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RESUMO
POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE ALGAS PARDAS INIBEM O CRESCIMENTO
TUMORAL ATRAVES DA MODULACAO DE MACROFAGOS

O cancer ¢ bastante complexo e constituido por diversas células ndo tumorais que contribuem,
junto com as cé¢lulas tumorais, para a formagdo do microambiente tumoral (MAT) que
favorece a progressao e o aumento da agressividade do tumor. Dentre as células ndo-tumorais
que estao inseridas no MAT, os macrofagos associados ao tumor (TAMs) possuem um papel
fundamental. Os macrofagos possuem uma alta plasticidade fenotipica, podendo exibir tanto
um perfil antitumoral, quando sdo ativados pela via classica (fendtipo semelhante a M1),
como um perfil pré-tumoral, caracteristicos dos TAMs, quando sofrem ativacdo alternativa
(fenotipo com predominio de marcadores M2). De fato, os TAMs estdo frequentemente
relacionados a um pior prognéstico para o paciente. Os polissacarideos sulfatados (PS),
especialmente as fucoidanas de algas pardas, t€ém se destacado nos ultimos anos como
potentes modificadores da resposta bioldgica aumentando a resposta antitumoral através da
imunomodulacdo. Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que polissacarideos sulfatados
da alga Dictyota caribaea foram capazes de inibir o crescimento tumoral da linhagem S-180
in vivo apesar de ndo apresentar citotoxicidade direta contra essa linhagem in vitro. Além
disso, o meio condicionado (MC) desses macréfagos ativados apresentou um efeito
antiproliferativo contra células de melanoma murino B16-F10 in vitro. O presente estudo estd
dividido em dois capitulos e teve como objetivo avaliar o efeito antitumoral das fucoidanas de
Dictyota caribaea (Dc-SP) e de Macrocystis pyrifera (Mp-SP), quanto a sua capacidade de
inibicdo do crescimento tumoral e modulacdo de macrofagos para um fendtipo M1. No
capitulo I, uma linhagem de macréfagos RAW 264.7 foi estimulada com Dc-SP (10, 100, 250
pg/mL) ou LPS (100 ng/mL) e foram avaliados os marcadores fenotipicos de polarizagdo de
macrofagos M1. No capitulo II, além da avaliagdo da polarizagdo do macrofago RAW 264.7
ativados com Mp-SP in vitro, os macrofagos associados ao tumor no MAT dos animais
transplantados com B16-F10 foram caracterizados. Os tumores e 6rgaos foram coletados e os
TAMs isolados para caracterizagdo fenotipica através de marcadores especificos de M1 e M2
por de citometria. Além disso, investigou-se o efeito antitumoral da associacdo de Mp-SP (50
mg/Kg) com o quimioterdpico Dacarbazina (50 mg/Kg) in vivo. Em condig¢des in vitro, os
estimulos com Dc-SP e Mp-SP foram capazes de polarizar macrofagos RAW 264.7 para o
perfil M1, com aumento da producdo de 6xido nitrico (NO), aumento da expressdo de
marcadores de superficie CD86 e MHC II e marcador intracelular iNOS. Para Mp-SP, foi
observado que parte do efeito antitumoral apresentado neste trabalho estava associado a
modulagdo do perfil fenotipico dos TAMs. A imunofenotipagem dos TAMs isolados de
tumores dos camundongos tratados com Mp-SP, mostrou uma redu¢do na expressdo de
marcador M2 (CD206) e um aumento na expressao de um dos principais marcadores para M1
(iNOS) que foi relacionada com a inibi¢ao do crescimento tumoral dos animais. Além disso, a
associacdo de Mp-SP com Dacarbazina apresentou uma redugdo do crescimento tumoral
quando comparado aos grupos tratados com salina ou grupos de PS e dacarbazina isolados.
Esses dados indicam que ambas fucoidanas promovem uma polarizacio de TAMs para um
perfil semelhante a M1 e que Mp-SP conseguiu reduzir a quantidade de TAMs com fendtipo
semelhante a M2, e esse efeito contribui para sua eficidcia antitumoral. Além disso, a
imunoestimulagdo de Mp-SP no MAT pode ter contribuido para a sensibilizacdo terapéutica
da dacarbazina no efeito antitumoral quando associada a fucoidana.
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ABSTRACT

SULFATED POLYSACCHARIDES FROM BROWN ALGAE INHIBIT TUMOR GROWTH
THROUGH MACROPHAGE MODULATION

Cancer is highly complex and composed of various non-tumor cells that contribute, along
with tumor cells, to the formation of the tumor microenvironment (TME) that promotes tumor
progression and increased aggressiveness. Among the non-tumor cells embedded in the TME,
tumor-associated macrophages (TAMs) play a crucial role. Macrophages exhibit high
phenotypic plasticity, capable of displaying both an anti-tumor profile when activated through
the classical pathway (M1-like phenotype) and a pro-tumor profile characteristic of TAMs
when subjected to alternative activation (predominantly M2 marker phenotype). Indeed,
TAMSs are often associated with a poorer prognosis for the patient. Sulfated polysaccharides
(SPs), especially fucoidans from brown algae, have emerged in recent years as potent
modifiers of biological response, enhancing anti-tumor responses through immunomodulation.
Previous studies by the group demonstrated that sulfated polysaccharides from the alga
Dictyota caribaea were able to inhibit the tumor growth of the S-180 cell line in vivo, despite
not showing direct cytotoxicity against this cell line in vitro. Furthermore, the conditioned
medium (CM) of these activated macrophages exhibited an antiproliferative effect against
murine B16-F10 melanoma cells in vitro. This study is divided into two chapters and aimed to
evaluate the antitumor effect of fucoidans from Dictyota caribaea (Dc-SP) and Macrocystis
pyrifera (Mp-SP), regarding their ability to inhibit tumor growth and modulate macrophages
towards an M1 phenotype. In Chapter I, a RAW 264.7 macrophage cell line was stimulated
with Dc-SP (10, 100, 250 pg/mL) or LPS (100 ng/mL), and phenotypic markers of M1
macrophage polarization were evaluated. In Chapter II, in addition to the evaluation of
macrophage polarization of RAW 264.7 cells activated with Mp-SP in vitro, tumor-associated
macrophages in the TME of mice transplanted with B16-F10 were characterized. Tumors and
organs were collected, and TAMs were isolated for phenotypic characterization using specific
M1 and M2 markers via flow cytometry. Furthermore, the antitumor effect of the combination
of Mp-SP (50 mg/kg) with the chemotherapeutic agent Dacarbazine (50 mg/kg) was
investigated in vivo. Under in vitro conditions, stimulation with Dc-SP and Mp-SP was able to
polarize RAW 264.7 macrophages towards the M1 profile, with increased production of nitric
oxide (NO), increased expression of surface markers CD86 and MHC II, and intracellular
marker iINOS. For Mp-SP, it was observed that part of the antitumor effect presented in this
study was associated with modulation of the TAM phenotypic profile. Inmunophenotyping of
TAMs isolated from tumors in mice treated with Mp-SP showed a reduction in the expression
of the M2 marker (CD206) and an increase in the expression of one of the main markers for
M1 (iNOS), which was related to the inhibition of tumor growth in the animals. Furthermore,
the combination of Mp-SP with Dacarbazine resulted in a reduction in tumor growth when
compared to the saline-treated groups or groups treated with PS and Dacarbazine alone. These
data indicate that both fucoidans promote polarization of TAMs towards an M1-like profile,
and that Mp-SP was able to reduce the number of TAMs with an M2-like phenotype, and this
effect contributes to its antitumor efficacy. Additionally, the immunostimulation of Mp-SP in
the TME may have contributed to the therapeutic sensitization of dacarbazine in the antitumor
effect when combined with fucoidan.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Cancer

Uma série de caracteristicas comuns a diversos tipos de cancer foi identificada e
descrita por Hanahan e Weinberg em 2000 e posteriormente revisada em 2011. Nestes dois
trabalhos, os autores demonstraram que os tumores possuiam diversas caracteristicas, do
inglés Hallmarks, (Figura 1) que abrangem uma variedade de processos bioldgicos conferindo
as células tumorais a capacidade de escapar das restrigdes normais de crescimento e
sobrevivéncia (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011).

A proliferagdo celular sustentada é uma das principais caracteristicas dentre os
Hallmarks e permite que as células cancerigenas se dividam de maneira descontrolada,
resultando na formagdo de massas tumorais. A insensibilidade a sinais antiproliferativos ¢ a
capacidade de evasdo da morte celular programada sdo mecanismos que contribuem para a
sobrevivéncia prolongada das células tumorais, mesmo quando submetidas a estresses
celulares. Outro aspecto importante ¢ a ativagao de sinais de crescimento continuo, onde as
células tumorais frequentemente exploram vias de sinalizagdo para promover o crescimento
incessante, ignorando os mecanismos de checagem que normalmente limitariam o
crescimento celular. A angiogénese sustentada, um processo pelo qual as células cancerosas
induzem a formacao de novos vasos sanguineos, ¢ essencial para o fornecimento de nutrientes
e oxigénio as massas tumorais em expansdo. A capacidade de invasdo tecidual e metastase ¢
uma das caracteristicas mais devastadoras do cancer, onde adquirem a habilidade de se
infiltrar em tecidos circundantes e se disseminar para outras partes do corpo, estabelecendo
metastases distantes do tumor primario. Em conjunto, a limitagdo na capacidade de reparo do
DNA resulta em um acimulo de mutagdes genéticas, fazendo com que haja uma maior
heterogeneidade genética das células tumorais. Além disso, a promocao da inflamag¢do cronica
¢ também reconhecida como um importante fator para a progressao do cancer. Processos
inflamatorios criam um microambiente mais favoravel ao crescimento tumoral, influenciando
a resposta imunologica e a comunicacdo entre as células (Hanahan & Weinberg, 2011).

Uma revisdo recente trouxe a perspectiva de novas caracteristicas funcionais e
habilitantes que podem ser incorporadas como componentes centrais dos Hallmarks do cancer
ao longo do tempo (Figura 1). Dentre essas caracteristicas destacam-se: (i)“desbloqueio da
plasticidade fenotipica”, (ii) “reprogramacado epigenética ndo mutacional”, (iii) “microbiomas

polimorficos” e (iv) “senescéncia celular” (Hanahan, 2022).
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Figura 1 — Caracteristicas funcionais do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022.

Vérios estudos apontam que a obtencdo do fenotipo mais agressivo das células
cancerigenas estd intimamente ligada as interagdes, sejam diretas ou indiretas, com o0s
elementos presentes no ambiente onde o tumor se forma. Isso tem relacdo com o conceito dos
Hallmarks, que ressaltam a influéncia do microambiente tumoral (MAT) nas caracteristicas
distintivas das células cancerigenas (Brandner e Haass, 2013). Esse MAT ¢ formado nao
apenas por células neoplasicas, mas também por células do estroma, do sistema imunoldgico e
varios outros tipos de células (Figura 2) ndo tumorais como fibroblastos, citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento e nutrientes que podem ser capazes de favorecer
alteragdes fenotipicas das células tumorais (Joyce e Pollard, 2009; Rogers ¢ Holen, 2011;
Quail e Joyce, 2013; Weinstein e Storkus, 2015).

Dentre as células mieldides infiltradas no microambiente tumoral, os macréfagos sdo o
tipo numericamente mais predominante (Chanmee et al., 2014; Majety et al., 2018). Eles
possuem uma alta plasticidade e podem adotar diferentes comportamentos funcionais em

resposta a citocinas ou estimulos patogénicos (Stout et al., 2005).
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Figura 2 — Células que compdem o Microambiente tumoral
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Essa polarizagdo em macrofagos M1 e M2 (Figura 3) representa os extremos de um
amplo espectro de fung¢des contrastantes que os macréfagos podem adquirir ao serem
estimulados. Os macrofagos M1 exibem propriedades pro-inflamatorias, imunogénicas e
antitumorais, enquanto os macrofagos M2 tém efeitos anti-inflamatdrios, tolerogénicos e pro-
tumorais (Biswas; Mantovani, 2010; Mosser; Edwards, 2008; Murray et al., 2014). A
polarizacdo dos macrofagos em diregao ao fenotipo M1 € estimulada por citocinas do tipo
Thl (como TNF, IL-12 e IFNg), bem como por PAMPs (Padrdes Moleculares Associados a
Patégenos) e DAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Danos Celulares). Por outro lado, a
exposicao a citocinas do tipo Th2 (como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B) induz a polarizagdo dos
macrofagos para o perfil M2 (Biswas; Mantovani, 2010; Mosser; Edwards, 2008).
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Figura 3 — Plasticidade fenotipica dos macréfagos
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Legenda: OS: polissacarideos sulfatados; NO: 6xido nitrico; LPS: lipopolissacarideo bacteriano de E. coli; SN:
sobrenadante; MMP: metaloprotease; ARG-1: Arginase-1.

1.2 Melanoma

O cancer de pele do tipo melanoma atinge os melanocitos (Figura 4), células
responsaveis pela produg¢do de melanina que desempenha um papel crucial na coloragdo da
pele, cabelo, olhos e outras partes do corpo (Gray-Schopfer et al., 2007; Simdes et al., 2015).
Embora sua incidéncia seja baixa, em torno de 1%, sua alta capacidade de metastizar faz com
que o melanoma tenha uma alta taxa de mortalidade, chegando a 90% dos casos de morte por

cancer de pele (Siegel; Miller; Jemal, 2020).

Figura 4 — Caracteristicas da invasdo dérmica no melanoma
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De acordo com as proje¢des para o tri€énio de 2023 a 2025, estabelecidas pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA), a estimativa ¢ de 220.490 novos casos de cancer de pele do tipo
ndo melanoma para cada ano. Concomitantemente, uma estimativa de 13.620 novos casos
anuais de melanoma também ¢ prevista. Analisando a incidéncia destas patologias, o
melanoma ndo demandaria aten¢do significativa. Entretanto, uma observagao mais minuciosa
dos indices de mortalidade revela um cendrio mais complexo (INCA, 2022).

No ano de 2020, verificou-se um total de 1.923 obitos no Brasil decorrentes do
melanoma, contrastando com uma taxa de mortalidade associada a tumores ndo melanoma
que ndo ultrapassou 2.500 casos no mesmo periodo. Logo, ainda que o melanoma configure
apenas 5 a cada 100 casos de neoplasias cutaneas diagnosticadas, essa enfermidade ¢
responsavel por 4 dentre 10 d6bitos resultantes de tumores de pele. Esta ponderacao impde
uma perspectiva mais ampla sobre a relevancia e impacto do melanoma, refor¢cando a
necessidade de abordagens mais incisivas para o seu diagnostico precoce e tratamento eficaz
(SBCO, 2023).

Dentre os principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma, tém-se:
individuo ser do sexo masculino, idade avancada, exposi¢@o solar, presenca de sinais atipicos
na pele, histérico familiar e mutagdes genéticas (Bhatia et al., 2009). Entre as mutacdes
genéticas, cerca de 70% dos pacientes apresentam alteracdes no oncogene BRAF, de 25% a
50% mostram modificagdes no gene supressor de tumor ciclina dependente de inibidor de
cinase 2A (CDKN2A, do inglés cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A4), e 20% tém altera¢des
no oncogene NRAS (Chin, 2003; Gray-Schopfer et al., 2007; Bandarchi et al., 2013).

O estroma desempenha um papel significativo na agressividade da doenca no
microambiente do melanoma, pois oferece um suporte crucial para a rapida proliferacao dos
melandcitos malignos que invadem a derme (Boyce, 2001). Os macrofagos, presentes no
estroma do melanoma em aproximadamente 40%, muitas vezes exibem um fendtipo
semelhante ao dos macrofagos alternativamente ativados (M2), o que lhes confere a
designacao de macrdofagos associados ao tumor (TAMs, do inglés tumor associated
macrophages) (Mantovani et al., 2002; Hussein, 2006; Lewis; Pollard, 2006). Esses TAMs
estdo intimamente relacionados ao melanoma, ja que estimulam o crescimento do tumor,
potencializam a invasdo, promovem a angiogénese € ampliam o potencial metastatico. Isso
ocorre devido a expressao da proteina Arginase 1, levando a liberagdao de substancias que
configuram o microambiente do melanoma com um perfil anti-inflamatoério e pré-tumoral,
incluindo a interleucina-10 (IL-10) e a IL-4 (Mantovani et al., 2002; Chen et al., 2011;
Haasekohn et al., 2014; Tham et al., 2014).
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Em 1975, a dacarbazina tornou-se o primeiro medicamento a ser usado como terapia
padrdo para o melanoma maligno (Bhatia et al., 2009). Por apresentar diversos efeitos
adversos, com menos de 5% de respostas completas e uma duracdo média de resposta de 5 a 6
meses, a busca por novas terapias ¢ de extrema importancia (Carreau; Pavlick, 2022). Nesse
sentido, os avangos na compreensao da biologia do melanoma, no desenvolvimento do tumor
e na defesa inata do corpo contra a progressdao do tumor facilitaram o desenvolvimento e a
subsequente aprovacdo de varias novas terapias contra o melanoma com a capacidade de
melhorar substancialmente os resultados (Michielin et al., 2020).

Por esses motivos, desde entdo tem havido esforgos para desenvolver terapias
inovadoras para o tratamento do melanoma maligno que atuem no microambiente tumoral,
visando a reducao de efeitos adversos e aumentando as taxas de sobrevida em relagdo a cada
nova terapia que surge. A partir de 2011, foram desenvolvidos inibidores de alvos moleculares,
incluindo aqueles direcionados ao gene BRAF mutado, como vemurafenib, drabafenib e
tremetinib. Embora a resposta inicial tenha sido promissora, a terapia perde eficacia apos 5-7
meses devido ao aumento da resisténcia do melanoma aos efeitos dos medicamentos. Portanto,
combinagdes de medicamentos se mostraram mais eficientes a partir desse ponto (Sullivan et
al., 2013).

