a fim de manter o tumor.

3.3.4.2 Transplante do tumor S180 e tratamento dos animais

Para a avaliacdo do potencial antitumoral in vivo, a morte de um animal doador
foi induzida por deslocamento cervical. O animal escolhido tinha entre 6 e 8 dias
transcorridos apos o transplante do S-180. Desse animal doador, foi retirado um volume de
aproximadamente 5 mL do tumor ascitico localizado na cavidade peritoneal através da puncéo
com seringa. Apds esse procedimento foi preparada uma suspensdo de celulas contendo o
liquido ascitico com 5 mL de Ringer lactato contendo gentamicina (0,2 mg/mL). A contagem
dessas células foi realizada na cdmara de Neubauer e, posteriormente, diluiu-se na
concentragdo de 4 x 10° células/mL com solucdo de Ringer Lactato contendo gentamicina
(0,2 mg/mL).

Foram formados grupos de 8 animais para: o controle negativo, tratados com
solucdo salina, e o grupo experimental, tratados com DCA. No dia zero foi realizado o
transplante do tumor Sarcoma 180, através da injecdo de 2 x 10° células/0,5 mL na axila
esquerda pela via sub-cutanea dos camundongos receptores. O tratamento transcorreu por 7
dias consecutivos tendo inicio 1 dia apds a inoculagdo do tumor. No primeiro dia de
tratamento, os animais foram pesados e tratados com 0,2mL de solugéo salina ou de DCA nas
doses de 25 ou 50 mg/kg de animal, obedecendo sempre 0 mesmo horario. Um dia ap6s o fim
do tratamento, a inducdo da morte ocorreu por deslocamento cervical.

Os parametros avaliados foram: peso do tumor e a variagdo de peso relativo dos
6rgdos dos animais. Exames bioquimicos e hematolédgicos foram realizados sob a supervisao
da profa. Dra. Nylane Maria Nunes Alencar e as possiveis alteracdes histopatoldgicos, sob
supervisdo da profa. Dra. Ana Paula Negreiros, também foram realizadas nos principais
6rgdos internos envolvidos com a toxicidade de drogas como rim, baco e o figado, assim

€como no tumor.
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3.3.5 Analise estatistica

O percentual de inibicdo tumoral foi calculado a partir da férmula (Machon et
al., 1981):

IT%= [(C — T)/C] x 100

IT%: Percentagem da inibicdo tumoral
C: média dos pesos dos tumores do grupo controle (salina)
T: média dos pesos dos tumores dos grupos tratados (DCA)

O peso dos orgdos foi normalizado tendo como referéncia 100g de massa

corporea do animal:

Pn=Po x 100g / Pa

Pn: Peso normalizado do 6rgéo (g/100g massa corporea)
Po: Peso do 6rgéo (g)
Pa: Peso do animal (g)

A anélise estatistica dos dados foi obtida através do programa GraphPad Prism
versdo 5.0. Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Newman keuls.

Nos paramétros bioquimicos e hematoldgicos, os resultados foram representados
pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM) com p<0,05 caracterizando o grau de

significancia.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliagéo da citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade da fracdo polissacaridica sulfatada da alga D. caribaea foi
avaliada contra a linhagem de células tumorais HCT-116 através do teste colorimétrico do
MTT. O efeito da DCA sobre a linhagem tumoral foi determinado e ndo apresentou
citotoxicidade na concentracdo de 100 pg/mL ap6s 72 h de incubacéo.

4.2 Inibigéo do crescimento tumoral in vivo

O potencial antitumoral in vivo da DCA foi avaliado utilizando camundongos
Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180. O tumor sélido de cada animal tratado foi
pesado. Os resultados foram expressos como a média da massa tumoral (g/100 g de massa
corporea) de cada grupo. A massa tumoral do grupo controle negativo (administrado com
solugéo salina de NaCl 0,9%) foi de 2,09 g. Nos grupos tratados com DCA foram obtidos os
valores médios de 1,15 g e 1,01 g para as doses de 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente (Fig.
11). A analise de variancia da massa tumoral dos grupos tratados revelou que a DCA, em
ambas doses utilizadas, foi capaz de inibir o crescimento do tumor nos animais transplantados
com Sarcoma 180. Os animais tratados com a dose de 25 mg/Kg/dia apresentaram percentuais
de inibigdo tumoral de 40% e os que foram tratados com a dose de 50 mg/Kg/dia

apresentaram inibicao de 51% (Fig. 11).