Atualmente, sabe-se que o melanoma ¢ susceptivel ao sistema imunologico, tendo
assim a imunoterapia como principal forma de tratamento, aumentando a sobrevida dos
pacientes em comparacdo com as terapias direcionadas desenvolvidas até hoje. A base da
imunoterapia para o melanoma e também para outros tipos de tumores envolve inibidores de
pontos de controle, incluindo o antigeno 4 do linfocito T citotoxico (CTLA-4) e a proteina de
morte celular programada 1 (PDI1, do inglés programmed death 1 protein). O CTLA-4 ¢
regulado positivamente nas células T como resultado da ligagdo do receptor de células T ao
antigeno tumoral durante a interagdo entre uma célula T e uma célula apresentadora de
antigeno, atuando como um regulador negativo da ativagdo de células T. O bloqueio de
CTLA-4 com um anticorpo antagonista, como o ipilimumab, melhora a funcao das células T e
a erradicacdo das células tumorais. Apos a ligacdo do ligante (PD-L1) presente nas células
apresentadoras de antigeno, a via PD-1 promove a supressao da ativacdo dos linfocitos T. O
tratamento com anticorpos anti-PD-1 ou anti-PD-L1, como nivolumab ou pembrolizumab,
interrompe esse mecanismo inibitdrio, promovendo a atividade antitumoral dos linfocitos T
(Michielin et al., 2020; Seth et al., 2020; Curti; Faries, 2021).

A combinacdo de procedimentos cirlrgicos e terapias parece ser a abordagem

fundamental para aprimorar os desfechos a longo prazo em pacientes com melanoma. Nesse
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contexto, ganha destaque a utilizacdo de associagdo de opg¢des terapéuticas j& em uso na
pratica clinica com a exploracdo de novos alvos terapéuticos para o melanoma maligno, com
o proposito de oferecer tratamentos mais eficazes € com menor incidéncia de efeitos adversos
(Domingues et al., 2018; Leonardi et al., 2020). Dentre esses alvos terapéuticos, os produtos
naturais vem ganhando bastante notoriedade com cada vez mais pesquisas sendo feitas

relacionando suas atividades biologicas.

1.3 Produtos Naturais

A humanidade tem utilizado a natureza como fonte de substincias para tratar
enfermidades ha incontdveis anos. Ao longo de muitos séculos, as plantas medicinais tém
oferecido diversos compostos biologicamente ativos, sendo amplamente usadas tanto em sua
forma original quanto sob a forma de compostos purificados para tratar uma variedade de
doengas. Entre as muitas propriedades terapéuticas ja relatadas, incluem-se atividades
antitumorais, hipoglicemiantes, antioxidantes, antifingicas e anti-inflamatdrias. Além das
atividades biologicas relatadas, esses produtos tém sido relatados como seguros para consumo
humano (Kalaivanan; Chandrasekaran; Venkatesalu, 2013; Valente et al., 2013). Até hoje, os
produtos naturais continuam a exercer um impacto inegavel na saide humana. A maior parte
dos medicamentos usados na pratica clinica tem alguma relagdo com produtos naturais, seja
por meio do uso direto do composto ou da incorporacdo de estruturas derivadas de compostos
naturais bioativos. Além das plantas, outros grupos de organismos tém importancia como
fontes de produtos naturais com atividade biologica, incluindo bactérias, fungos, algas e
animais marinhos (Newman & Cragg, 2020).

Os esforgos para isolar novos compostos naturais resultaram na descoberta de uma
série de medicamentos anticancer. Estima-se que, entre 1981 e 2019, cerca de 25% de todos
os novos medicamentos anticancer aprovados estavam relacionados a produtos naturais
(Newman & Cragg, 2020; Huang et al, 2018). Apesar dessas conquistas, o desenvolvimento
de produtos naturais bioativos em medicamentos ainda ¢ um desafio, em parte devido as
dificuldades no isolamento em larga escala, na compreensao de seus mecanismos de a¢do e no
desenvolvimento farmacéutico.

Recentemente, devido ao crescimento rapido do conhecimento em terapia contra o
cancer e ao surgimento de tecnologias inovadoras, tornou-se possivel superar essas barreiras,
melhorar a eficiéncia na descoberta de medicamentos, identificar os alvos diretos dos

produtos naturais ¢ compreender os efeitos farmacoldgicos complexos que eles podem ter.
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Esses avancos estdo lancando os fundamentos para uma revitalizagcdo na pesquisa de produtos
naturais e na descoberta de medicamentos anticancer (Huang et al, 2021).

Vérios compostos amplamente utilizados contra o cancer tém origem em fontes
naturais, como irinotecano, vincristina, etoposideo e paclitaxel derivados de plantas,
actinomicina D e mitomicina C derivados de bactérias, bem como a bleomicina derivada de
Streptomyces verticillus. Alguns desses compostos ainda sdo a base da terapia contra o cancer
e continuardo desempenhando um papel fundamental nos tratamentos. Entre eles, a
camptotecina e o paclitaxel sdo, sem duvida, os dois exemplos mais bem-sucedidos, ambos

identificados entre as décadas de 1950 e 1960 (Wall et al, 1995; Wall et al, 1998).

1.4 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

No contexto dos produtos naturais, podemos destacar os polissacarideos sulfatados
(PS). PS sdo polimeros naturais constituidos por unidades repetidas de agucares carregados
negativamente, principalmente devido a presenga de radicais sulfatados. Eles podem ser
encontrados em invertebrados marinhos como polissacarideos simples, com estrutura linear
formada por unidades oligossacaridicas repetitivas, ou como um grupo de compostos de
estrutura semelhante aos glicosaminoglicanos presentes nos tecidos de mamiferos, mas com
diferengas relacionadas a presenga de ramificagdes e padrdes de sulfatacdo distintos (Alves et
al., 1997; Aquino et al., 2005).

Os polissacarideos sulfatados tém sido estudados por seus diversos efeitos biologicos,
como atividades antitumorais e imunomoduladoras (Deng et al, 2020). Assim, sdo
considerados importantes moduladores da resposta biologica (MRB) capazes de ativar o

sistema imune inato e adquirido do hospedeiro (Hou et al, 2020).

1.5 Fucoidanas modificadoras da resposta biolégica

Fucoidanas sdo polissacarideos naturais contendo L-fucose e grupos éster de sulfato.
Também chamados de homofucanos, sao constituintes de algas pardas e alguns invertebrados
marinhos (como ourigos-do-mar e pepinos-do-mar) (Chizhov et al, 1999). As fucoidanas
foram pela primeira vez extraidas da matriz de muco extracelular de algas pardas da classe

Phaeophycceae, especificamente das espécies Fucus vesiculosus, Asophyllum nodosum,
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Laminaria digiata e Laminaria saccharina, em 1913, pelo professor sueco Hareld Kylin na
Universidade de Uppsala (Hsu et al, 2019; Michel et al, 2010). Inicialmente, o termo
fucoidana era utilizado de maneira geral para se referir a diversos polissacarideos sulfatados
de alto peso molecular derivados das paredes celulares fibrilares e matrizes mucosas de
diferentes espécies de algas pardas (Berteau & Mulloy, 2003). Até pouco tempo, a
nomenclatura da fucoidana pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) era
baseada na estrutura genérica da fucana sulfatada - um polissacarideo com uma estrutura de
base composta por residuos sulfatados de L-fucose, sendo que a estrutura principal consistia
em pelo menos 10 monossacarideos (Deniaud-Bouet et al, 2017). Assim, os termos fucoidana,
fucoidanas ¢ fucanas sulfatados eram utilizados de forma intercambiavel na literatura,
diferenciando-se das fucanas e fucosanas. Recentemente, em 2017, a definicdo do termo
fucoidana(s) de algas pardas foi revista, passando a se referir claramente a heteropolimeros
com espinhas dorsais mais diversificadas (Deniaud-Bouet et al, 2017).

As atividades biologicas desses heteropolissacarideos diferem dependendo da espécie
de alga marinha e das condi¢des ambientais de crescimento. Existem aproximadamente 250
géneros e 1500-2000 espécies de algas pardas, e a composi¢do quimica, estrutura das
fucoidanas e bioatividade variam de espécie para espécie (Ponce & Startz, 2020). Extratos de
fucoidanos de varias espécies de algas pardas consistem em diferentes quantidades de
composi¢des de monossacarideos, incluindo fucose, manose, galactose, glicose e xilose
(Obluchinskaya et al, 2022). Os métodos de extragdo também sdo fatores importantes que
afetam a composi¢do estrutural e as propriedades bioativas das fucoidanas, tanto dentro
quanto entre as espécies de algas pardas. Todos esses fatores mencionados contribuem para a
dificuldade em determinar o tipo de fucoidana e a dose eficaz de uma fucoidana especifica
para uso em estudos pré-clinicos e clinico (Zhao et al, 2018; Wang et al, 2010; Ale et al,
2011b; Holtkamp et al, 2009).

As fucoidanas possuem propriedades antitumorais e efeitos imunoestimulantes com
baixa toxicidade tanto em modelos animais quanto em seres humanos, além de propriedades
anti-inflamatorias e outras propriedades farmacologicas (Lin et al, 2020; Apostolova et al,
2020; Kiselevskiy et al, 2022). Esses polissacarideos sdo fortes agonistas do receptor do tipo
Toll-4 (TLR4), o que induz a ativagdo de células dendriticas em seres humanos. Portanto, as
fucoidanas podem ser candidatos desejaveis para uso na imunoterapia contra o cancer (Park et
al, 2020a). Embora as fucoidanas sejam candidatos promissores no tratamento do cancer, sua
eficacia dependerd em grande parte do tipo de espécie e dos métodos de extragdo dos

compostos de fucoidana. Algumas Fucoidanas usados como adjuvantes t€ém demonstrado



23

aumentar a eficacia dos inibidores de checkpoints imunolégicos (ICIs) no tratamento de
melanoma Yang et al, 2021; McGowan et al, 2020; Park et al, 2020a; Park et al, 2020b) e
cancer de pulmao metastatico (Zhang et al, 2021). Além disso, quando usados em combinagdo
com outros medicamentos de imunoterapia contra o cancer, t€ém avangado significativamente
no campo do tratamento do cancer. Em estudos clinicos, fucoidana derivada da alga Undaria
pinnatifida, administrada em conjunto com 20 mg de tamoxifeno para tratar pacientes com
cancer de mama, demonstrou aumento na eficacia do tratamento e ndo foram detectados
efeitos adversos (ACTRNI12615000673549) (Tocaciu et al, 2018), sugerindo que as
fucoidanas podem ser administrados em conjunto com outros medicamentos terapéuticos
hormonais e atuar como adjuvantes eficazes. Contudo, os mecanismos do efeito

imunomodulador de fucoidanas sado elusivos e ainda nao foram totalmente elucidados.

1.6 Justificativa e Relevancia

Levando em consideracdo o uso desses produtos naturais como alvos terapéuticos, a
combinagdo de polissacarideos nos regimes de quimioterapia pode atenuar os efeitos toxicos
causados por ela, como evidenciado em experimentos realizados em modelos in vivo (Sousa
et al., 2007; Singh et al., 2016). Atualmente, trés polissacarideos - PSK ou Krestina, lentinana
e esquizofilana - derivados de fungos terrestres, tém sido aprovados para uso em terapias
contra neoplasias em conjunto com agentes quimioterapicos ja utilizados na pratica clinica na
Asia (Sun et al., 2012; Namikawa et al., 2015). Wang e colaboradores (2018) mostraram que,
em pacientes com cancer de pulmao de ndo pequenas células (NSCLC), lentinana aumentou
significativamente o nimero de células CD3 * CD56 © NKT, supraregulagdo de subconjunto
de células CD4 * e CD8 ", aumentou os niveis de IFN-y, TNF-a ¢ IL-12, e diminuiu os niveis
de IL-10 e TGF-B1 em pacientes com NSCLC. Os estudos mostram que a lentinana pode nao
somente aumentar a funcdo imune celular e promover efeito antitumoral com a imunoterapia
combinada, mas igualmente inibir a expansao de Tregs. A imunoterapia em associagdo com a
lentinana ¢ uma estratégia antitumoral promissora que promove a proliferacdo de células T
citotoxica e aumenta as quimiocinas/citocinas pro-inflamatorias. Ao mesmo tempo, a
propor¢io de CD4°CD25'Tregs em pacientes com NSCLC tratados com lentinana foi
reduzida, resultando na transformac¢do do estado de Th2 para Thl. Com isso, um efeito
sinérgico da imunoterapia com lentinana e anticorpos monoclonais pode ser promissor. O

polissacarideo K (PSK) ¢ um polissacarideo ligado a proteinas que ¢ extraido do micélio de
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Coriolus versicolor estirpe CM-101, um dos Basidiomycetes (Kobayashi et al, 1995). Embora
os mecanismos de acao dos efeitos da administracdo de PSK ndo tenham sido elucidados, dois
possiveis mecanismos sdo especulados. A primeira possibilidade ¢ que a diminui¢ao das
células NK seja mais rapida com a administragao de PSK, porque o PSK alivia a leucopenia
induzida por quimioterapia em ratinhos (Mell et al, 2008). A segunda possibilidade ¢ que a
administracdo de PSK promova a proliferacdo de células NK, compensando a diminui¢do do
numero de células NK, com base nos achados que o PSK mostrou in vitro acdo mitogénica
contra células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis Ohno et al, 1976.
O PSK promoveu a proliferacao de células T esplénicas de camundongos (Hirai et al, 1993) e
linhagem celular NK humana (Jiménez-Medina), ¢ o PSK promoveu a producdo de
interleucina IL-2 e aumentou a expressao do receptor IL-2 em linfécitos humanos normais
(Yamaguch et al, 2004). Esquizofilana ¢ obtida de Schizophyllum. Este produto ¢ utilizado no
tratamento do cancer de estdmago e pescoco (Griindemann et al, 2020). Além disso, ¢
administrado durante a radioterapia devido as suas propriedades radioprotetoras. A
esquizofilana restaura a mitose das células da medula 6ssea anteriormente suprimidas pela
radiagdo gama (Gd; Gordon, 2001; Liu et al.,2017). Esses estudos demonstram como esses
compostos podem auxiliar na minimizagdo da toxicidade e dos efeitos colaterais, e até mesmo
melhorar a eficacia dos tratamentos quimioterapicos.

No entanto, apesar desses avangos, ainda ha escassez de estudos pré-clinicos e clinicos
que explorem os polissacarideos como adjuvantes. A despeito de sua grande promessa, em
relacdo ao PS, ainda ndo se tém exemplos no Brasil, provenientes de fontes marinhas, em
estudos clinicos avangados voltados para o tratamento do cancer. As fucoidanas também
podem atuar como agentes antiangiogénicos (Senthilkumar et al., 2013), estimulantes
imunoldgicos em células dendriticas, células NK (células assassinas naturais) e macréfagos,
sendo capazes, portanto, de aumentar a imunidade anticancerigena através da ativagcdo dessas
células do sistema imunoldgico, estimulando a producao de citocinas antitumorais (Ale et al.,
2011a; Azuma et al., 2012).

Além disso, o interesse por estudos que focam nos macrofagos associados ao tumor
como alvos para terapias anticancerigenas e relacionados ao sistema imune tem crescido
significativamente nos ultimos anos (Figura 5). Isso se deve a um melhor entendimento e
reconhecimento da relevancia do microambiente tumoral, o que tem levado a descoberta de

novas estratégias no combate ao cancer.
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5 - Numero de publica¢des sobre macroéfagos associados ao tumor como alvos na
terapéutica antitumoral relacionados ao sistema imune desde a década de 1980 até
2023.
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Fonte: Resultados da busca no “PubMed” utilizando as palavras-chave: "TAM
antitumoral target immune” no dia 18/08/2023.

A descoberta de novos compostos com propriedades antitumorais tem sido um grande
desafio (Cao et al, 2014; Cui et al, 2018). Aproximadamente 1/3 dos farmacos utilizados
atualmente no tratamento do cancer ¢ derivado de produtos naturais, incluindo fontes
marinhas (Liu et al, 2017). Das 175 moléculas que foram aprovadas para o tratamento do
cancer nos ultimos anos, 49% sdo provenientes de compostos naturais ou diretamente
derivadas delas, onde podemos destacar os polissacarideos sulfatados com consideravel
potencial na terapia contra o cancer (Fang et al, 2015; Ferreira et al, 2015). Diversos
quimioterapicos que ja estdo na clinica sdo inespecificos e apresentam diversos efeitos toxicos
em células normais, e em especial em células do sistema imune (Shemami et al, 2018). Além
disso, 0 uso desses compostos causa diversos efeitos colaterais importantes € uma resisténcia
multidrogas do tumor limitando e/ou reduzindo a resposta do paciente ao tratamento (Leiro et

al, 2007).

Nesse contexto, a busca por moléculas com efeitos seletivos sobre as células tumorais
e que reduzam efeitos colaterais de quimioterdpicos ¢ uma promissora estratégia para o
desenvolvimento de novos compostos para o tratamento do cancer (Borazjani et al, 2018).
Tendo em vista isso, os PS provenientes de organismos marinhos, também tém destaque na

pesquisa para o tratamento do cancer (Bahramzadeh et al, 2019; Kohchi et al, 2009).
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Indiretamente, PS podem promover a morte de células tumorais ou inibi¢do de seu
crescimento através da estimulagdo de células do sistema imune, como macrofagos e células
natural killers (Chen et al, 2018; Pan et al, 2018). Estudos in vitro mostraram que PS de algas
podem ndo apresentar um efeito antiproliferativo direto sobre as células cancerigenas.
Contudo, ao serem avaliados em modelos de estudo in vivo, os mesmos PS possuiram efeito
antitumoral por meio da estimulagdo do sistema imune. Esses estudos indicaram que o efeito
antitumoral dos PS ocorreu através da estimulacdo de macrofagos ativados capazes de
secretar NO e TNF-a (Assef et al, 2021; Pan et al, 2018). Nesse sentido, PS de fontes naturais
podem atuar como agentes imunoestimulantes, de modo a ativar a resposta imune antitumoral

e eliminar as células cancerigenas do corpo (Soares et al, 2017; Farias et al, 2008).

1.7 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar se os polissacarideos sulfatados de
duas espécies de algas pardas sdo capazes de inibir o crescimento tumoral através da

modulagdo de macrofagos



2 CAPITULO I

POLISSACARIDEOS SULFATOS DA ALGA PARDA DICTYOTA CARIBAEA
MODULAM MACROFAGOS IN VITRO PARA UM FENOTIPO ANTITUMORAL
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2 INTRODUCAO

Entre as células do sistema imunoldgico que constituem o microambiente tumoral
(MAT), os macrofagos (Mfs) desempenham diversos papéis no desenvolvimento do cancer,
podendo apresentar um fenotipo com atividade antitumoral nos estagios iniciais de progressao
e até mesmo outro fenoétipo capaz de promover tumores em cancer estabelecido (Noy e
Pollard, 2014). Os Mfs sdo as células mais versateis e, ainda assim, relativamente pouco
compreendidas no sistema imunologico. Em sua funcdo imunologica benéfica, auxiliam na
manutencdo da homeostase dos tecidos e 6rgdos e desempenham um papel ativo na
cicatrizagdo de feridas, imunidade inata e adaptativa. No entanto, também podem ser
prejudiciais ao promover inflamacdo, doencas vasculares, autoimunidade e metéstases
tumorais (Kloc et al., 2017). Os Mfs podem polarizar para um fendtipo inflamatério (M1,
ativacdo classica) com atividades bactericidas e antitumorais, bem como remodelar tecidos e
promover cicatrizacdo (M2, ativagdo alternativa), estando ainda associados a tumores (TAM,
do inglés tumor asssociated macrophages) (Mantovani; Vecchi; Allavena, 2014).

Quando expostos a sinais derivados de microrganismos, tecidos danificados e
linfécitos ativados, ou até mesmo certos xenobiodticos, os Mfs sdo reprogramados
funcionalmente para exibir uma variedade de fenotipos distintos. Em uma tentativa de emular
o paradigma Th1/Th2 dos linfocitos, os macrofagos passam por dois estados de ativagdo
distintos. O IFN-y, sozinho ou em combinacdo com estimulos microbianos como
lipopolissacarideos (LPS) de membrana externa de bactérias gram-negativas, ou citocinas
como fator de necrose tumoral (TNF) e fator estimulante do crescimento de granuldcitos-
macrofagos (GM-CSF), induzem os macrofagos ao estado M1, também conhecido como
ativado de forma cléssica. Isso leva a secrecdo de 6xido nitrico (NO) e citocinas pro-
inflamatorias, como IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-0, em quantidades elevadas, além de
marcadores de superficie como 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), proteinas de membrana
como CD86, CD169 e MHC-II expressas em células apresentadoras de antigenos. Por outro
lado, a ativagdo alternativa ¢ desencadeada por citocinas como IL-4 e IL-13, que levam a
polarizacdo dos Mfs para o estado M2, também chamado de alternativamente ativado (Figura
6). Isso resulta na produgdo de citocinas como IL-10, TGF- e IL-1ra, juntamente com a
expressao de marcadores de superficie como o receptor de manose (CD206), o receptor de
varredura (SR) e a arginase-1 (Arg-1, expressa em murinos) (Yao et al, 2019).

Os Mfs M1 estdo envolvidos como células indutoras e efetoras nas respostas

imunes mediadas por Thl e desempenham um papel efetivo na resisténcia contra tumores e
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parasitas intracelulares. Por outro lado, os Mfs M2 atuam como apresentadores de antigenos
deficientes, suprimem a imunidade adaptativa mediada por Thl, removem ativamente detritos
celulares, contribuem para a atenuagdo da inflamacao, favorecem a cicatrizacdo de feridas,
angiogénese e remodelacao tecidual, e acompanham a progressao tumoral (Mantovani; Vecchi;
Allavena, 2014; Martinez; Gordon, 2014).

A linhagem celular RAW 264.7 ¢ um modelo de macrofagos geneticamente
transformados apo6s inje¢do do virus da leucemia murina de Abelson (A-MuLV) em
camundongos machos (Raschke et al, 1978). Este modelo ¢ excelente para investigar
compostos anti-inflamatdrias in vitro e avaliar inibidores de vias de sinalizacdo que levam a

inducdo de citocinas pré-inflamatorias (Bonnardel & Guilliams, 2018).

Figura 6 — Diferentes estimulos levam uma polariza¢do dos macroéfagos para o perfil M1 ou M2
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Fonte: Adaptado de Yao et al, 2019

No contexto da prospeccdo de compostos modificadores da resposta bioldgica, os produtos
naturais de origem marinha vém ganhando destaque nos ultimos anos. A extensa costa
brasileira, com aproximadamente 8000 km, apresenta uma diversidade bioldgica ainda pouco
explorada em termos biotecnologicos. Os estudos realizados no ambiente marinho do litoral
brasileiro vém revelando uma variedade de compostos quimicos como: alcaloides, peptideos e
policetideos que apresentam atividades anticancerigenas (Berlinck et al., 2017). Por isso, a
busca por novas substancias de origem marinha pode favorecer a descoberta de um elevado

numero de compostos bioativos. A pesquisa de produtos naturais que possuam tais atividades
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tem se tornado de grande relevancia para o conhecimento, dada a urgente necessidade de
descobrir novos farmacos com eficacia terap€utica contra agentes infecciosos (Tan et al.,
2018). Dentre esses produtos naturais marinhos, os polissacarideos de algas apresentam
diversas atividades bioldgicas relevantes. A composicao e a estrutura dos monossacarideos
das fucoidanas presentes em algas pardas, variam de acordo com a espécie da alga, os
métodos de isolamento e purificacdo dos polissacarideos, bem como o periodo de coleta das
algas (Skriptsova et al., 2010). Estudos prévios destacaram que a atividade biologica das
fucoidanas ¢ grandemente influenciada pela presenca de grupos sulfato (Haroun-Bouhedja et
al., 2000), pelo peso molecular (YANG et al., 2008), pela composi¢cdo monossacaridica e pela
estrutura da cadeia principal das fucoidanas (PATANKAR et al., 1993). Como resultado, as
fucoidanas de baixo peso molecular (> 2000 Da), especialmente aquelas que contém residuos
de fucose e uma alta densidade de grupos sulfato, exibem maior atividade antitumoral em
comparagdo com os heterofucanos de alto peso molecular e com baixa sulfatagdo (Cole &
Jayson, 2008; Koyanagi et al., 2003).

A atividade antitumoral das fucoidanas esta relacionada a intervencdo nos estagios de
iniciagdo, desenvolvimento e progressao do tumor, bem como a modulagdo de diversos
mecanismos, incluindo proliferagdo celular, diferenciagcdo, apoptose, angiogénese e metéstase
(Aisa et al., 2005; HYUN et al., 2009).

Em nossos estudos anteriores, demonstramos que a fucoidana da alga parda Dictyota
caribaea (Dc-SP) exibiu uma inibicdo de 51% no tumor sarcoma-180. No entanto, nao
induziu citotoxicidade em células tumorais in vitro. Além disso, Dc-SP ndo apresentou efeitos
toxicos em oOrgaos como rins e figado de camundongos. No entanto, o peso do bagco aumentou
junto com uma desorganizagdo da polpa branca, sugerindo que o efeito antitumoral observado
pode estar relacionado a um efeito imunomodulador da Dc-SP (Assef et al, 2021). Além disso,
trabalhos anteriores também demonstraram que o meio condicionado de RAW 264.7 ativado
com Dc-SP foi capaz de induzir alteragdes na morfologia das células B16-F10 in vitro (figura
7), sugerindo um efeito antiproliferativo através da imunomodulagdo de macrofagos (Assef,
2017). Esses dados sugerem que Dc-SP ¢ capaz de inibir crescimento tumoral através de
mecanismos de modulacdo de macréfagos. No presente estudo, avaliamos entdo como a
ativacdo de RAW 264.7 para o fendtipo M1 antitumoral pode estar caracterizada quando

exposta a Dc-SP.
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Figura 7 - Efeito antiproliferativo de meio condicionado de macrofagos estimulados com polissacarideo
sulfatado de Dictyota caribaea contra células de melanoma B16-F10
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Fonte: Adaptado de Assef, 2017.

O meio condicionado (MC) foi obtido do sobrenadante de células RAW264.7 incubadas com solucdo salina
(MC-Salina), lipopolissacarideo de E. coli a 100 ng/mL (MC-LPS), doxorrubicina a 0,6 uM (DOX) e Dc- SP 10,
100 e 250 pg/mL (MC-Dc-SP) por 24h. As células B16-F10 foram entdo incubadas com MC por 48h. A, Efeito
antiproliferativo de Dc-SP contra a linhagem de melanoma metastatico murino (B16-F10) avaliada por ensaio
SRB. B e C, Contagem de células e viabilidade celular de células B16-F10 por citometria de fluxo. D-F,
Morfologia celular analisada por citometria de fluxo, evidenciando células murchas e com alta granulosidade. Os
dados de A-E sdo apresentados como média + DP. As diferengas entre os dados normalizados para a
porcentagem de inibi¢do do crescimento celular do controle negativo versus outros grupos foram determinadas
pela analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Dunnett. *p<0,05. Legenda: S, Encolhimento
celular; G, Granulosidade; N, Morfologia normal das células. Os resultados s@o representativos de dois
experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.



32

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar os macroéfagos murinos RAW 264.7 ativados por polissacarideos

sulfatados da alga parda Dictyota caribaea in vitro

3.2 Especificos

e Avaliar a ativacao da linhagem de macrofagos murinos (RAW 264.7) in vitro
utilizando polissacarideos de D. caribaea (Dc-SP);

e Caracterizar o fen6tipo dos macréfagos ativados por Dc-SP in vitro;



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Planejamento experimental

33

Espécimes da alga Dictyota caribaea foram coletados na Praia Vermelha (Paraty, RJ)

para obten¢do do extrato bruto e das fracdes de polissacarideos sulfatados através de

precipitacdo de solugdo aquosa com gradiente crescente de concentragdes de etanol.

Inicialmente, foram avaliadas as atividades imunoestimulante, utilizando macréfagos murino

RAW 264.7. Posteriormente, foram realizados ensaios para caracterizacdo dos macrofagos

ativados por Dc-SP in vitro. A figura 8 resume de forma esquematica o fluxo de trabalho

adotado neste estudo.

Figura 8 - Planejamento experimental do trabalho.
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Legenda: PS — polissacarideo sulfatado; Dc-SP — polissacarideo sulfatado de Dictyota caribaea; NO —

oxido nitrico.
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4.2 Isolamento de polissacarideo sulfatado de Dictyota caribaea (Dc-SP)

A alga marinha, Dictyota caribaea (Figura 9), foi coletada na praia Vermelha
(23°11°46.0” S e 44°38°38.0” W), Paraty, Rio de Janeiro, Brasil (Figura 10), separada de
epifitas e de outras espécies, lavada com agua destilada, seco ao ar, pulverizado e armazenado
a -20°C. Espécimes testemunho (RFA 38779) foram depositados no Herbario da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil (Simas et al, 2014). O uso de D. caribaea foi registrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o nimero #AC2D331. A Dc-SP foi obtida por meio de digestdo proteolitica
usando papaina incubada a 60°C por 12h e o polissacarideo sulfatado foi precipitado na
presenga de etanol (em concentragdes finais de 9%) para obter a fragdo nomeada de Dc-SP. O
pico obtido em DEAE-celulose (Dc-SP) foi aplicado a um High Q-HPLC nas mesmas
condi¢des de equilibrio, eluicdo, coleta e fracdo verificada conforme descrito anteriormente
(Assef et al, 2021).

Os polissacarideos sulfatados foram enviados para o Laboratdrio de Bioprospecgdo e
Biotecnologia Marinha do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM)

da Universidade Federal do Ceara.

Figura 9 - Imagem da alga Dictyota caribaea

Fonte: http://www.boldsystems.org
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Figura 10 — Imagem do sitio de coleta da alga
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4.3 Linhagens celulares, procedimentos de cultura celular e tratamentos

RAW 264.7, uma linhagem de Mfs murinos (Figura 11), e uma linhagem de melanoma
murino B16-F10 foram utilizadas neste trabalho (Figura 12). As células foram obtidas do
banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) complementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB) e 1% de antibidticos (para uma concentragdo final de 100 U/mL penicillina e
100 g/mL estreptomicina).

Os ensaios de ativagao de Mfs foram conduzidos com células RAW 264.7 plaqueadas
em placas de 48 pocos na concentragdo de 1,5 x 10° células/mL (7,5 x 10%pogo) e incubadas
por 24h com: Solugdo Salina 0,9% (como controle negativo), lipopolissacarideo de

Escherichia coli a 100 ng/mL (LPS) como controle positivo ou Dc- SP a 10, 100 e 250 pg/mL.
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Figura 11 — Fotomicrografia da linhagem de melanoma murino B16-F10

Fonte: Arquivo pessoal da autora. Aumento: 400x

Figura 12 — Fotomicrografia da linhagem RAW 264.7
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4.4 Avaliacido da ativacio de macrofagos para fenotipo M1

4.4.1 Dosagem de nitrito

O teste de Griess ¢ um método colorimétrico que permite a quantificacdo indireta de
oxido nitrico (NO) a partir da deteccdo de nitrito em solucdo descrito por Green e
colaboradores (1981). Na reacdo o ion nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido
formando um sal de diazénio que reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil)
etilenodiamina (NED) formando um diazo composto, conforme apresentado na Figura 13, de

coloracdo magenta que apresenta um maximo de absor¢ao em torno de 540nm (Ramos, 2006).

Figura 13 - Reagdo de Griess
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Fonte: Adaptado de RAMOS, 2006

4.4.1.1 Procedimentos

Para a realizagdo desse ensaio, os macrofagos murinos RAW 264.7 foram plaqueados
24h antes da adi¢do da amostra teste em placas de 48 pocos na concentragdo de 1,5 x 10°
células/mL (7,5 x 10*/poco).

As amostras de Dc-SP foram testadas nas concentragdes de 10, 100 e 250 pg/mL e o
LPS (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo deste experimento. A solug¢do salina

0,9% foi utilizada como veiculo para dissolugdao dos PS e por isso também foi utilizada como
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controle negativo do experimento. Todas as amostras foram incubadas com os tratamentos por
24h. Em seguida uma aliquota de 50 pl dos sobrenadantes dos macrofagos foi adicionada a 50
pl do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em &cido acético 30% / N-(-1-nafitil)-
etilenodiamina 0,1 % em d4cido acético 60%] em ambiente escuro por um periodo de 5-10
minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 560 nm. A concentragao de nitrito
(uM) foi determinada a partir de uma curva-padrao utilizando solugdo de NaNO> a uma
concentracao inicial de 200 uM seguida de dilui¢des seriadas com fator de diluigdo igual a 2,

com a menor concentracao sendo 1,56 uM.

4.4.1.2 Analise estatistica

A partir da curva-padrdo do nitrito no ensaio de Griess foi utilizada regressdo linear
para determinar as concentracdes de NO; em cada amostra. As concentracdes de NO»
encontradas foram analisadas por meio de interpolacdo dos valores e seguida de Analise de
Variancia (ANOVA) com pos teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism 8
(*p<0,05).

4.4.2 Dosagem de citocinas

Para detectar e quantificar as citocinas TNF-a, IL-1p e IL-10 nos sobrenadantes de
macrofagos estimulados por Dc-SP (100 e 250 pg/mL), LPS (100 ng/mL) e salina foi
utilizado o ensaio imunoenzimdtico ELISA. Nesse ensaio um anticorpo reconhece um
antigeno para o qual € especifico e a enzima covalentemente ligada ao anticorpo catalisa uma

reacdo gerando um corante que pode ser detectado por espectrofotometria.

4.4.2.1 Procedimentos

A deteccao das citocinas foi realizada por meio do Kit DuoSet (R&D Systems, EUA).
Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com os anticorpos de
captura para citocinas TNF-a, IL-1p e IL-10 por 16h em temperatura ambiente com 100uL de
anticorpo (1:200) para cada pogo. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com
200pL de tampao de lavagem e bloqueadas com 200uL de BSA 1% por 1 h. Apos o bloqueio,

100puL das amostras ou da curva padrao foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 2 h
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em temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampao de
lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo para TNF-o, IL-1B e IL-10 em
temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por
trés vezes com 200uL de tampao de lavagem e incubadas com 100 uL de estreptavidina em
temperatura ambiente por 20 minutos.

As placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de lavagem. Na etapa
seguinte, 100 pL da solugdo substrato para revelagao foram adicionadas em cada poco e
incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reagcdo enzimatica foi
cessada, adicionando 50 pL solucdo de parada (H2SO4). A absorbancia foi medida a 450nm. O

resultado foi expresso em pg/mL.

4.4.2.2 Analise estatistica

De posse da curva-padrio realizou-se uma regressao linear a fim de se obter a equacao
da reta que permitiu determinar a concentragdo de cada citocina em func¢io da sua absorbancia.
ApOs essas etapas, os valores das concentragdes de citocinas obtidos foram interpolados e
analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Dunnett utilizando
o programa GraphPad Prism (com *p<0,05 indicando diferenca significativa quando

comparado com o controle negativo).

4.4.3 Andlise de marcadores de superficie e intracelular de macréfagos M1 por citometria
de fluxo

A citometria de fluxo € uma ferramenta que permite investigar e classificar diferentes
parametros celulares simultaneamente em milhares células. Desta forma ¢ possivel avaliar
diversas alteracdes e caracteristicas de eventos bioldgicos em células ou outras particulas
microscopicas em estudos de caracterizacao de citotoxicidade. A deteccao de um feixe de luz
que passa pela particula com um minimo de desvio esta relacionada com o tamanho celular,
que se da por dispersdo linear (FSC, do inglés Forward Scatter), enquanto a captacdo de um
desvio ortogonal estd relacionada com a complexidade da célula, em particular sua
granulosidade, que ocorre por dispersao lateral (SSC, do inglés Side Scatter). Além disso, €
capaz de detectar a fluorescéncia emitida por marcadores utilizados, classificando cada célula

com um evento simples (Shapiro, 1995).
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Para visualizagdo dos marcadores de superficie de ativagao de Mfs com fendtipo M1
foram utilizados os anticorpos anti-CD86 conjugados com FITC (11-0862-82) e anti-MHC 11
conjugados com PE (12-5320-82) da Thermo Fisher (Waltham, MA, EUA). Para a
visualizagdo de marcador M1 intracelular iNOS, foi utilizado o anticorpo anti-iNOS

conjugado com Alexa Fluor 488 (53-5920-82).

4.4.3.1 Procedimentos

RAW 264.7 foi obtida através da soltura das células utilizando cell scrapper (raspador
de células). Em seguida, para a marcagdo de superficie, as células foram incubadas com os
anticorpos anti-CD86, anti-MHC II durante 30 minutos a 4°C em tampdao FACS (PBS
suplementado com 4% de FBS) e depois lavadas novamente com tampao FACS. Para a
marcagdo com iNOS, as células foram fixadas com paraformaldeido 1% por 5 minutos e
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Posteriormente, essas células foram
incubadas com anti-iNOS conjugado com Alexa Fluor 488 por 30 minutos a 4 °C em tampao
FACS e lavadas novamente com tampao FACS. Usamos citdmetro de fluxo (modelo
FACSVerse, BD Biosciences, San Jose, EUA) para aquisicdo de dados e software FlowJo
(San Jose, CA, EUA) para a andlise. Dez mil eventos foram adquiridos excluindo debris e
eventos duplos (duplets) para cada tubo. Os valores de intensidade de fluorescéncia mediana
(MFI) da expressao de iNOS, MHC II e de CD86 foram normalizados usando os valores
médios de MFI do controle negativo. Além disso, a porcentagem de células isoladamente ou
duplamente marcadas foi usada para mostrar a populacdo de células que expressam MHC II e

CD86 simultaneamente.