O peso do baco, rins e figado também foi determinado. Os animais tratados com
DCA na dose de 50 mg/Kg/dia apresentaram um aumento do peso dos rins e baco (Fig. 12-
a,b) e o peso do figado ndo foi alterado em nenhuma das doses (Fig. 12- ¢) quando comparado

ao grupo salina.
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Figura 11. Peso do tumor dos animais tratados com salina estéril ou fracédo

polissacaridica sulfatada da alga Dictyota caribaea (25 e 50 mg/Kg/animal).
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Efeito do polissacarideo extraido de Dictyota caribaea (DCA) sobre o crescimento tumoral
em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via intraperitoneal. O
controle negativo foi administrado com NaCl 0,9%. Resultados expressos como média +
E.P.M. *P< 0,05 comparado com salina por ANOVA seguido por Newman Keuls, comn =8
para cada grupo utilizado.

Figura 12. Peso do a) baco, b) rins e c)figado dos animais tratados com salina estéril ou
fracdo do polissacarideo sulfatado extraido de Dictyota caribaea (25 e 50 mg/Kg/animal).
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Efeito do polissacarideo extraido de Dictyota caribaea (DCA) sobre o peso do 6rgaos (rins,
baco e figado) em camundongos transplantados com Sarcoma 180 tratados por via
intraperitoneal. O controle negativo foi administrado com NaCl 0,9%. Resultados expressos
como média = E.P.M. *P< 0,05 comparado com salina por ANOVA seguido por Newman
Keuls, com n = 8 para cada grupo utilizado.

4.3 Avaliacdo dos parametros Bioquimicos e Hematol6gicos

O sangue periférico foi coletado do plexo retro-orbital dos camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180 e foi utilizado para avaliar os parametros
bioquimicos e hematoldgicos dos animais.

A andlise bioguimica do sangue dos animais tratados com DCA em ambas as
doses mostrou que houve alteracdo nos niveis séricos das enzimas transaminase glutdmico
piravica (TGP) e transaminase glutamico oxalacética (TGO) quando comparados ao grupo
salina (Tabela 1), porém nao foi observada alteragdo nos niveis plasmaticos de ureia (Fig 13).

A analise hematoldgica dos animais transplantados com tumor S-180 pode ser
observada na Tabela 2. A contagem total de leucécitos e a porcentagem de neutréfilos e
linfocitos ndo apresentaram diferencas significativa nos grupos tratados com DCA quando
comparados ao grupo salina (Fig. 14- b). Contudo, houve um aumento significativo (p<0,05)

da contagem de plaquetas nos grupos tratados com DCA quando comparados ao grupo salina
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(Fig. 13- a). A contagem diferencial de mondcitos apresentou uma significativa diminuicdo

nos grupos tratados com DCA quando comparado ao grupo controle.

Figura 13. Efeito da fracdo polissacaridica sulfatada extraida da alga Dictyota caribaea
(DCA) 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.
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Na anélise hematologica, os animais tratados com DCA apresentaram aumento
na contagem das plaquetas quando comparados ao grupo controle, por sua vez, 0s mondcitos
tiveram uma significativa diminuigdo na sua contagem diferencial nas duas doses de DCA
(Fig. 14). Os demais parametros avaliados néo apresentaram diferencas relevantes nos grupos
tratados com DCA quando comparados ao controle (Tabela 2).

Figura 14. Efeito da fracdo polissacaridica sulfatada extraida da alga Dictyota caribaea sobre
parametros hematoldgicos 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.
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4.4 Analise Histopatoldgica
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Apos retirada e pesagem, foram feitos cortes histoldgicos dos 6rgaos e do tumor,
seguidos do preparo de laminas histoldgicas.

A analise histopatologica dos tumores dos animais tratados revelou auséncia de
diferenga no padrdo morfoldgico. Todos 0s grupos apresentaram neoplasia maligna com
desorganizacdo celular intensa. Foram encontradas também numerosas figuras de mitose,
invasdo muscular e necrose de coagulacéo (Fig. 15).