4.4.3.2 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). As
diferengas entre os grupos experimentais foram comparadas por Andlise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de pos-teste de Dunnet (P <0,05) utilizando o programa
Graphpad Prism 8 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dc-SP nas concentragdes de 100 e 250 pg/mL estimulou a produgdo de NO (Figura 14
A) e aumentou a expressdo de iNOS (Figura 15 A-B) em células RAW 264.7. Nakamura e
colaboradores demonstraram que uma fucoidana comercial induziu a produg¢do de NO em
macrofagos RAW 264.7 num intervalo de doses de 25-100 pg/mL (Nakamura et al, 2006). De
maneira similar, Teruya e colaboradores mostraram que uma fucoidana isolada de Laminaria
angustata induziu a producdo de NO em RAW 264.7 num intervalo de doses de 50-400
ng/mL (Teruya et al, 2010). Essas concentragdes sdo maiores do que as utilizadas no presente
trabalho, mostrando que Dc-SP nas doses testadas tem um uma atividade imunoestimulatoria
mais potente em doses que ndo sao tao elevadas como nos trabalhados citados anteriormente.
O oxido nitrico ¢ um radical livre altamente volatil que participa de varios processos
fisiologicos e patoldgicos no corpo, como a regulagdo da pressdo sanguinea, inibicdo da
adesdo de leucoécitos ao endotélio e inducao de apoptose (Moncada et al, 1991; Duque et al,
2014). Tanto a presenca de microrganismos patogénicos quanto certas substancias podem
ativar Mfs, resultando na secrecdo de citocinas que desempenham um papel crucial na
resposta imunologica do hospedeiro (Shapouri-Moghaddam et al, 2018).

Além disso, Dc-SP também aumentou a secrecdo das citocinas TNF-a, IL-1p na
(concentracdo de 100 pg/mL) e IL-10 (Figura 14 B-D), em compara¢do com o grupo controle
negativo. Como ja descrito na literatura, os polissacarideos sulfatados tém potencial
imunomodulatorio na producdo de citocinas (Pérez-Recalde et al, 2014; Tabarsa et al, 2018;
Surayot et al, 2016). TNF-a ¢ secretada principalmente por macrofagos e ¢ um importante
mediador inflamatério. E seletivamente citotoxico para alguns tipos de células tumorais in
vitro e induz multiplas vias intracelulares (Goossens et al, 1995; Vilcek et al, 1991). Estudos
tétm demonstrado que fucanas sdo capazes de modular citocinas ¢ NO, demonstrando o
potencial imunomodulatorio desse polissacarideo (Berteau et al, 2003; Rossol et al, 2011).
Juntos, esses marcadores indicam que as células RAW 264.7 foram polarizadas para um
fenotipo semelhante ao M1, associado a atividades inflamatorias, microbicidas e tumoricidas
(Yao et al, 2019; Wang et al, 2019). O efeito imunomodulador de fucoidanas em Mfs esta
associado a producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-6, IL-1p, bem como a
producdo de oxido nitrico (NO) e iNOS (Deng et al, 2020; Nakamura et al, 2006; Bi et al,
2018; Tabarsa et al, 2020).

Fucanas sulfatadas derivadas de Agarum cribrosum levaram a um aumento notavel na

producao de 6xido nitrico e na regulagcdo da expressao de iNOS e IL-10 devido a ativacao do
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fator nuclear kappa B (NF-kf) em cultura de células da linhagem RAW 264.7 (Cho et al,
2014). Outro estudo mostra aumento na produgdo de NO em células RAW 264.7 de maneira
dose-dependente quando expostas a fucoidana de algas pardas Nizamuddinia zanardinii. Além
disso, essa fucoidana induz uma regulagao positiva do mRNA de iNOS, TNF-a, IL-6 ¢ IL-1
(Tabarsa et al, 2020). Da mesma forma, fucoidana isolada de Laminaria angustata, uma alga
parda, induziu a ativacdo de Mfs para um fenotipo semelhante ao M1, aumentando a produgao
de NO e a sintese e secre¢ao de TNF-a e IL-6 em células RAW 264.7 (Teruya et al, 2010).
Tabarsa e colaboradores mostraram que fucoidanas de Nizamuddinia zanardinii aumentaram a
expressao de iNOS e a producao de NO, além de liberar diversas citocinas pro-inflamatoérias,
como TNF-q, IL-1B, IL-6, ¢ a anti-inflamatdria IL-10 (Tabarsa et al, 2020). A IL-10 produzida
inibiu a superexpressao das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6, exibindo respostas imunoldgicas
(Jiang et al, 2021).

Nossos resultados mostraram um aumento da citocina anti-inflamatéria IL10 nas
concentragdes de Dc-Sp testadas. Os macrofagos M2 sdo divididos em subcategorias M2a,
M2b, M2c e M2d. Estes macrofagos se diferenciam em seus marcadores de superficie celular,
citocinas secretadas e fungdes biologicas (Mantovani, Sica et al. 2004). Os macrofagos M2b
sdo ativados pelo complexo imune, pelos ligantes do receptor do tipo Toll (TLR) e IL-1B e
liberam citocinas pro e anti-inflamatorias, como TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10. Com base nos
perfis de expressdao de citocinas e quimiocinas, os macréfagos M2b regulam a amplitude das
respostas imunes e reagdes inflamatérias (Wang et al, 2018). No entanto, estudos indicaram
que as rotas de indu¢do da polarizagdo desses Mfs e os processos biologicos regulados sdo
sistemas complexos de um espectro em vez de um esquema simplista (Atri et al, 2018)). A
polaridade M1/M2 resulta do metabolismo da arginina através de duas vias antagonicas: os
macrofagos do tipo M1 s@o os produtos da via iNOS, que produz citrulina e NO a partir da
arginina, enquanto os macrofagos do tipo M2 sdo os produtos da via arginase, que produz
ornitina e uréia a partir de arginina (Lampiasi et al, 2016). Nesse contexto, a producdo de
citocina anti-inflamatoria IL-10 nd3o parece estar associada a uma polarizacdo para o
macrofago M2, ja que em conjunto, nossos resultados mostram nao so a produgdo de citocinas
pro-inflamatdrias como também a producdo de NO através da iNOS. Portanto, IL-10 pode
estar atuando para suprimir a hiperativacao das células RAW 264.7, secretando citocinas anti-
inflamatorias, auxiliando assim no equilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatorias em

células RAW 264.7 ativadas por fucoidanas.
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Figura 14 - Polissacarideo sulfatado da alga parda Dictyota caribaea induz macréfagos para um fenétipo M1
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Células RAW264.7 foram expostas a solucdo salina como controle negativo, lipopolissacarideo de E. coli a 100
ng/mL (LPS) como controle positivo e concentragdes crescentes de polissacarideos sulfatados de D. caribaea
(Dc-SP) por 24h. A, os niveis de nitrito produzidos por Mfs (linha celular RAW264.7) foram avaliados pelo
ensaio de Griess, enquanto B-D mostram os niveis de IL-B, TNF-a e IL-10, respectivamente, avaliados por
ELISA. Os dados sdo apresentados como média = DP. As diferengas entre o controle negativo e os outros grupos
foram determinadas pela analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Dunnett. *p<0,05 quando
comparado com o controle negativo. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes, cada
um realizado em triplicata.

Dc-SP aumentou a expressdo do MHC II e do CD86 na superficie das células RAW
264.7 (Fig. 17C-H). A expressao de CD86 aumentou em 1,6 vezes e cerca de 4,5 vezes para o
MHC II em comparagdo com o grupo salina (p < 0,05). O CD86 ¢ uma molécula
coestimuladora considerada um marcador para o fenétipo M1 (Shapouri-Moghaddam et al,
2018; Wang et al, 2019). Além disso, Mfs apresentam antigenos as células T auxiliares por
meio do CD86 e MHC II, regulando respostas imunes inatas e adaptativas na presenca de
patdgenos ou substincias ativadoras (Zhang et al, 2014). A regulagdo positiva do MHC II esta
relacionada a apresentagdo de antigenos e a ativagdo das células T, além de estar envolvida na
interacdo entre as cé€lulas T e as células apresentadoras de antigenos, como Mfs, para
atividades antitumorais (Kim et al, 2004; Meng et al, 2014).

A fucoidana extraida de Laminaria japonica induziu a liberagdo de NO, IL-6 e TNF-a
em cé¢lulas RAW 264.7. Além disso, esse mesmo polissacarideo aumentou a porcentagem de

células CD86" (marcador para macrofagos semelhantes a M1), enquanto a porcentagem de
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células CD206" (marcadores de macrofagos associados ao tumor semelhante a M2) diminuiu
apods a incubacdo com RAW 264.7 ou monocitos derivados de medula 6ssea de camundongo
(BMDMs) (Deng et al, 2022). Um estudo demonstrou que o Complexo Polissacarideo-
Proteina de Lycium barbarum, uma espécie de planta originaria das regides da Asia, foi capaz
de ativar Mfs, induzindo a expressdo de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e
CD40, além de aumentar a produgdo de MHC II e citocinas TNF-a, IL-1f em Mfs RAW
264.7 (Chen et al, 2009). Um polissacarideo de Tinospora cordifolia, uma planta medicinal
amplamente utilizada na medicina tradicional da India e de outras regides do Sul da Asia,
ativou Mfs através da via cldssica de maneira dependente de TLR4-MyD8S8, levando a
produgdo de marcadores M1, como 6xido nitrico (NO), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-B, IL-6, IL-12, IL-10 e IFN-y, bem como
marcadores de superficie de Mfs ativados, como CD86 e MHC II [41]. A ativacdo M1 ¢
vantajosa para o hospedeiro, uma vez que citocinas como IFN-y, IL-1p e IL-6 produzidas por
Mfs exibem uma resposta antitumoral. Por outro lado, as TAMs com um fen6tipo M2 muitas
vezes estdo associadas a efeitos pro-tumorais, como crescimento tumoral, metastase e
angiogénese (Zhou et al, 2010; Alfano et al, 2013).

Em conjunto, nossos resultados sugerem que Dc-SP ¢ um agente imunomodulador
promissor ao modular Mfs para um fendtipo M1. Além disso, Dc-SP exerce inibicao
antitumoral in vivo e pode modular o MAT através da atividade dos Mfs (Assef et al, 2021).
Além disso, estudos anteriores demonstraram a atividade antiproliferativa de meio
condicionado de RAW 264.7 ativados com Dc-SP em linhagem de melanoma B16-F10, como

J4 mostrado na figura 7 (Assef, 2017)

Figura 15 - Polissacarideo sulfatado da alga parda Dictyota caribaea induz a expressdo de marcadores de
superficie e intracelular
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A expressdo de iNOS, CD86 ¢ MHC II foi avaliada em células RAW264.7 por citometria de fluxo. Células
RAW264.7 foram incubadas por 24h com solug¢fo salina (como controle negativo), lipopolissacarideo de E. coli
a 100 ng/mL (LPS) como controle positivo e Dc-SP a 250 pg/mL. Os histogramas de citometria de fluxo sdo
representados em A, C e E. Os dados de intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) s@o representados em B, D
e F, como valores normalizados. A porcentagem de células CD86+/MHC II+ esta representada em G e H. Os
experimentos de citometria de fluxo adquiriram dez mil eventos, excluindo detritos e dupletos. Células ndo
coradas (UnM) foram usadas como referéncia para anticorpo basal de fundo. Os dados de B, D, F e H sdo
apresentados como média + DP. As diferencas médias entre o controle negativo versus outros grupos foram
comparadas por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo poés-teste de Dunnett. Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.

Nos trabalhos anteriores realizados pelo grupo, Dc-SP ndo apresentou citotoxicidade
contra as células de melanoma murino B16-F10, no entanto, as amostras de MC apresentaram
inibi¢do do crescimento das células tumorais B16-F10 (Figura 7A). Uma diminui¢do no
numero de células pode ser observada nas concentragdes de 100 e 250 pg/mL de MC de Mfs
ativados por Dc-SP quando comparadas ao grupo controle salina (Figura 7B), sugerindo que o
MC de Dc-SP favorece a inibicdo da proliferagio do melanoma murino B16-F10. A

Doxorrubicina (DOX) a uma concentragao 0,6 uM também reduziu a contagem de células.
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No entanto, como mostrado na Figura 7C, ndo foram encontradas alteracdes na integridade da
membrana das células incubadas com MC, indicando que a amostra ndo causou danos a
membrana celular. Apenas a DOX alterou a porcentagem de células com membranas intactas.
Além disso, a analise morfoldogica mostrou aumento nas populacdes com encolhimento
celular e células com alta granulosidade (Figura 7D-F).

Engstrom e colegas demonstraram que o MC de Mfs humanos polarizados para um
fendtipo M1 apos exposi¢ao ao LPS e interferon-gama (IFN- y) inibe a proliferacao de
linhagens de adenocarcinoma colorretal (Engstrom et al, 2014). J& o MC de RAW 264.7
polarizadas para fendtipo semelhante ao M1 com fucoidana de L. japonica reduziu
significativamente a viabilidade celular de duas linhagens de células tumorais (HCT116 ¢
RKO) em cerca de 40% (Deng et al, 2022). Da mesma forma, fucoidana de Cladosiphon
okamuranus nao inibiu o crescimento de células de sarcoma 180 in vitro. No entanto, quando
co-cultivadas com RAW 264.7 em contato com essas fucoidanas, observou-se a inibi¢ao do
crescimento celular tumoral. Esse efeito foi atribuido a liberacdo de NO por RAW 264.7 como
um marcador para o fenotipo M1 (Takeda et al, 2012).

Nossa abordagem nao pode relacionar o efeito do NO, uma vez que nds utilizamos o
meio condicionado, que ja converteu o0 NO em nitrito € ndo esta ativo posteriormente. Além
disso, devido ao reconhecido efeito citotoxico da familia TNEF, testamos a atividade
antiproliferativa de TNF-a para avaliar seu papel na inibigdo de B16-F10 pelo MC de células
RAW 264.7 (dados ndo mostrados). Contudo, o TNF-a ndo inibiu o crescimento das células
B16-F10 apo6s 48 horas de tratamento utilizando as mesmas concentragdes encontradas nas
amostras de MC no ensaio de ELISA. Portanto, outros mediadores produzidos por Mfs devem
estar relacionados a inibigao do crescimento celular B16-F10.

A apoptose ¢ um dos principais mecanismos pelos quais os agentes quimioterapicos
anticancerigenos matam as células. Marcadores de DNA de alto peso molecular hidrofilico,
como o iodeto de propidio, ndo conseguem penetrar em células intactas devido ao seu
tamanho e nao rotulam células apoptdticas, a menos que elas apresentem mudangas na
permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nas fases tardias da apoptose (Povea-
Cabello et al, 2017). O encolhimento celular devido a desidratacdo pode ser detectado nas
fases iniciais da apoptose como uma diminui¢do na intensidade do sinal de dispersdo de luz
para a frente (FSC) (Ormerod et al, 1995; Swat et al, 1991). Algumas fucanas apresentam
atividade antiproliferativa por meio de varios mecanismos, como indu¢do de parada no ciclo

celular, apoptose e ativagdo do sistema imunologico. Essas atividades, como a indu¢do da
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inflamacdo por meio do sistema imunoldgico, estresse oxidativo e mobilizagdo de células-
tronco, tém sido associadas a essas propriedades anticancerigenas (Kwak-Kim et al, 2014).
Estudos anteriores do nosso grupo sugeriram que a atividade antitumoral de Dc-SP
contra células da linhagem S-180 in vivo estd relacionada ao aumento das respostas
imunologicas (Assef et al, 2021). Isso mostra que Dc-SP tem uma atividade antitumoral por
meio da imunomodulagdo do MAT, em vez de matar diretamente as células tumorais, o que
poderia ser promissor em termos de redugao dos efeitos colaterais de substancias citotoxicas.
O presente estudo forneceu evidéncias adicionais que apoiam o efeito imunomodulador de
Dc-SP em macréfagos confirmando sua polarizagdo para o fenétipo M1 e de que a atividade
antitumoral in vivo previamente relatada para o Dc-SP (Assef et al, 2021) esta relacionada

com a influéncia desses macrofagos no MAT.

6 CONCLUSOES

e Macréfagos RAW 264.7 ativados por Dc-SP foram polarizados para o fenotipo
semelhante ao antitumoral influenciando no efeito antiproliferativo contra melanoma

metastatico murino B16-F10 in vitro
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7 CAPITULO II

FUCOIDANA DE MACROCYSTIS PYRIFERA ATUA COMO IMUNOESTIMULANTE,
MODULANDO O FENOTIPO DE MACROFAGOS E AUMENTANDO A
SENSIBILIDADE TERAPEUTICA DE DACARBAZINA EM UM MODELO DE
MELANOMA MURINO IN VIVO
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8 INTRODUCAO

No inicio da década de 80, as fucoidanas foram reconhecidas por seu papel no suporte
a resposta imune e, posteriormente, na década de 90, trabalhos por seus efeitos sobre
estimulacdao imune (Li, Y. et al., 2021). As fucoidanas possuem efeito antitumoral através da
estimulacdo do sistema imunoldgico (Hu et al, 2010); ativam macréfagos (Takeda et al.,
2012); induzem a maturacao de células dendriticas e direcionam sua diferenciagao (Yang; MA
et al., 2008), protegem as células dendriticas contra o dano celular induzido pelo
quimioterapico S-fluorouracil (Jeong; Ko & Joo, 2012) para, de maneira indireta, inibir o
crescimento tumoral.