As andlises histopatoldgicas dos rins dos animais tratados com salina e DCA
mostraram glomérulos renais bem preservados e com discreta hemorragia. O grupo tratado
com DCA 25 mg/Kg/dia apresentou pequena vacuolizacdo do epitélio tubular e pontos de
necrose, ja o grupo tratado com a dose de 50 mg/Kg/dia apresentou apenas uma pequena
vacuolizacdo de epitélio tubular. Todos os grupos experimentais apresentaram moderada
tumefagdo celular do epitélio tubular e hemorragia glomerular e tubular (Fig. 16).

A avaliacdo histopatologica do figado dos animais revelou a presenca de
hiperplasia das células de Kupffer e tumefacdo celular em todos os grupos testados. O grupo
salina apresentou moderada tumefacdo celular de hepatocitos. O figado dos animais tratados
com DCA em ambas as doses apresentou pequenos focos inflamatorios e pigmentos
amarronzados sugestivos de bilirrubina (Fig. 17).

As analises histopatoldgicas do bago dos animais de todos 0s grupos mostraram
hiperplasia da polpa branca, desorganizacdo dos foliculos e presenca de megacaridcitos. O
baco dos animais tratados com DCA na dose de 25 mg/Kg/dia apresentou foliculos bastante
desorganizados e os tratados com a dose de 50 mg/Kg/dia, além de apresentarem foliculos
bastante desorganizados, também mostraram uma congestdo da polpa vermelha (Fig. 18)
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Figura 15. Fotomicrografia Optica do corte histoloégico (400x) de tumor de camundongos
transplantados com S-180; todos com desorganizagdo celular e apresentando fibras
musculares esqueléticas (setas) evidenciando invasdo muscular do tecido e areas de necrose
de coagulacdo. a) Gupo Salina (NaCl 0,9% i.p.) b) Grupo DCA 25mg/Kg/dia i.p.; ¢) Grupo
DCA 50mg/Kg/dia i.p.

a)
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Figura 16: Fotomicrografia Optica de corte histolégico (400x) dos rins dos animais
transplantados com tumor S-180; todos apresentando glomérulos renais preservados
(cabecas de setas) e com discreta hemorragia. a) Salina ((NaCl 0,9% i.p.); b) DCA 25
mg/Kg/dia i.p.: Apresenta pequena vacuolizagdo do epitélio tubular e pontos de necrose; c)
DCA 50 mg/Kg/dia i.p.: Apresenta pequena vacuolizacdo de epitélio tubular.

a)



b)
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Figura 17. Fotomicrografia Optica de corte histologico (400x) do figado dos animais
transplantados com tumor S-180. Todos apresentando tumefagdo celular de hepatocitos
preferencialmente na periferia e hiperplasia das células de Kupffer. a) Salina (NaCl 0,9% i.p.);
b) e ¢c) DCA 25 mg/Kg/dia i.p e DCA 50 mg/Kg/dia i.p., respectivamente; com focos
inflamatorios e degeneracdo hidropica e pigmentos amarronzados distribuidos por toda a
amostra, sugestivo de bilirrubina (cabecas de setas).

a)

b)
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Figura 18: Fotomicrografia optica de corte histologico (400x) do baco dos animais
transplantados com tumor S-180. Evidenciando a polpa branca (B) e a polpa vermelha (A);
todos apresentando hiperplasia da polpa branca, desorganizacdo dos foliculos e presenca de
megacaridcitos (setas). a) Salina (NaCl 0,9% i.p.); b) DCA 25 mg/Kg/dia i.p.: apresentando
foliculos bastante desorganizados; c) DCA 50 mg/Kg/dia i.p.: apresentando foliculos bastante

desorganizados e uma congestéo da polpa vermelha.
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5 DISCUSSAO

Apesar do considerdvel arsenal de drogas j& existente para o tratamento de
canceres e do sucesso terapéutico em varios esquemas de tratamentos, ainda ndo se chegou a
um composto ideal. Assim, a busca por compostos mais seletivos, com menos efeitos
indesejaveis, maior poténcia terapéutica e menor indice de resisténcia para a terapia do cancer
¢ de extrema relevancia. Portanto, torna-se imperativa a necessidade de encontrar,
desenvolver e introduzir no arsenal médico novas opgdes terapéuticas mais eficientes (Costa-
Lotufo et al., 2010). Nesse contexto, os polissacarideos sdo fortes candidatos a farmacos com
acao imunomodulatoria e antitumoral (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Vérios 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 acdo
antiproliferativa contra carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma e carcinoma de vesicula
biliar (FUKAHORI, et al., 2008).

No presente trabalho, o potencial antitumoral da fracdo polissacaridica extraida
da alga parda D. caribaea foi avaliado. Para a determinacgéo da citotoxicidade in vitro sobre a
linhagem de céluas tumorais humanas HCT-116 (cancer de célon) foram utilizadas as
concentracdes de 50 e 100 pug/mL da DCA. Este ensaio é amplamente utilizado para avaliacdo
da proliferacdo celular e determinacdo da citotoxicidade de compostos com potencial
antitumoral devido a possibilidade de mensurar células viaveis. A maior parte da biorreducéo
do MTT envolve a reducdo do nucleotideo NADH e, em menor extensdo, NADPH
(BERRIDGE; TAN, 1993; BERRIDGE et al., 1996; BERNAS; DOBRUCKI, 2002;
BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). O teste consiste na utilizacdo do brometo de 3-(4,5
dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphenil-2H-tetrazolium (MTT), um sal soltvel de coloracdo amarela
que pode ser reduzido a cristais insoltveis (Formazan) de cor purpura pela enzima succinato
desidrogenase, funcional em células vivas (CARMICHAEL et al., 1987; MORGAN, 1998;
MOSMAN, 1983). Os cristais de formazan podem ser quantificados por espectrofotometria

pela dissolu¢cdo em um solvente organico e a concentracdo € diretamente proporcional ao
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namero de células metabolicamente ativas (GABRIELSON et al., 2002; RAHMAN et al.,
2004; STENTELAIRE et al., 2001; TUNNEY et al., 2004)

A DCA ndo apresentou citotoxicidade direta sobre as células testadas até a
concentracdo de 100 pg/mL, mas foi capaz de inibir o crescimento tumoral nos animais
transplantados com Sarcoma 180. Além disso, foi demonstrada a presenca de fibras
musculares esqueléticas nos cortes histoldgicos do tumor de todos os grupos tratados,
evidenciando o poder de invasdo desse tumor. Resultado semelhante pode ser observado no
trabalho de SOUSA et al (2007) com polissacarideos da alga parda Sargassum vulgare, e
LINS et al (2009) com Champia feldmannii, Além do elevado potencial antitumoral esses
polissacarideos apresentam baixissima toxicidade contra células. A baixa toxicidade é uma
caracteristica presente na maioria dos polissacarideos de algas marinhas (DE CLERCQ,
1996).

Entretanto, estudos tém demonstrado que, quando administrados no animal,
muitos polissacarideos ndo citotoxicos sdo capazes de inibir o crescimento tumoral (OOl &
LIU, 2000; ZHOU et al., 2004), portanto, prosseguimos a investigacdo no modelo murino do
tumor S-180. O efeito da DCA sobre o crescimento tumoral in vivo foi avaliado atraves do
modelo experimental do Sarcoma 180. A DCA apresentou atividade antitumoral em animais
transplantados com Sarcoma 180. O grupo tratado com a dose de 25 mg/Kg/dia apresentou
um percentual de inibigcdo do crescimento tumoral de 40% e os animais tratados com a dose
de 50 mg/Kg/dia apresentaram um percentual de inibicao tumoral de 51%.

Vérios polissacarideos tém 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 0 mecanismo de acdo 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).

Os polissacarideos extraidos das algas pardas Sargassum Kkjellmanianum
(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.

ZHOU et al. (2004) testaram o efeito antitumoral in vivo de carragenanas de
diferentes massas moleculares isoladas da alga Chondrus ocellatus contra os tumores

Sarcoma 180 e H22 em animais transplantados. Essas moléculas foram capazes de aumentar o
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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 proliferacdo de linfécitos, demonstrando potencial para tratamento imunoterdpico e
anticancer (STEPHANIE et al., 2010).

Neste trabalho pdode-se observar que a resposta antitumoral apresentada pelos
animais transplantados com Sarcoma 180 tratados com DCA foi acompanhada de aumento da
massa relativa do baco dos animais. Além disso, a analise histopatoldgica desse 6rgdo nos
grupos tratados com DCA mostrou desorganizacdo da arquitetura esplénica com hiperplasia
da polpa branca e congestdo da polpa vermelha, havendo mistura entre as mesmas no baco
dos animais tratados com a maior dose, com presenca de varios megacaridcitos. As alteracdes
observadas sugerem que a DCA em ambas doses apresentou efeito potencializador da
resposta imune desses individuos.