Atualmente, as fucoidanas tem sido cada vez mais utilizadas na terapia complementar
em pacientes com cancer gastrico, cancer colorretal e outros tipos de cancer (Wu et al., 2022).
Evidéncias clinicas mostraram que pacientes com cancer gastrointestinal metastatico ou
recorrente que receberam fucoidanas como tratamento complementar adjuvante tiveram um
tempo de sobrevida significativamente prolongado, maior taxa de controle da doenga,
melhores perfis anti-inflamatdrios, efeitos colaterais mais leves durante a quimioterapia
convencional, reducdo da fadiga e maior tolerdncia a mais ciclos de quimioterapia (Nagamine,
et al, 2020; Wu et al., 2022). Diversos mecanismos tém sido relatados para explicar o efeito
antitumoral das fucoidanas, incluindo a inibi¢do da prolifera¢do de células tumorais regulando
o ciclo celular, inducdo de apoptose de células tumorais, modulagdo da transducdo de sinal,
antiangiogénese e atividades anti-inflamatorias, etc.

A atividade imunomoduladora de fucoidanas na diferenciacio de macréfagos
demonstrou contribuir para sua atividade antitumoral in vitfro e in vivo (Deng et al., 2022;
Stoltzfus et al., 2021). Esses dados sugerem que as fucoidanas podem ser agentes
imunomoduladores com grande potencial na imunoterapia do céncer. No microambiente
tumoral, a imunidade contra o cancer envolve uma rede complexa de multiplos subconjuntos
de células imunologicas, como linfocitos T, células dendriticas (DCs), macrofagos, células
natural killer, etc., e seus produtos de citocinas secretadas interagem com células tumorais
(Jayawardena et al., 2022; Marciscano & Anandasabapathy, 2021). Nas ultimas décadas, a
visdo do cancer como uma mera colecdo de células que proliferam de forma desregulada tem
sido substituida pela ideia de um conjunto complexo e heterogéneo de células que formam
uma rede dindmica que, além das células do parénquima tumoral, inclui células estromais

como: fibroblastos, células do tecido vascular e células do sistema imune. Em conjunto, essas
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células ddo origem ao microambiente tumoral (MAT) que desempenha diversas fungdes
durante a progressao tumoral (Marks et al., 2016; Northcott et al., 2015).

Entre as células imunes encontradas no MAT, os macrofagos associados ao tumor
(TAMs) sao as mais abundantes em tumores solidos. Evidéncias sugerem que os TAMs
desempenham papéis relevantes para a progressdao tumoral como: regulacdo da angiogénese,
metastase, imunossupressdo e resisténcia a quimioterapia (Chanmee et al., 2014; Fang et al.,
2014; Sun et al., 2014). No MAT, os macrofagos, apos a estimulacao, podem ser polarizados
para um fenotipo semelhante a M1 e um fendtipo semelhante a M2 (Taniguchi et al., 2015).

Os Mfs semelhantes a M1 secretam moléculas e citocinas pré-inflamatérias, como o
oxido nitrico e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), promovendo a resposta imune contra
células tumorais. Em contraste, os Mfs semelhantes a M2 secretam citocinas e fatores com
fungdo anti-inflamatodria, como IL-4, IL-13 ¢ VEGEF, promovendo resposta pro-tumoral,
regulando a remodelagdo de tecidos e promovendo angiogénese. A polarizacdo dos Mfs no
MAT ¢ complexa, sendo os fenodtipos M1 e M2 extremos de um espectro de polarizacdo, e os
TAMs acabam expressando combinagdes desses dois marcadores. (Tarigq, M. et al., 2017;
Boutilier, A.V et al., 2021). Os TAMs tém despontado como alvos de novas terapias para o
tratamento do cancer. Algumas estratégias incluem a deplecio de TAMs, a inibi¢dao do
recrutamento de monocitos circulantes e a repolarizacdo de TAMs de fenotipos pro-tumorais
para fenotipos anti-tumorais (Allavena & Mantovani, 2012).

A quimioterapia citotoxica ndo simplesmente mata as células tumorais, mas
inevitavelmente destr6i subconjuntos de células imunologicas, prejudicando assim a
capacidade do sistema imunolégico do hospedeiro de combater as células tumorais restantes e
agravando ainda mais a evasao tumoral (Rébé & Ghiringhelli, 2015). Devido a isto, ha um
crescente interesse em complementar as quimioterapias antitumorais j& utilizadas na clinica
com compostos naturais que sejam potenciais imunomoduladores para melhorar a qualidade
de vida em pacientes com cancer (Pan et al., 2019). Em resposta ao sinal de hipoxia, os TAMs
geralmente apresentam predominantemente um fenotipo tumorigénico M2, o que contribui
para a fuga imunoldgica das células tumorais e promove a metdstase e resisténcia a
quimioterapia do tumor (Andon et al, 2017). No entanto, devido a plasticidade dos
macrofagos, eles podem ser induzidos diretamente ao fenotipo M1 (Andon et al, 2017; Sendo
et al, 2018). Diferentemente do fenotipo M2, os macroéfagos M1 atuam combatendo tumores e
podem entregar de forma sinérgica medicamentos quimioterdpicos e aumentar a sensibilidade
das células cancerigenas a esses medicamentos. Os TAMs mantém o estado de

imunossupressao nos locais do tumor e promovem a progressao do tumor e a resisténcia a
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quimioterapia ao produzir espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico (NO), arginase 1, IL-12
e CCL4, entre outros (Nowak et al, 2020; Shibutani et al, 2021). Além disso, os
medicamentos quimioterdpicos podem induzir ainda mais a resisténcia a quimioterapia,
reduzindo o acimulo de Células supressoras de origem mieloide (MDSC do inglés myeloid-
derived suppressor cells) e macrofagos M1 no tumor (Liu et al, 2020).

Ensaios utilizando fucoidana da alga Macrocystis pyrifera mostraram que esse PS foi
capaz de retardar a morte de neutrofilos humanos em baixas concentragdes € promover
ativacdo e citotoxicidade de células natural killer NK contra uma linhagem de linfoma. Além
disso, induziu forte ativagdo de células dendriticas e linfécitos T e resposta imune especifica a
ovalbumina. Entretanto, ndo ha trabalhos mostrando os efeitos da fucoidana de M. pyrifera
sobre a modulacgdo fenotipica de Mfs para um fenotipo antitumoral (Zhang, W. et al., 2015).
As células do sistema imunoldgico inato (macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e
células natural killer), em conjunto com a imunidade adaptativa (linfécitos T e B), fornecem
uma forte primeira linha de defesa contra células de cancer, detectando e eliminando células
cancerosas mais imunogénicas e combatendo o crescimento espontaneo de tumores (Pasto et
al., 2020). As células NK promovem o recrutamento de células dendriticas (DC do inglés
dendritic cells) para tumores solidos, liberando quimiocinas (como CCLS5, XCL2, etc.), e
promovem a polariza¢do das células Thl ao liberar I[FN-y (Chiossone et al., 2018). No MAT,
a interagdo entre DCs e NKs pode promover a maturacao das DCs, fazendo com que elas
liberem citocina IL-12 e promovam a expressdo de CD86, aumentando assim a ativacdo das
células T CDS8. As células NK também podem regular indiretamente as células T, regulando
as cé€lulas apresentadoras de antigenos (APC do inglés Antigen presenting cells) para garantir
a iniciagdo das células T (Pierce et al., 2020). Portanto, existe uma correlacao significativa
entre o comprometimento da funcdo imunoldgica relacionada ao cancer e a fungio bioldgica
das células NK.

Alguns trabalhos tém demonstrado que macrofagos RAW264.7 tratados com
fucoidanas de algas pardas aumentaram a expressao de mediadores pro-inflamatorios como
IL-6 e TNF-a, além de aumentar a producdo de NO e iNOS. Além disso, esta mesma
fucoidana também ativou a via de sinalizacdo NF-kB, aumentando a fosforilacdo de 1kB-a e
p65, e aumentou a via de sinalizagdo MAPK, induzindo a fosforilacao de p38 (Bi et al, 2018).
A producdo aumentada de NO nos macrofagos pode ocorrer por meio da via de sinalizagdo
p38 MAPK e NF-kB (Nakamura et al, 2006). Uma fra¢do de fucoidana derivada de
Nizamuddinia zanardiinii foi capaz de ativar macréfagos RAW264.7, aumentando a expressao

de mRNA de citocinas (iNOS, NO, TNF-a, IL-1b e IL-6) e proteinas que regulam a via de
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sinalizagdo MAPK e NF-kB, como as proteinas p-NF-kB, p-JNK, p-ERK e p-p38 (Tabarsa et
al, 2020). Em resumo, esses resultados mostram que fucoidanas ativam os macrofagos

RAW264.7, aumentando as citocinas inflamatorias e as vias de sinalizagdo MAPK e NF-kB.

Nesse contexto, avaliar o potencial imunoestimulante de polissacarideos da alga
Macrocystis pyrifera e seu efeito antitumoral, além da capacidade de influenciar na resposta

da associagdo com quimioterapico ¢ de grande relevancia.

9 OBJETIVOS

9.1 Geral

Investigar o potencial imunoestimulante de uma fucoidana da alga Macrocystis
pyrifera através da diferenciagdo de macrofagos para fendtipo antitumoral e da sensibilizag@o

terapéutica do uso de dacarbazina em modelo de melanoma murino in vivo

9.2 Especificos

e Avaliar o efeito antiproliferativo do polissacarideo sulfatado de Macrocystis pyrifera
(Mp-SP) em na linhagem de melanoma murino B16-F10 in vitro

e Avaliar efeito de Mp-SP na ativagdo de macroéfagos in vitro

e Avaliar o efeito antitumoral de Mp-SP in vivo

e (Caracterizar fenotipicamente os macrofagos associados ao tumor dos animais tratados

com Mp-SP

e Avaliar o efeito antitumoral da associa¢do de Mp-SP com dacarbazina in vivo
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10 MATERIAIS E METODOS

10.1 Desenho Experimental

A fucoidana da alga Macrocystis pyrifera foi obtida comercialmente. Foi realizada a
caracterizacdo do fenotipo de RAW 264.7 ativada por Mp-SP in vitro. Além disso, foi
avaliado o efeito antitumoral de Dc-SP e posterior caracterizagao fenotipica dos TAMs,
seguido da investigacdo do efeito antitumoral da associacdo de Mp-SP e Dacarbazina num

modelo de melanoma murino. A figura 16 resume de forma esquematica as etapas de trabalho

adotadas neste estudo.

Figura 16 — Planejamento experimental do trabalho

. = - Avaliagdo do efeito antitumoral de
Caracterl_zagao fenotipica de Mp-SP associada ou ndo a Imunofenotipagem dos macréfagos
RAW 264.7 incubada com Mp-SP Dacarbazina em melanoma murino associados ao tumor
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender.com
10.2 Obtencao da fucoidana da alga parda Macrocystis pyrifera

A Macrocystis pyrifera € uma espécie de alga parda (Figura 17) que forma grandes
Kelps. O polissacarideo sulfatado da alga Macrocystis pyrifera (F8065-500MG) foi obtido
comercialmente da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda. A amostra possui >85% de pureza e ¢

um polissacarideo do tipo fucoidana, rico em residuos de fucose.
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Figura 17 - Imagem da alga Macrocystis pyrifera

© Qctavio Aburto

Fonte: Foto tirada por Octavio Aburto. Disponivel em https://wildcoast.org/week-3-giant-kelp-
macrocystis-pyrifera/

10.3 Linhagens celulares, procedimentos de cultura celular e tratamentos

RAW 264.7, uma linhagem de Mfs murinos (Figura 11), € uma linhagem de melanoma
murino B16-F10 foram utilizadas neste trabalho (Figura 12). As células foram obtidas do
banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) complementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB) e 1% de antibioticos (para uma concentragao final de 100 U/mL penicillina e
100 g/mL estreptomicina).

Os ensaios de ativagdo de Mfs foram conduzidos com células RAW 264.7 plaqueadas
em placas de 48 pocos na concentragio de 1,5 x 10° células/mL (7,5 x 10*/pogo) e incubadas
por 24h com os grupos: solu¢do salina 0,9% (como controle negativo), lipopolissacarideo de

Escherichia coli a 100 ng/mL (LPS) como controle positivo ou Mp- SPa 1, 10 e 100 pg/mL.

10.4 Avaliagdo do efeito antiproliferativo de Mp-SP
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10.4.1 Ensaio de SRB

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) ¢ utilizado para a determinag¢do da densidade
celular, com base na medicdo do teor de proteinas celulares totais e ndo depende do
metabolismo celular, de acordo com Skehan e colaboradores (1990). Para a realizagdo desse
ensaio, as células B16-F10 foram plaqueadas 24h antes da adicdo das amostras em placas de
96 pogos na concentracdo de 4 x 10* células/mL.

As amostras solugdo salina (controle negativo) ¢ Mp-SP 1, 10 ¢ 100 pg/mL foram
incubadas durante 48h. No momento em que as células foram incubadas com os tratamentos,
a placa tempo zero que ndo recebeu amostars) foi fixada com 4cido tricloroacético (TCA) a
10%. Apds o tempo de incubagdo de 48 h, o sobrenadante das células foi retirado e as mesmas
também foram fixadas com TCA a 10%, Em seguida adicionou-se a solugdo de SRB. Para
realizar a leitura das placas, o SRB ligado aos aminoécidos fixados, foi solubilizado em
tampao tris base 10 mM. As absorbancias foram lidas em leitora de placas (Fisher Scientific,

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

10.5 Avalia¢do do potencial imunoestimulante através da ativacio de macrofagos para
fenotipo M1 in vitro

10.5.1 Dosagem de nitrito

O teste de Griess ¢ um método colorimétrico que permite a quantificagdo indireta de
oxido nitrico (NO) a partir da detec¢do de nitrito em solucdo descrito por Green e
colaboradores (1981). Na reacdo o ion nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido
formando um sal de diazénio que reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil)
etilenodiamina (NED) formando um diazo composto, conforme apresentado na Figura 13, de

coloragdo magenta que apresenta um maximo de absor¢ao em torno de 540nm (Ramos, 2006).

Figura 13 - Reacgdo de Griess
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Fonte: Adaptado de RAMOS, 2006

Para a realizagdo desse ensaio, os macréfagos murinos RAW 264.7 foram plaqueados
24h antes da adicdo das amostras em placas de 48 pogos na concentragio de 1,5 x 107
células/mL (7,5 x 10*/pogo).

As amostras de Mp-SP foram testadas nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL e o
LPS (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo deste experimento. A solug¢do salina
0,9% foi utilizada como veiculo para dissolucdo dos PS e por isso também foi utilizada como
controle negativo do experimento. Todas as amostras foram incubadas com os tratamentos por
24h. Em seguida uma aliquota de 50 pl dos sobrenadantes dos macrofagos foi adicionada a 50
pl do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em &cido acético 30% / N-(-1-nafitil)-
etilenodiamina 0,1 % em &cido acético 60%] em ambiente escuro por um periodo de 5-10
minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 560 nm. A concentragdo de nitrito
(uM) foi determinada a partir de uma curva-padrao utilizando solugdo de NaNO> a uma
concentracao inicial de 200 uM seguida de diluicdes seriadas com fator de diluigcdo igual a 2,

com a menor concentracao sendo 1,56 pM.

10.5.2 Anadlise de marcadores de superficie e intracelular de macrdéfagos M1 por citometria
de fluxo

Para visualizacao dos marcadores especificos do fendtipo M1 foi realizado o ensaio de
Elisa. A expressao de marcadores foi realizada com os anticorpos anti-CD86 conjugados com

FITC (11-0862-82) e anti-MHC II conjugados com PE (12-5320-82) da Thermo Fisher
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(Waltham, MA, EUA). Para a visualizagdo de marcador M1 intracelular iNOS, foi utilizado o
anticorpo anti-iINOS conjugado com Alexa Fluor 488 (53-5920-82).

RAW 264.7 foi obtida através da soltura das células utilizando cell scrapper (raspador
de células). Em seguida, para a marcagao de superficie, as células foram incubadas com os
anticorpos (1:200) anti-CD86 conjugados com FITC (11-0862-82) e anti-MHC II conjugados
com PE (12-5320-82) durante 30 minutos a 4°C em tampao FACS (PBS suplementado com
4% de FBS) e depois lavadas novamente com tampao FACS. Para a marcagdo com iNOS, as
células foram fixadas com paraformaldeido 1% por 5 minutos e permeabilizadas com Triton
X-100 0,1% por 5 minutos. Posteriormente, essas células foram incubadas com anti-iNOS
conjugado com Alexa Fluor 488 (53-5920-82) por 30 minutos a 4 °C em tampao FACS e
lavadas novamente com tampao FACS. Usamos citdmetro de fluxo (modelo FACSVerse, BD
Biosciences, San Jose, EUA) para aquisi¢dao de dados e software FlowJo (San Jose, CA, EUA)
para a andlise. Dez mil eventos foram adquiridos em single cells, excluindo debris e eventos
duplos (duplets) para cada tubo. Os valores de intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) da
expressdao de iNOS, MHC II e de CD86 foram normalizados usando os valores médios de
MFTI do controle negativo. Além disso, a porcentagem de células isoladamente ou duplamente
marcadas foi usada para mostrar a populacdo de células que expressam MHC II e CD86

simultaneamente.

10.6 Ensaios in vivo

10.6.1. Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus fémeas com idade entre 6-8 semanas e
peso entre 22-25g da linhagem Black B57BL/6. Todos os animais foram mantidos sob
condi¢des ambientais controladas com ciclo claro/escuro de 12/12 h, com ragdo e adgua ad
libitum no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara. O manejo dos animais seguiu principios €ticos de experimentacao animal do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) para amenizar o sofrimento destes
(N° 11.724/2008). Os ensaios in vivo tiveram autorizagio do Comité de Etica em Pesquisa

Animal mediante nimero do protocolo (N° 6289010319) correspondente ao presente trabalho.