Alguns polissacarideos de fungos sdo utilizados na clinica melhorando a
sobrevida dos pacientes, diminuindo os efeitos adversos da quimioterapia. O PKS, um
polissacarideo ligado a proteinas, isolado a partir do fungo Coriolus versicolor no Japéo exibe
um marcante efeito antitumoral contra tumores alogénicos como Sarcoma 180 e carcinoma de
Ehrlich em animais experimentais, quando administrado por via oral ou intraperitonial
(KOBAYASHI et al., 1993). A lentinana, produzida pelo fungo Lentinus edodes, é um B-D-
glucano puro, inicialmente estudado por CHIHARA et al. (1970), que demonstrou um
elevado potencial antitumoral relacionado aos outros polissacarideos de fungos. Ela é capaz
de elevar os niveis de expressdo génica da IL-1a e IL-1B, citocinas que agem em diversos
alvos, como células B e T e mondcitos, além de induzir a producdo de outras citocinas como o
TNF-a (LIU et al., 1999). A lentinana, quando usada em conjunto com agentes
quimioterapicos, tem a capacidade de reduzir drasticamente os efeitos indesejaveis da
quimioterapia, como ndauseas, dores, perda de cabelo e imunodepressio (DABA &
EZERONYE, 2003). A esquizofilana é também um p-glucano, produzida pelo fungo
Schizophyllum commune e tem demonstrado acdo citostatica em tumor solido Sarcoma 180,
quando injetada via intraperitonial ou intravenosa. Recentemente tem-se observado um
aumento da sobrevida em pacientes com céancer na cabeca e no pesco¢o (KIMURA et al.,
1994).
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Na contagem total de leucécitos nos animais transplantados com Sarcoma 180
tratados com DCA nas doses de 25 e 50 mg/Kg/dia ndo foi observado diferenca significativa
quando comparados ao grupo salina. Ja na contagem diferencial de leucdcitos, houve uma
grande diminuicdo do percentual de mondcitos quando comparado ao grupo salina, o que
sugere que 0S mesmos podem estar migrando para 0 microambiente tumoral. A contagem
total de leucdcitos mostrou que ndo houve deplecdo intensa dos mesmos, apesar de 0s grupos
tratados terem apresentado um pequeno aumento quando comparados ao grupo salina, o que
sugere que DCA foi capaz de inibir o crescimento tumoral sem causar um quadro de
leucocitopenia que é induzido por quimioterpicos ja introduzidos no mercado, como 0 5-
Fluorouracil. Alguns trabalhos mostraram que a utilizagdo do quimioterapico em conjunto
com os polissacarideos Chondrus ocellatus (ZHOU et al., 2004), Champia Feldmannii (LINS
et al., 2009) e Kappaphycus striatum (YUAN et al., 2006) foram capazes de potencializar o
efeito antitumoral do 5-FU, diminuindo a leucocitopenia, prevenindo assim a imunodepressao

promovida pelo quimioterapico.

Estudos indicam que as células mieloides sdo o principal alvo estimulatério dos
polissacarideos imunomoduladores, possivelmente devido a participacdo de macrdfagos,
neutrdfilos, células dendriticas e mondcitos tanto na imunidade inata quanto na adquirida
(LEUNG et al., 2006; LIM et al., 2004; CHUN et al., 2001).

Com o objetivo de avaliar a toxicidade preliminar da DCA sobre os animais
transplantados com S-180, também foi realizada a avaliacdo histopatoldgica do figado e dos
rins dos animais.

A andlise do figado dos animais transplantados com Sarcoma 180 mostrou a
presenca de células de Kupffer hiperplasicas e tumefacdo celular de hepatdcitos
preferencialmente na periferia em todos os grupos testados. Em adicdo, o figado dos animais
transplantados com Sarcoma 180 tratados com DCA apresentou focos inflamatérios e
degeneracdo hidrdpica, assim como pigmentos amarronzados distribuidos por toda a amostra,
sugestivo de bilirrubina.