10.6.2 Avaliacgdo do efeito antitumoral de Mp-SP
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10.6.2.1 Selegdo de doses de Mp-SP

As células do melanoma B16-F10 foram coletadas de uma cultura tripsinizada e, em
seguida, transplantadas (Dia 0) 500 mil células/animal por via subcutanea para a regido axilar
esquerda dos camundongos C57/BL6. Esperou-se o tumor ficar palpavel (tumor aparente) em
mais da metade dos animais de cada grupo (dia 13) para iniciar o tratamento. Os animais
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n=10) e tratados por via intraperitoneal (i.p.)
com solugdo salina (controle negativo) ou Mp-SP (10, 50 e 100 mg/Kg) em dias alternados.
Foram realizadas 4 administragdes dos tratamentos ao todo, nos dias 13, 15, 17 e 19 apos o
tumor estar palpavel (Figura 18). No dia 21 ap6s o transplante foram coletadas amostras de
sangue do plexo retro-orbital dos camundongos sob efeito de anestésico (cetamina 10% +
xilasina 2%) para andlise dos pardmetros hematoldgicos e posteriormente os animais foram
eutanasiados (cetamina 10% + xilasina 2%) para finalizacdo do experimento. Durante todos
os dias de tratamento foram realizadas as medidas dos tumores utilizando paquimetro, onde
foram anotados os didmetros maior e menor. Os volumes tumorais foram calculados de
acordo com a férmula: volume do tumor (mm3) = L x W2/2, onde L representa o eixo maior
(maior didmetro transversal), e W representa o eixo menor do tumor. Os volumes foram
plotados em grafico para posteriores analises e selecdo da dose de Mp-SP para ensaios

posteriores.



Figura 18 - Esquema do ensaio de selecdes de doses
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Fonte: Elaborado pela autora com Biorender.com

Mp-SP 10 mg/Kg (n=10)
Mp-SP 50 mg/Kg (n=10)
Mp-SP 100 mg/Kg (n=10)
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10.6.3 Avaliacdo da expressao de marcadores de superficie e intracelular de macrofagos

M1 e M2 in vivo

10.6.3.1 Modelo de melanoma murino

As células do melanoma B16-F10 foram coletadas de uma cultura tripsinizada e,

posteriormente, 500 mil células/animal foram injetadas (Dia 0) por via subcutidnea na axila

esquerda dos camundongos C57BL/6. Nos dias 3, 5, 7 ¢ 9 apds o transplante das células

(Figura 19), foram iniciados os tratamentos por via intraperitoneal (i.p.) com solucdo salina

(controle negativo n=10) ou Mp-SP (10, 50 e 100 mg/Kg n=10). Este modelo ndo seguiu o

mesmo esquema utilizado na selecdo de doses em que esperamos o tumor ficar palpavel

devido as caracteristicas necrosantes deste tipo de tumor, por isso um tempo maior nao

permitiria avaliar com clareza o fenotipo dos Mfs encontrados no MAT. Os tratamentos se

deram em dias alternados, totalizando 4 administragcdes. No dia 15 apds o transplante do

tumor, foi detectado que os tumores ficaram palpaveis, tendo assim a eutanasia sido realizada

no dia 18 apos transplante do tumor (cetamina 10% + xilasina 2%). Apos eutandsia, os
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tumores foram coletados para avaliagdo do fenotipo funcional dos macréfagos associados ao

tumor (TAMs) por citometria de fluxo.

Figura 19 - Esquema do ensaio de imunofenotipagem in vivo.
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Fonte: Elaborado pela autora com Biorender.com

10.6.3.2 Isolamento de macrofagos associados a tumor (TAMs)

As amostras de tumor (de 4 a 5 animais por grupo) foram processadas (degradacao
mecanica) e posteriormente digeridas em colagenase tipo II (1 mg/mL, Sigma) durante 60 min
a temperatura de 37°C e sob agitagdo. Em seguida, a massa tumoral foi peneirada em cell
strainer (peneira de células) de 50um por 2 vezes para retirar possiveis grumos € separar as
células. A solugdo de células foi centrifugada a 450 G por 2 min e posteriormente foi realizada
a contagem em camara de Neubauer. A concentragdo de células utilizada para marcagao foi de
3x10° células /mL e estas foram marcadas com os anticorpos especificos para identificacio de
macrofagos M1 e M2 e foram avaliados por citometria de fluxo. Para avaliar a marcagao do
fenotipo semelhante a M1, foram utilizados CDI11b"/F4/80°/MHC II'/CD86" e
CDI11b"/F4/80"/MHC 1I'/iNOS®*. Para marca¢do do fendtipo semelhante a M2, foram
utilizados ou CD11b"/F4/80"/MHC II' /CD206".



61

10.6.3.3 Imunofenotipagem das populagoes de macrofagos por citometria de fluxo

A suspencao de células isoladas do tumor foi submetida & marcagdo com anticorpos
conjugados a fluorocromos para caracterizagdo do perfil fenotipico de macrofagos por
citometria de fluxo. As células foram incubadas por 20 min com anticorpos de superficie e
intracelular a temperatura ambiente sob protecao da luz. A aquisi¢do das células foi realizada
utilizando o citdmetro BD FACSVerse™ (BD Bioscience) e os dados foram analisados pelo
software FlowJo (V10.0.7). Os resultados foram expressos como porcentagem (analise
qualitativa), pelo niumero total de células (analise quantitativa) dos marcadores.

Os anticorpos anti-CD11b conjugado com Alexa 700 e anti-F4/80 conjugado com APC
foram utilizados para selecionar a populacdo de macréfagos. Para a expressdo de marcadores
especificos de macréfagos com fenotipos M1 e M2, foram utilizados anti-CD86 conjugados
com FITC (11-0862-82), anti-MHC II conjugados com PE (12-5320-82) e anti-CD206
conjugado com PE-Cy-7 da Thermo Fisher (Waltham, MA, EUA). Ainda para a visualizacao
de marcador M1 intracelular iNOS, foi utilizado o anticorpo anti-iNOS conjugado com Alexa

Fluor 488 (53-5920-82).

10.6.3.4 Estratégia de selegdo (gate) das subpopulagoes de macrofagos

Nos experimentos realizados in vitro e in vivo a populacdo de macrofagos foi
inicialmente selecionada conforme o pardmetro tamanho (FSC — dispersdo frontal) e
parametro complexidade interna (SSC — dispersao lateral). Foram selecionadas células com
grande tamanho e baixa granulosidade (figura 20), excluindo-se os debris. Apos a selecdo, a
presenca de macrofagos (ensaios in vitro) foi confirmada por meio da marcagdo de F4/80
(marcador de macréfagos maduros). Ainda para avaliar o perfil fenotipico dessas células foi
analisado a expressdao do CD86 e MHC Il (marcadores de macrofagos com perfil M1). Ao
final da analise as células F4/80"/MHC II"/CD86"* foram consideradas macrofagos com perfil
MI. Na suspencdo de massas tumorais obtidas dos animais com melanoma, inicialmente
foram selecionadas as células mieldides (CD11b") e em seguida foi avaliada a marcagdo do

CD86 ¢ MHC II ou marcagao de CD206 ¢ MHC II nos macrofagos associados ao tumor
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(TAMs) positivos para CD11b/F4/80°. Além disso, também foi avaliada a marcagdo da iNOS

nos macrdofagos associados ao tumor (TAMs) positivos para Cd11b/F4/80".

Figura 20 — Estratégia para sele¢ao de populagdes (gates) para imunofenotipagem
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Legenda: FSC - dispersdo frontal; SSC - dispersdo lateral.

10.6.4 Avaliagdo da associacio de Mp-SP com quimioterdpico Dacarbazina

As células do melanoma B16-F10 foram coletadas de uma cultura tripsinizada e
diluidas em meio DMEM para o transplante (Dia 0) por via subcutidnea na axila esquerda dos
animais C57BL/6. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de tratamento da
seguinte forma: solucdo salina como controle negativo (n=9), Dacarbazina como controle
positivo 50 mg/Kg (n=8), Mp-SP 50 mg/Kg (n=9) ou associagdao de Dacarbazina 50 mg/Kg +
Mp-SP 50 mg/Kg (n=9). O tratamento intraperitoneal iniciou no dia em que os tumores de

mais da metade dos animais estavam palpaveis (tumor aparente) (dia 9). Este protocolo seguiu
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o esquema da selecdo de doses de esperar que o tumor ficasse palpavel. Os animais que
receberam solugdo salina (controle negativo) ou Mp-SP (seja de forma isolada ou em
associacao) foram tratados em dias alternados durante 9 dias (tratamentos nos dias 9,11,12, 15
e 17), totalizando 5 administragdes por via intraperitoneal (i.p.). Os animais que receberam
Dacarbazina (seja de forma isolada ou em associagdo) foram tratados a cada 4 dias (nos dias 9,
13 e 17 apods o transplante) (Figura2l). No dia 18, os camundongos foram anestesiados e
eutanasiados (cetamina 10% + xilasina 2%) para a excisdo cirurgica do tumor, rins, bago e
figado. Os oOrgdos e o tumor foram pesados. A inibicdo do crescimento tumoral (%) foi
calculada da seguinte forma: inibi¢do do tumor (%) = [(A—B)/A] x 100, onde A era o peso
médio do tumor do grupo controle negativo ¢ B era o peso do tumor do grupo tratado. Os
pesos corporais foram medidos em dias alternados até o ultimo dia de tratamento e no dia da
eutanasia. As medidas de volume tumoral foram feitas em dias alternados apods o inicio do

tratamento com um paquimetro para avaliagdo da curva de volume tumoral.

Figura 21 -Esquema do ensaio de associacdo de Mp-SP com Dacarbazina

Transplante de B16-F10 Tumor Tratamento (i.p.) Eutanasia
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Associacao (n=10) — Dias: 9, 11,13, 15 e 17

Grupos

Fonte: Elaborado pela autora com Biorender.com

10.6.4.1 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (SEM). As diferengas
entre os grupos experimentais foram comparadas por Analise de Variancia (ANOVA) seguida

pelo teste de pds-teste de Dunnet para avaliar o peso do tumor e dos orgios (P <0,05)
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utilizando o programa GRAPHPAD PRISM 5 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA,
EUA).

11 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do efeito antiproliferativo mostrou que Mp-SP nao apresentou
citotoxicidade contra as células de melanoma murino B16-F10 (Figura 22A). No presente
trabalho, as células RAW264.7 incubadas com Mp-SP (100 pg/mL) apresentaram um
aumento de 5,6 vezes na expressdo de iNOS em comparagdo ao grupo salina (Fig. 22B), o que
estd de acordo com os niveis de nitrito observados na Figura 22 C. Além disso, o Mp-SP a 100
ng/mL aumentou as expressdes de MHC II e CD86 em 3,66 e 1,76 vezes, respectivamente,
em comparagao com o grupo salina (Fig. 22 D-F).

Notadamente, polissacarideos sulfatados de origem marinha apresentam baixa ou
nenhuma citotoxicidade direta contra células e tecidos, o que permite que eles sejam
utilizados também na industria alimenticia com seguranga (Fedorov et al, 2013). A 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) ¢ uma isoforma da enzima que sintetiza o NO usando a L-
arginina como precursor (Hevel et al, 1991). O ensaio de Griess detecta os niveis de nitrito
como evidéncia indireta da produ¢do de NO. Mfs e outras células do sistema imune
expressam moléculas de MHC II para apresentar antigenos para as células T efetoras CD4"
(Rock et al, 2016), um processo que envolve moléculas de superficie coestimulatorias CD86
(Porta et al, 2015). O NO ¢ um componente crucial da resposta imunologica do hospedeiro
contra diversos patdogenos, como parasitas, bactérias e virus (Xue et al, 2018). A producdo de
NO ¢ considerada um marcador do fendtipo classico M1 (Zhu et al, 2015). Polissacarideos
sulfatados da alga marinha parda Cystoseria indica induziram a liberagao de NO pela RAW
264.7 ativando as vias de sinalizacdo do receptor Toll-like 4 tipo (TLR4)/NF-xB e MAPKs
(Bahramzadeh et al, 2019). Outro polissacarideo sulfatado da alga marinha Nizamuddinia
zanardinii, de forma semelhante, ativou a RAW 264.7 aumentando a secrecdo de NO e
citocinas pro-inflamatodrias (Tabarsa et al, 2020). A consisténcia desse mecanismo parece ser
compartilhada por outros polissacarideos, incluindo aqueles obtidos das flores de Panax
ginseng ou dos corpos de frutificacdo de Cantharellus cibarius, que ativam a RAW?264.7 para
aumentar a fagocitose e a liberagdo de NO, TNF-q, IL-6, IFN-y e IL-1p (Cui et al, 2020; Yang

et al, 2019). Um conjunto recente de evidéncias tem sugerido que a eficacia terapéutica de
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diversos farmacos antineoplasicas tradicionalmente empregadas na oncologia clinica esta
ligada a habilidade de seus componentes ativos em modular a resposta imunologica no
ambiente tumoral (Ghiringhelli et al., 2004; Goel et al., 2017; Ladoire et al., 2011; Zitvogel et
al., 2013).

Figura 22 — Avaliacdo do efeito antiproliferativo de Mp-SP e ativacdo de macrofagos RAW 264.7 para o
perfil M1
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Polissacarideos sulfatados de Macrocystis piryfera nao apresentou citotoxicidade contra células de melanoma
murino B16-F10, mas foi capaz de ativar macrofagos para o perfil M1. A.O efeito antiproliferativo foi
avaliado através do ensaio de SRB, ndo demonstrando citotoxicidade nas concentragdes testadas. B-C. Os
marcadores do perfil M1, iNOS e nitrito apresentaram um aumento nos tratamentos com Mp-SP em todas as
concentragdes testadas. D-F. Observou-se um aumento dos marcadores de superficie especificos de
macrofagos do perfil M1, tanto de forma isolada como duplo-marcados. F. Histogramas das marcagdes de
iNOS, CD86 e MHC II de forma isolada. Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicata para
cada ensaio. Os valores foram expressos em intensidade de florescéncia mediana (MFI) e analisados por
Analise de Variancia seguido de pos-teste de Dunnet. *p<0,05 quando comparados ao grupo salina.

Importante ressaltar que todas essas moléculas sdo marcadores importantes da ativagdo
de macrofagos M1 (Xue et al, 2018). De forma semelhante, os niveis de NO aumentaram

juntamente com a regulacao positiva de iNOS e a expressao de superficie MHC-II e CD-86

ro/mL
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em Mfs murinos expostos a polissacarideos de Tinospora cordifolia (Gupta et al, 2017).
Polissacarideos sulfatados de Gracilaria lemaneiformis induziram a regulacdo positiva de
mRNA de iNOS, IL-6 ¢ TNF-a e a secre¢ao de ROS, NO, IL-6 e TNF-a também em células
RAW264.7 (Ren et al, 2017). O paclitaxel, um farmaco quimioterapico altamente citotoxico
utilizado no tratamento de diversos canceres, também reduz o crescimento tumoral
reprogramando Mfs para um fendtipo M1, um processo mediado por TLR-4 (Wanderley et al,
2018). Interessantemente, as fucoidanas ndo citotoxicos de C. okamuranus polarizaram Mfs
para o fendtipo antitumoral in vitro e exerceram efeito antitumoral in vivo (Takeda et al, 2012).
No geral, nossos resultados sugerem que o a fucoidana de Mp-SP é um agente
imunomodulador promissor. Para avaliar se Mp-SP pode exibir inibigdo tumoral através da
modulagdo do microambiente tumoral polarizando Mfs, utilizamos um modelo murino de
melanoma in vivo para selecdo de doses de Mp-SP que seriam usadas nos estudos posteriores.
O tratamento intraperitoneal com Mp-SP inibiu o crescimento do melanoma em
animais a 50 e 100 mg/Kg (Figura 23). O volume tumoral no grupo tratado com Mp-SP a 50
mg/Kg apresentou uma reducdo de 35% (p <0,05) e no grupo tratado com Mp-SP a 100
mg/Kg de 31% (p<0,05) quando comparados ao grupo salina. Esse resultado merece atengao,
uma vez que o Mp-SP ndo foi citotdxico in vitro contra células B16-F10, que induzem um
modelo de tumor altamente agressivo quando injetadas em camundongos. Nos ultimos anos,
varios estudos relatam o efeito antitumoral de PS de algas marinhas (Assef et al, 2021; Fan et
al, 2012; Azuma et al, 2012; Alekseyenko et al, 2007). Notavelmente, os PS da alga vermelha
Champia feldmmanii ndo exibem citotoxicidade significativa in vitro, no entanto, eles exibem
efeito antitumoral in vivo. Além disso, os PS desta alga também atuaram como um agente
imunomodulador, como evidenciado pelo aumento na produgdo de anticorpos especificos para
OVA (Lins et al, 2009). Observamos também uma reducdo no niimero total de leucocitos
circulantes nos animais tratados com Mp-SP 50 mg/Kg (Figura 24A). Em relacdo a populagao
de linfocitos circulantes, também foi observada uma redugdo em ambas as doses testadas de
Mp-SP (Figura 24B). A populagdo de granuldcitos ndo apresentou diferenca significativa.
Férmacos quimioterapicos citotoxicos podem causar uma variedade de efeitos colaterais,
incluindo leucopenia (Aboud et al, 2022). Porém, a estimulacdo de macrdéfagos para um
fenotipo antitumoral pode indicar que essa diminuicdo de linfocitos possa estar relacionada a
uma migragdo dessas células imunes para 0 MAT ou mesmo uma ativacdo da populagao de
linfocitos que migraram para o tumor. Além disso, a inoculag¢do tumoral por si s6 ja € capaz de
causar uma rea¢do de leucopenia em animais experimentais, caracterizada por granulocitose e

esplenomegalia (Kodama et al., 1974; Okawa et al., 1992; Sato et al., 2005).
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Figura 23 — Efeito antitumoral de Mp-SP contra linhagem de melanoma murino B16-F10
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Ensaio antitumoral para selecdo da dose de Mp-SP nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg contra a linhagem
de melanoma murino B16-F10 em animais C57BL/6. Foram realizadas medidas do volume tumoral nos
dias em que se procederam os tratamentos (dias alternados), respectivamente dia 1 (A), dia 3 (B), dia 5
(C) e dia 7 (D) apds o tumor estar palpavel. Os volumes foram calculados e analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) seguida de pés-teste de Newman-Kells. a: quando comparado com Salina; b:
quando comparado com Mp-SP 10; ¢: quando comparado com Mp-SP 50; d: quando comparado com
Mp-SP 100.