As alteracdes histopatoldgicas observadas pelos grupos experimentais apds
tratamento com DCA parecem ser reversiveis devido a auséncia de fibrose intersticial e a
grande capacidade de regeneracdo hepatica, podendo haver reversdo das alteracbes com a
descontinuidade do tratamento ou reducdo da dose. A analise bioquimica do sangue dos

camundongos transplantados com Sarcoma 180 dos grupos experimentais tratados com a
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DCA revelou que houve alteragdo nos niveis séricos das enzimas transaminase glutamica
oxalacética (TGO)) e transaminase glutdmica pirtvica (TGP). Essas enzimas sdo consideradas
indicadores de lesdo hepatica devido a sua liberagdo no sangue em grandes quantidades
guando ha dano a membrana do hepatocito, resultando em aumento de sua permeabilidade, o
que revela uma pequena hepatotoxicidade.

A nefrotoxicidade da DCA foi avaliada através de analise histopatoldgica dos
rins e dos niveis séricos de uréia. Os rins dos animais tratados com DCA apresentaram uma
arquitetura glomerular preservada. Contudo, apresentaram discreta hemorragia glomerular,
pequena vacuolizacdo do epitélio tubular e pontos de necrose. Em adi¢cdo, nenhum grupo
analisado apresentou alteracdo nos niveis séricos de uréia, sugerindo auséncia de
nefrotoxicidade, pois este composto nitrogenado é considerado um marcador sensivel a

alteracdes primarias da funcao renal.

Os resultados encontrados sdo muito interessantes devido a auséncia de citotoxicidade dos
polissacarideos testados combinado com um potente efeito antitumoral e relacdo com a
resposta imune caracterizada pelo aumento significativo do baco (Fig. 19). No Brasil, ainda
hd um nimero muito reduzido de pesquisadores especializados nessa area desenvolvendo
estudos para avaliar essas atividades bioldgicas de PS de algas marinhas. Por isso, a enorme
biodiversidade de espécies encontradas no litoral brasileiro deve ser melhor investigada a fim

de se avancar nessa linha de pesquisa.

Figura 19: Esquema com resultados encontrados no presente trabalho
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a fragdo polissacaridica sulfatada extraida
da alga marinha parda D. caribaea ndo apresenta atividade citotoxica direta contra as células
neoplasicas testadas in vitro, mas foi capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral
em camundongos transplantados com Sarcoma 180 in vivo. A hiperplasia da polpa branca e
congestdo da polpa vermelha esplénica, juntamente com o aumento da massa relativa do bago
e alteracdo da contagem diferencial de leucocitos com reducdo do percentual de mondcitos
apos administracdo da DCA, em ambas as doses testadas, sugere que o efeito antitumoral
apresentado pela DCA possa estar envolvido com suas propriedades imunomodulatorias.
Além disso, DCA demonstrou uma pequena toxicidade nos 6rgdos analisados.
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Tabela 1. Efeito da DCA nos pardmetros bioquimicos

ANEXOS
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Droga Dose (mg/kg) ALT (UI/L) AST (UI/L) Uréia (mg/dL)

Salina 65,99 + 14,05 92,01 £115b 32427
bc

DCA 25 1505+ 13,0 | 166,4+122ac 36,7122

DCA 50 162,6 £ 7,70 99,95+ 13,6¢ 30,724

Resultados foram expressos em + E.P.M. para oito animais.

a (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental salina utilizando ANOVA (Teste de

Newman-Keuls).

b (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental DCA 25 utilizando ANOVA (Teste de

Newman-Keuls).

¢ (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental DCA 50 utilizando ANOVA (Teste de

Newman-Keuls).



Tabela 2. Efeito da DCA nos parametros Hematol6gicos
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Contagem
diferencial
Dose de
Droga | (mg/kg) leucdcitos
(%)
Leucécitos | Plaguetas | Neutrdfilos | Mondcitos | Linfocitos
totais (103 | (10° cel/ml)
cel/ml)
Salina 1.7+0.3 6.0+0.3 30¢ 8 be 62
bc
DCA 25 23104 9.5+0.9 32 4a 64
acC
DCA 50 27+03 | 105+04 34 3a 63
ab

Resultados foram expressos em + E.P.M. para oito animais.

a (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental salina utilizando ANOVA (Teste de

Newman—Keuls).

b (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental DCA 25 utilizando ANOVA (Teste de

Newman—Keuls).

¢ (p < 0.05) quando comparado ao grupo experimental DCA 50 utilizando ANOVA (Teste de

Newman—Keuls).
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