Observamos também um aumento na contagem de plaquetas no grupo tratado com 50
mg/Kg quando comparado com o grupo salina. As plaquetas representam um elo essencial
entre o dano/disfunc¢do tecidual e a resposta inflamatoria, atuando na reparagdo da lesao. No
entanto, se a ativacdo das plaquetas ndo for controlada, isso pode levar a uma inflamagao
cronica associada a vdrias condi¢des patoldgicas, incluindo o cancer (Gay et al, 2011;
Contursi et al, 2017). A quimioterapia anticancer frequentemente pode levar a uma
trombocitopenia, o que pode acarretar hemorragias e fatalidades (Ciurea & Hofmann, 2007).
Portanto, esse efeito da Mp-SP ¢ desejavel e pode desempenhar um papel protetor em
pacientes submetidos a esse tipo de quimioterapia tdxica. Trabalhos mostraram que
polissacarideos das raizes de Angelica sinensis promovem a hematopoiese e trombopoiese em
camundongos por meio da via PI3K/AKT (Liu et al., 2010). Trabalhos anteriores do grupo
também demonstraram um aumento de plaquetas nos animais tratados com polissacarideo da
alga parda Dictyota caribaea contra sarcoma 180 (Assef et al, 2021). Apesar do aumento de

plaquetas estar relacionado algumas vezes com o pior progndstico tumoral, elas vém sendo
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bastante estudadas como uma forma de entrega de farmacos na circulagdo de maneira mais
eficiente e diminuindo efeitos colaterais de quimioterapicos (Dovizio et al, 2020). Sarkar e
colaboradores (2013) demonstraram que plaquetas carregadas com doxorrubicina (DOX), um
medicamento anticancer que inibe a topoisomerase II, foram capazes de inibir o crescimento
das células tumorais e reduzir significativamente o volume de fluido ascitico em
camundongos portadores de tumor de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) De maneira
interessante, devido a especificidade das plaquetas em direcionar-se as células cancerosas, o
efeito terapéutico foi alcancado com uma dose do medicamento inferior a geralmente
prescrita, reduzindo assim a sua toxicidade. Com os resultados encontrados de redugdo do
volume tumoral, nés selecionamos a dose de 50 mg/Kg para o estudo posterior de associagao

da Mp-SP com Dacarbazina.

Figura 24 - Parametros hematoldgicos do sangue periférico de camundongos transplantados com B16-F10
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A. Leucocitos totais apresentaram uma diminui¢do no grupo Mp-SP 50 mg/Kg. B. As maiores doses
apresentaram uma diminui¢do da porcentagem de linfocitos. C. camundongos tratados com Mp-SP nao
apresentaram diferenca em granulécitos e D. camundongos tratados com Mp-SP a 50 mg/Kg aumentaram a
contagem de plaquetas. Os animais foram tratados intraperitonealmente com salina como controle negativo,
Mp-SP a 10 mg/Kg, 50 mg/Kg ou 100 mg/Kg durante 9 dias, a partir do primeiro dia ap6és o tumor estar
palpavel. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise utilizou ANOVA seguido
do pos-teste de Dunnett.*p < 0,05 quando comparado ao grupo salina.

Apos o ensaio de selecao de doses da atividade antitumoral, nds realizamos o

ensaio de imunofenotipagem para caracterizacdo dos macréfagos encontrados no MAT. Para
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este ensaio, ndo foi avaliado o efeito antitumoral, apenas os tumores foram utilizados para
determinagdo fenotipica a fim de se entender como o efeito antitumoral pode estar relacionado
com o potencial imunomodulador de Mp-SP. No presente trabalho, foi observado uma
reducdo em 2,12 vezes na percentagem de Mfs (CD11b"F4/80") que expressaram CD206
(marcador M2), como observado na figura 25 D. Os Macrofagos que se encontram infiltrados
no tumor sao principalmente oriundos de mondcitos circulantes com marcacdo positiva para
CDA45/CD11b/Ly6C e que diferenciam-se a macréfagos no MAT e passam a expressar F4/80 e
MHC II (Bronte; Murray, 2015).

No microambiente tumoral, os TAMs adotam fendtipo imunossupressor
semelhante a M2 e contribuem para a progressao tumoral (Biswas; Mantovani, 2010; Wang;
Liang; Zen, 2014). Nesse contexto, uma redu¢do nos macrofagos polarizados para esse perfil
M2 ¢ de grande interesse a fim de reduzir a progressdo deste tumor. Os TAMs sdo células
derivadas de mieldides com certas caracteristicas fenotipicas, como CD11b+, CD68+ ¢
F4/80+, e apresentam notdvel plasticidade sob diferentes estimulos microambientais. Os
macrofagos pro-inflamatdrios M1 sdo caracterizados como IL10"Y, IL12Meh CD86+ MHCII+,
sdo classicamente ativados por LPS ou IFNy (Jetten et al, 2014), enquanto os macrdofagos
anti-inflamatérios M2 podem ser subdivididos em quatro subtipos heterogéneos distintos
entre si por uma série de marcadores e citocinas: M2a, M2b, M2c e M2d (Zhang et al, 2010).
Macrofagos M2b (IL10Meh, TL12°Y, CD86+ MHCII+), cujas caracteristicas estio entre
macrofagos classicamente ativados M1 com func¢do antitumoral pro-inflamatoria e
macrofagos alternadamente ativados M2 e promovem crescimento e invasdo tumoral, sdo
induzidos por complexos imunoldgicos combinados, bem como agonistas TLR ou IL-1R e
produzem IL1, IL6, IL10 e TNFa (Rhee et al, 2016; Liu et al, 2015). Tem sido relatado que o
macrofago M2b promove o tumor liberando a citocina imunossupressora IL10 e a citocina
pro-inflamatoria leva a inflamacao correlacionada ao desenvolvimento tumoral (Roszer et al,
2015; Asai et al, 2017). Os mecanismos de M2b em vérias fun¢des permanecem em grande
parte especulativos.

Além disso, o grupo tratado com Mp-SP 50 mg/Kg apresentou um aumento de 12
vezes na expressdo de iNOS (Figura 25A) quando comparado ao grupo salina, o que
corrobora com os achados in vitro de ativagdo de macrofagos para um perfil M1, com a
producao de NO e expressao de marcadores in vitro. Contudo ndo conseguimos observar uma
diferenca significativa na expressao de CD86 e MHC II isolados ou nas duplas marcacdes do
perfil M1 (MHC II'/CD86") e M2 (MHC II "/CD206") (Figura 26), podendo isto estar

relacionada a grande heterogeneidade da resposta de cada individuo e ao perfil do MAT
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individual. A redu¢do do marcador M2 e aumento de marcadores M1 utilizados neste trabalho
foram associados a inibi¢do do crescimento tumoral observado no ensaio da sele¢do de doses.
Trabalho publicado por Deng e colaboradores demonstraram que uma fucoidana obtida da
alga Laminaria japonica induziu a diferenciacdo de macrofagos para o fenotipo M1, e essa
transformagdo promoveu a apoptose de células cancerigenas tanto in vitro quanto in vivo. Do
ponto de vista do mecanismo de acdo, a fucoidana induziu a polarizagdo de Mfs para o
fenotipo M1 pela ativagao da via PI3K/AKT/mTOR mediado pelo receptor TLR4. Os
resultados mostraram aumento no percentual de Mfs CD86" e redug¢do de Mfs CD206" in

vitro utilizando RAW 264.7. (Deng et al., 2022).

Figura 25 — Expressdo de marcadores de superficie e intracelular de macrofagos M1 e M2
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Os animais tratados com Mp-SP apresentaram uma redu¢do do marcador de superficie CD206 especifico para
o perfil M2 e aumento da expressdo de iNOS (marcador M1) A-D. Expressdo de marcadores de macrofagos
M1 e M2 de forma isolada. Os ensaios foram realizados com uma amostragem de de 4 a 5 animais e os
resultados foram analisados por Andlise de Varidncia (ANOVA) seguida de pos teste de Dunnet. *p<0,05
quando comparado ao grupo salina.
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Figura 26 — Populagdes de macrofagos expressando marcadores M1 e M2
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A-C. Porcentagem de macrofagos (CD11b"/F480") com populagdo duplo-marcada para perfil M1 (MHC
II/CD86) e perfil M2 (MHC I1/CD206). Os ensaios foram realizados com uma amostragem de 4 a 5 animais e

os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) seguida de pés teste de Dunnet. *p<0,05
quando comparado ao grupo salina

Em conjunto, a diminui¢ao de células marcadas com CD206 e aumento de células que
expressam iNOS, juntamente com a caracterizagao in vitro e efeito antitumoral in vivo de Mp-
SP ja sdo fortes indicios do seu perfil de inibidor do crescimento tumoral através da
imunomodulacdo de macroéfagos no MAT. Virios estudos demonstraram que os TAMs podem
influenciar na resposta a quimioterapia antineoplésica (De Palma; Lewis, 2013; Mantovani et
al., 1979; Noy; Pollard, 2014). Mantovani e colaboradores demonstraram que a deplegao de
macrofagos reduz a eficacia do tratamento com doxorubicina em animais com leucemia ou
linfoma (Mantovani et al., 1979). Mais recentemente, foi demonstrado que a ativagdo de
macrofagos pelo tratamento com inibidores da histona deacetilase de classe Ila melhora a
eficicia da quimioterapia e da imunoterapia com os inibidores de checkpoint em
camundongos com cancer de mama (Guerriero et al., 2017).

Também observamos um aumento de MHC II nas populacdes analisadas e quando
observada em conjunto com iNOS (MHC II'/iNOS"), indicando uma supra-regulagdo de

macrofagos polarizados para o perfil M1. Chen e colaboradores (2009b) demonstraram que
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polissacarideos de Lycium barbarum podem ativar os macrofagos através da ativacdo de
fatores de transcricdo NF-kB e AP-1, induzir a producdo de TNF-a e aumentar a expressao
das moléculas de MHC II. De maneira semelhante, Feng e colaboradores (2020) também
observaram que o mesmo polissacarideo aumentou significativamente a liberagdo de NO,
TNF-a e IL-6 pelos macrofagos RAW264.7 e promoveu significativamente a produgdo de
ROS. Além do complexo de antigeno de MHC, as células tumorais necessitam de moléculas
coestimuladoras que podem fornecer um segundo sinal para a inducdo de células T ativadas.
Gajewski (2007) descobriu que varios tumores malignos tém niveis baixos de expressdo das
moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), o que enfraquece os sinais coestimuladores das
células T ativadas e resulta em tolerancia imunoldgica. No entanto, altos niveis de expressao
das moléculas B7-H1 (PD-L1 ou CD274), B7-H3, B7-H4, B7-H6 e outras moléculas
coestimuladoras negativas também inibem a proliferacio das células T e promovem a
secrecao de citocinas especificas, resultando assim na fuga imunologica do tumor (Botti et al,
2016). Os macrofagos do tipo M1 expressam moléculas co-estimulatorias CD68, CD86,
CD80 e altas quantidades do complexo de MHC classe II. Os receptores scavenger (CD163),
receptor de manose (CD206) e baixas quantidades do complexo de MHC classe II sdo usados
como marcadores do fenotipo M2 (Hao et al, 2012). Isso demonstra o potencial da Mp-SP em
polarizar esses macrofagos do MAT para um perfil M1 e diminuir aqueles TAMs com perfil
M2, sendo esta polarizacao provavelmente a responsavel pelo efeito antitumoral evidenciado

Nno ensaio anterior.

ApOs a caracterizacdo, investigamos a associacao de Mp-SP na dose de 50 mg/Kg com
o quimioterapico Dacarbazina (DCZ) 50 mg/Kg. A dose de Mp-SP foi selecionada a partir dos
resultados encontrados de inibi¢ao do crescimento (35% reducao do volume tumoral), além de
ter sido a dose a aumentar a expressdo de iNOS (em 12 vezes comparado ao grupo salina).
Outros trabalhos tém mostrado efeito antitumoral através da imunomodulacao com fucoidanas
num intervalo de 100-300 mg/Kg (Li et al, 2023), o que demonstra que Mp-SP apresenta uma
maior poténcia em relagdo ao seu efeito antitumoral ja que a dose de 50 mg/Kg foi capaz de
causar essa inibi¢do in vivo. Observamos que a associagdo de Mp-SP 50 mg/Kg com DCZ 50
mg/Kg foi capaz de inibir o crescimento tumoral em 41% quando comparado ao grupo salina
(Figura 27). Além disso, quando comparado o grupo da associacdo com dacarbazina isolada,
observamos uma redugdo de 84% no peso do tumor dos animais. Apesar da dacarbazina ser o
farmaco de escolha na clinica para pacientes com melanoma, nosso estudo ndo demonstrou

uma inibi¢ao do crescimento tumoral dos animais tratados com DCZ isolada.
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A combinagdo de quimioterapia eficaz com regimes adjuvantes imunoestimulantes
tem se tornado uma nova esperanca no tratamento do cancer (Zhang et al, 2009). Estudos tém
mostrado que varias combinagdes de quimioterapicos ja utilizados na clinica e
imunomoduladores podem prolongar efetivamente a sobrevida de pacientes com cancer,
reduzir os efeitos colaterais dos medicamentos quimioterdpicos ¢ aumentar a absor¢do e a
sensibilidade a quimioterapia (Zhang et al, 2009; Baars et al, 2002). Como
imunomoduladoras, as fucoidanas tém um efeito tnico quando usado em combinagdo com
medicamentos quimioterdpicos. A cisplatina polariza mondcitos e macréfagos MO para
fenotipos M2, e o oligo-fucoidano reduz esses efeitos colaterais. Além disso, o oligo-
fucoidano potencializa a citotoxicidade da cisplatina (Chen et al, 2020). Pawer e
colaboradores relataram nanoparticulas carregadas com fucoidana e doxorrubicina (DOX),
que aumentaram a citotoxicidade da DOX e melhoraram o microambiente tumoral
imunossupressor, induzindo macréfagos associados ao tumor a adotarem um fenoétipo M1
(Pawar et al, 2019). De maneira semelhante, Lins e colaboradores (2009) demonstraram o
aumento da eficacia antitumoral de 5-FU quando utilizados em associagdo contra a linhagem

de sarcoma 180, além de prevenir contra a imunodeficiéncia causada por esse quimioterapico.
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Figura 27 — Pardmetros do ensaio antitumoral da associacdo de Mp-SP com o quimioterapico
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Os animais tratados com associacdo de Mp-SP e Dacarbazina nas doses de 50 mg/Kg apresentaram uma inibigao
do crescimento tumoral. O tratamento foi realizado apds o tumor ficar palpavel e foram feitas administragdes em
dias alternados para os grupos salina e Mp-SP 50mg/Kg, totalizando 5 administragdes e tratamento com
Dacarbazina isolada ou associada a cada 4 dias, totalizando 3 administracdes. A-D. Volumes tumorais
observados nos dias de tratamento. a: quando comparado com Salina; b: quando comparado com DCZ; c:
quando comparado com Mp-SP; d: quando comparado com Associagao. E. Peso dos tumores coletados no dia da
eutanasia. F. Volume tumoral de todos os dias juntos. a: Salina quando comparado com Mp-SP; b: Salina quando
comparado com Associagdo; c¢: DCZ quando comparado com MP-SP; d: DCZ quando comparado com
associagdo; e: Salina quando comparado com DCZ. Os valores foram analisados por Analise de Variancia
(ANOVA), seguida de pos teste de Dunnet ou Newman Kells. *p<0,05.
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O peso dos orgdos também foi avaliado. Mp-SP administrado intraperitonealmente a
50 e 100 mg/Kg induziu um aumento de 57 e 92%, respectivamente no peso do bago de
camundongos em comparagao com o grupo salina (Figura 28 A). O aumento no peso do bago,
pode ser considerada uma caracteristica da ativagao da resposta imune do hospedeiro. PS de
Dictyota caribaea induziu um aumento no peso do bago com hiperplasia da polpa branca em
um modelo in vivo de sarcoma-180 (Assef et al, 2021). Agarana sulfatada de Gracilaria
lemaneiformis inibiu o crescimento de tumores em um modelo murino de hepatoma. Além
disso, esse PS promoveu um efeito imunomodulador, verificado pelo aumento do peso do
baco e do timo, bem como pelo aumento da atividade fagocitica de macréfagos (Fan et al,
2012). Resultados comparaveis foram observados em camundongos portadores de tumor
tratados com polissacarideos de Sargassum vulgare (Sousa et al, 2007). Nao foi observada
diferenga significativa no peso do figado (Figura 28 C), porém o peso dos rins apresentou
uma diminui¢do nos grupos tratados isoladamente, mas ndo na associac¢ao (Figura 28 B) que
precisa ser avaliada de forma histopatologica para verificar se ha algum dano reversivel nesse
orgdo causado pelos tratamentos. Ensaios bioquimicos também devem ser realizados para

entender o motivo da associacdo nao ter reduzido o peso dos rins.

Figura 28 — Peso dos 6rgdos dos animais transplantados com melanoma B16-F10
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Os animais foram tratados com salina, Mp-SP 50 mg/Kg isolado ou em associagdo com Dacarbazina 50
mg/ Kg e Dacarbazina 50 mg/Kg isolada, totalizando 5 dias de tratamento. Os 6rgaos fugado, rins e bago
foram coletados no dia da eutanasia para pesagem. Os animais tratados com Mp-SP isolado ou em
associacdo com Dacarbazina apresentaram um aumento do peso do bago (A) e uma diminuicdo do peso
dos rins (B). Nao foram observadas mudangas no peso do figado dos animais (C). Os valores dos pesos
foram analisados por Analise de Varidncia (ANOVA) seguido do pds-este de Dunnet. *p<0,05 quando
comparado ao grupo salina.

Em conjunto, os dados deste trabalho indicam que Mp-SP ¢ capaz de modular o MAT
por meio da reducdo de macrofagos com caracteristicas semelhantes ao fendtipo M2 e do
aumento de macréfagos com caracteristicas semelhantes ao fen6tipo antitumoral. Além disso,

a associagdo com quimioterapico DCZ promoveu um efeito antitumoral provavelmente em
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razdo da modulagdo do MAT através da polarizagdo de macrofagos, o que mostra um perfil
imunoestimulante importante e promissor de Mp-SP (Figura 29). Além disso, ainda ndo ha
trabalhos utilizando fucoidanas de Macrocystis pyrifera demonstrando seu efeito antitumoral
in vivo por meio da modulagdo do sistema imune. Estudos de mecanismo de acdo e vias
envolvidas no efeito antitumoral através da polarizagdo dos macréfagos devem ser conduzidos

para melhor entendimento da agdo deste polissacarideo.

Figura 29 — Desenho esquematico da inibi¢do tumoral causada pelo polissacarideo sulfatado da Macrocystis
pyrifera por meio da modulagdo de macréfagos no microambiente tumoral.
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Fonte: Criado pela autora com BioRender.com
Legenda: Mp-SP: polissacarideo sulfatado da alga M. pyrifera; MAT: microambiente tumoral; NO: 6xido nitrico
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12 CONCLUSOES

e Mp-SP apresentou um potencial imunoestimulante através da diferenciacdo de
macréfagos para um fendtipo antitumoral e foi capaz de aumentar a sensibilidade de
células B16-F10 a Dacarbazina associada a Mp-SP
e Mp-SP ndo apresentou citotoxicidade contra células de melanom murino B16-F10,
mas modulou macréfagos murinos RAW264.7 para um fenotipo semelhante ao M1 in
Vitro

e Mp-SP também reduziu o crescimento tumoral de B16-F10 através da modulacdo de
macrofagos in vivo

e Mp-SP em associacdo com dacarbazina promoveu a inibicdo tumoral quando
comparado aos grupos isolados do PS e do quimioterapico, causando um aumento do

tamanho do baco o que sugere seu potencial imunoestimulante no MAT

13 CONSIDERACOES FINAIS

Juntos, os resultados do presente trabalho mostram o potencial imunomodulador das
fucoidanas e sua capacidade de inibir o crescimento tumoral através da modulagdo de
macrofagos no MAT. Apesar de os resultados sugerirem uma polarizacao dos macréfagos para
o fendtipo antitumoral M1, ensaios mais direcionados de marcagdo devem ser realizados a fim
de comprovar o perfil para o qual os macréfagos estdo sendo modulados, considerando o
amplo espectro encontrado nestas células.

Além da grande diversidade de produtos naturais que podem ser explorados nesse
contexto, os custos para utilizacdo desse tipo de produto sdo mais baixos do que a
quimioterapia e imunoterapia utilizada na clinica, o que traz uma perspectiva de novas
abordagens contra o cancer de maneira sustentavel, diminuindo efeitos colaterais e
potencializando efeito antitumoral desses farmacos. Isso mostra o potencial promissor das

fucoidanas sulfatadas no cancer.
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Abstract

Fucoidans are sulfated polysaccharides capable of exerting biological activities such as
antitumor and immunomodulatory effects. Previous studies demonstrated the antitumor
activity of non-cytotoxic fucoidans from the seaweed Dictyota caribaea (Dc-SP) in vivo.
Macrophages (Mfs) are innate immune cells capable of promoting or inhibiting tumor growth
depending on the stimulus. This study aimed to evaluate the immunostimulant activity of Dc-

SP on a murine Mfs cell line (RAW 264.7) in vitro. Dc-SP was assessed for its ability to
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modify cell viability and stimulate the production of antitumor markers on RAW 264.7 cells.
Dc-SP induced an increase (p<0.05) in the production of NO and cytokines TNF-a, IL-1p3, and
IL-10. The exposure of RAW 264.7 to Dc-SP also increased (p<0.05) the expression of M1
phenotype markers such as iNOS, CD86, and MHC II. Dc-SP did not exhibit direct
cytotoxicity on a murine melanoma cell line (B16-F10). However, the conditioned medium
(CM) obtained from RAW 264.7 previously stimulated with Dc-SP (CM-Dc-SP) showed
antiproliferative activity on tumor cells. B16-F10 incubated with CM-Dc-SP showed a
cytostatic profile, tumor cells did not alter membrane integrity, however, suffered
morphological changes such as cell shrinkage and high granularity. In conclusion, Dc-SP
stimulated RAW 264.7 to an antitumor phenotype.

Keywords: fucoidan; immunostimulatory activity; Dictyota caribaea

1. Introduction

Mfs are innate immune cells involved in a myriad of biological processes. Mfs play different
roles in the development of cancer and may present a phenotype with antitumor activity in the
early stages of progression and even another phenotype capable of promoting tumors in
established cancer [1]. Notably, Mfs are highly plastic cells and, depending on stimulation in
the tumor microenvironment (TME), may undergo phenotypic changes in their function.
Often, high infiltration of Mfs is strongly associated with a worse prognosis for the patient or
even a tumor progression in many types of solid tumors, including melanoma [2]. In addition,
Mfs can present antigens, secrete several important molecules, and can regulate the TME and
other physiological functions [3]. Depending on the stimulus, these Mfs can be polarized to a
classically activated (M1) or an alternatively activated (M2) phenotype with different marker
expressions involved [4]. Tumor-associated macrophages (TAMs) predominantly exhibit the

M2-like phenotype and are responsible for tissue repair, tumor angiogenesis, and wound
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healing, contributing to tumor growth. On the hand, M1-like phenotype are tumoricidal and
inhibit tumor growth [5,6]. Therefore, it is beneficial to have lower levels of M2-like

phenotype Mfs and higher levels of M1-like phenotype Mfs in TME.

Natural products, including polysaccharides, have been studied for their diverse biological
effects such as antitumor and immunomodulatory activities [7]. Thus, they are considered
important biological response modulators (BRM) capable of activating the host's innate and
acquired immune systems [8]. Fucoidans are natural polysaccharides containing L-fucose and
sulfate ester groups. Also called homofucans, they are constituents of brown seaweed and
some marine invertebrates (such as sea urchins and sea cucumbers) [9]. Fucoidans show
antitumor properties and immunomodulatory effects with low toxicity, anti-inflammatory, and
other pharmacological properties [10-12]. In our previous studies, we demonstrated that
fucoidan from the brown algae Dc-SP exhibited an inhibitory effect in vivo on the sarcoma-
180 tumor. However, it did not induce cytotoxicity on tumor cells in vitro. Additionally, Dc-
SP did not show toxic effects on mice. Nevertheless, spleen weight increased along with an
activated morphology, suggesting the observed antitumor effect may be related to an
immunomodulatory effect of Dc-SP [13]. In vitro studies are suitable to accelerate drug
discovery in several aspects highlighting the potential use of substances [14,15]. They include
low cost and amount of substances, reproducibility, and avoidance of ethical issues. In this
work, we evaluated the Mfs activation in vitro to an antitumor phenotype on RAW 264.7 cells

exposed to Dc-SP.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), antibiotics
(penicillin and streptomycin), and trypsin-EDTA were purchased from Gibco BRL Co. (Grand

Island, NY, USA). Lipopolysaccharide from Escherichia coli (LPS), acetic acid, triton X-100,
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sulfanilamide, and N-(1-Naphthyl)ethylenediamine (NED) reagents were obtained from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium nitrite (NaNO) was purchased from Dinamica
(Diadema, Sao Paulo, Brazil). TNF-a, IL-1B, and IL-10 ELISA kits were purchased from
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Surface markers anti-CD86, anti-MHCII, and
intracellular marker anti-iINOS were purchased from Thermo Fisher (Waltham, MA, USA).
2.2. Isolation of sulfated polysaccharide from Dictyota caribaea (Dc-SP)

The marine algae, Dictyota caribaea, was collected in March 2011 at Vermelha beach
(23°11°46.0” S and 44°38°38.0” W), Paraty, Rio de Janeiro, Brazil, separated of epiphytes and
from other species, washed with distilled water, air-dried, powdered and stored at -20°C.
Voucher specimens (RFA 38779) were deposited at the Herbarium of the Rio de Janeiro
Federal University, Brazil (Simas et al, 2014). The use of D. caribaea was registered on the
National System of Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
(SisGen) under the number #AC2D331. Dc-SP was obtained by proteolytic digestion using
papain incubated at 60°C for 12 h and sulfated polysaccharide was precipitated in the
presence of ethanol (at final concentrations of 9%) to obtain Dc-SP. The peak obtained at
DEAE-cellulose (Dc-SP) was applied to a High Q-HPLC at the same conditions of

equilibration, elution, collection, and fraction checked as previously described [13].

2.3. Cell lines, cell culture procedures, and treatments

RAW 264.7, a murine Mfs cell line, and B16-F10, a murine metastatic melanoma cell line,
were purchased from the Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil). They
were grown with DMEM medium, and supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM
glutamine, 100 pg/mL streptomycin, and 100 U/mL penicillin and incubated at 37 °C with a
5% CO; atmosphere.

The Mfs activation assays were conducted with RAW 264.7 cells plated at 1.5 x 10° cells/mL

and incubated for 24h with saline (as negative control), Escherichia coli lipopolysaccharide at
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100 ng/mL (LPS) as a positive control, or Dc-SP at 10, 100, and 250 pg/mL. The
antiproliferative assays were carried out with B16-F10 cells plated at 4 x 10* cells/mL and
incubated for 48h with conditioned medium obtained from saline-treated Mfs (CM-Saline),
LPS-treated Mfs (CM-LPS), Dc-SP-treated Mfs (CM-Dc-SP) or Doxorubicin at 0.6 uM
(DOX) as a gold standard antiproliferative positive control.

2.4. Griess assay

Mfs activation was initially determined by evaluating the NO production. Griess assay was
performed to measure nitrites accumulation the product of NO metabolism [16]. RAW 264.7
cells were incubated for 24 h with saline, LPS 100 ng/mL, or Dc-SP (at all concentrations
described above). The nitric oxide (NO) levels formed in the supernatant of Mfs RAW 264.7
were indirectly measured by the Griess test.

2.5. Cytokines expression.

The levels of cytokines IL-10, TNF-0, and IL-1p present in the CM samples were quantified
by ELISA using antibodies obtained from R&D Systems according to the manufacturer's
instructions.

2.6. Flow cytometry analysis

We used FITC-conjugated anti-CD86 (11-0862-82) and PE-conjugated anti-MHCII (12-5320-
82) antibodies from Thermo Fisher (Waltham, MA, USA) to stain the Mfs activation markers
CD86 and MHCII, respectively. Cells were incubated with the antibodies for 30 minutes at
4°C in FACS buffer (PBS supplemented with 4% FBS) and then washed with FACS buffer
again. The cells were fixed with paraformaldehyde 1% for 5 minutes and permeabilized with
Triton 0.1% for 5 minutes for iNOS labeling. Then, cells were incubated with Alexa Fluor
488-conjugated anti-NOS2 (53-5920-82) for 30 minutes at 4 °C in FACS buffer and washed
with FACS buffer again. We used flow cytometry (model FACSVerse, BD Biosciences, San

Jose, USA) for data acquisition and FlowJo software (San Jose, CA, USA) for the analysis.
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Ten thousand events were acquired excluding debris and doublets for each tube. Median
fluorescence intensity values (MFI) of iNOS, MHCII, and CD86 staining were normalized
using the mean MFI values of the negative control. Additionally, the percentage of double-
labeled cells was used to show the population of cells expressing MHC II and CD86
simultaneously.

2.7. Evaluation of antiproliferative effect in vitro

The antiproliferative effect of samples was performed by the sulforhodamine B (SRB) assay
[17]. SRB assay is used for the determination of cell density, based on the measurement of
total cellular protein content, and does not depend on cellular metabolism.

B16-F10 cells were then incubated for 48h with CM-Saline, CM-LPS, CM-Dc-SP, or DOX.
Therefore, we added 100 pL of CM to an equal volume of the B16-F10 supernatant (1:1 v/v),
resulting in a dilution factor = 2. Absorbances were read on a plate spectrophotometer (Fisher
Scientific, model Multiskan FC) at 564 nm or 570 nm. Using the same treatments above,
Flow cytometry experiments were performed to evaluate changes in cell characteristics. Also,
cell count, membrane integrity, and morphological changes were assessed. Flow cytometry
analysis was performed using appropriate gating strategies for the desired cell population,
with debris and aggregates excluded from the analysis. 10 thousand events were acquired in
the flow cytometer for evaluation of cell count, morphology, and cell viability. The results
were analyzed using FlowJo software.

2.8. Statistical analyses

The data are expressed as mean +SD. The surface staining for iNOS quantification and the
morphological parameters assay were performed in two independent experiments. All other
experiments were performed in three independent experiments. The differences between
experimental groups were compared by One-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by

Dunnet’s post-test to evaluate the tumor and organs weight (p<0.05) and Newman-Keuls’
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post-test for evaluating the biochemical and hematological parameters (P<0.05) using the

GraphPad PRISM program 5 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, USA).

3. Results and Discussion

3.1. Dc-SP polarizes macrophages towards to M1 phenotype

3.1.1 Nitric Oxide and Cytokines Release

Dc-SP stimulated the production of NO levels (Fig 1A) and increases iNOS (Fig 2A-B)
expression in RAW 264.7 cells. In addition, Dc-SP also increased secretion of the cytokines
TNF-0, IL-1B, and IL-10 (Fig 1B-D), when compared to the negative control group. Nitric
oxide is a highly volatile free radical that participates in various physiological and
pathological processes in the body, such as the regulation of blood pressure, inhibition of
leukocyte adhesion to the endothelium, and induction of apoptosis [18,19]. Both the presence
of pathogenic microorganisms and certain substances can activate Mfs, resulting in the
secretion of cytokines that play a crucial role in the host immune response [20]. As described
in the literature, sulfated polysaccharides have immunomodulatory potential in cytokine
production [21-23].

Studies have shown that fucans are capable of modulating cytokines and NO, demonstrating
the immunomodulatory potential of this polysaccharide [24,25]. Together, these markers
indicate that RAW 264.7 were polarized towards an M1-like phenotype, which is associated
with inflammatory, microbicidal, and tumoricidal activities [26,27]. The immunomodulatory
effect of fucoidans on Mfs is associated with the production of pro-inflammatory cytokines,
such as TNF-a, IL-6, IL-1B, as well as the production of nitric oxide (NO) and iNOS. [7, 28-
30]. Sulfated fucans derived from Agarum cribrosum led to a notable elevation in nitric oxide
production and the upregulation of iNOS expression and IL-10 because of nuclear factor

kappa B (NF-kB) activation in the RAW 264.7 cell culture [31]. Another study shows
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increased NO production in RAW 264.7 in a dose-dependent manner when exposed to
fucoidan from brown algae Nizamuddinia zanardinii. Moreover, this fucoidan induces an up-
regulation of iNOS, TNF-q, IL-6, and IL-1f mRNA [30]. Similarly, fucoidan isolated from
Laminaria angustata induced Mfs activation to Ml-like phenotype since increased NO
production and TNF-a and IL-6 synthesis and secretion in RAW 264.7 [32]. Fucoidan
extracted from Laminaria japonica induced the release of NO, IL-6, and TNF-a in RAW
264.7. Furthermore, fucoidan from L. japonica enhanced the percentage of CD86+ cells,
while the percentage of CD206" cells was decreased after incubation with RAW 264.7 or
mouse bone marrow-derived monocytes (BMDMs) [33].

Tabarsa and cols showed that a fucoidan from Nizamuddinia zanardinii upregulated the iNOS
expression and NO production and released several pro-inflammatory cytokines such as TNF-
a, IL-1B, IL-6, and anti-inflammatory IL-10 [30]. The IL-10 produced inhibited the
overexpression of cytokines TNF-a, IL-1P, and IL-6, exhibiting immunological responses
[34]. These results suggest that the production of anti-inflammatory cytokines may suppress
the overactivation of RAW 264.7 by secreting anti-inflammatory cytokines such as IL-10,
thus helping to balance the ratio of pro- and anti-inflammatory cytokines in fucoidan-
activated RAW 264.7.

3.1.2 Expression of surface activation markers

Dc-SP increased the expression of the MHC II and the CD86 on the surface of RAW 264.7
cells (Fig. 2C-H). CD86 expression increased by 1.6-fold and about 4.5-fold for MHC-II
when compared with the saline group (p<0.05). CD86 is a co-stimulatory molecule
considered a marker for M1 phenotype [20,35]. Furthermore, Mfs present antigens to helper T
cells through the CD86 and MHC II, regulating innate and adaptive immune responses in the
presence of pathogens or activating substances [36]. The up-regulation of MHC II is

implicated in antigen presentation and T cell activation, as well as being involved in the
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interaction between T cells and antigen-presenting cells, such as Mfs, for antitumor activities.
[37,38].

A study demonstrated that Polysaccharide-Protein Complex from Lycium barbarum L. was
able to activate Mfs by inducing the expression of co-stimulatory molecules such as CDS8O0,
CD86, and CDA40, as well as increasing the production of MHC II and cytokines TNF-a, IL-
1B in RAW 264.7 Mfs [39]. A polysaccharide from Tinospora cordifolia activated Mfs
through the classical pathway in a TLR4-MyD88 dependent manner, leading to the production
of M1 markers such as nitric oxide (NO), inducible nitric oxide synthase (iNOS), pro-
inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-B, IL-6, IL-12, IL-10, and IFN-y, as well as
activated Mfs surface markers such as CD86 and MHCII [41]. M1 activation is advantageous
for the host, as cytokines such as IFN-y, IL-1B, and IL-6 produced by Mfs exhibit an anti-
tumoral response. On the other hand, TAMs with an M2 phenotype is often associated with
pro-tumoral effects, such as tumor growth, metastasis, and angiogenesis [41,42].

Altogether, our results suggest that Dc-SP is a promising immunomodulatory agent by
modulating Mfs to an M1 phenotype. Additionally, Dc-SP exerts in vivo antitumor inhibition
and may modulate the TME targeting Mfs [13]. Then we further investigate the
antiproliferative activity of CM-RAW 264.7 exposure to Dc-SP on tumor cells, described

below.

3.2. Antitumor potential of macrophages stimulated with Dc-SP

3.2.1 Conditioned medium obtained from RAW 264.7 cells stimulated with Dc-SP inhibits
the proliferation of B16-F10 cells

Dc-SP did not show cytotoxicity against the B16-F10 murine melanoma cells (Data not

shown). However, the CM samples showed inhibition of tumor growth cells (Fig. 3A).
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A decrease in the number of cells can be observed at concentrations of 100 and 250 pg/mL of
CM of Mfs activated by Dc-SP when compared with the control group (Fig. 3C), suggesting
that Dc-SP favors an inhibition of B16-F10 murine melanoma proliferation. Doxorubicin
(DOX) at 0.6 uM also reduced cell counts. However, as shown in Fig. 3B, no changes were
found in the integrity of the membrane of cells treated with CM, showing that the sample did
not damage the cell membrane. Only DOX changed the percentage of cells with intact
membranes. Besides, the morphological analysis showed increases in the populations of cell
shrinkage and cells with high granularity (Fig. 3D-F).

Engstrom and colleagues demonstrated that the CM of human Mfs polarized to an M1-
phenotype after LPS and interferon-gamma (IFN- y) exposure inhibits the proliferation of
colorectal adenocarcinoma cell lines [43]. Already the CM from RAW 264.7 polarized to M1-
like phenotype with fucoidan from L. japonica significantly reduced the cell viabilities of two
tumor cell lines (HCT116 and RKO) by about 40% [33]. In the same way, fucoidan from
Cladosiphon okamuranus did not inhibit cell growth of sarcoma 180 in vitro. However, when
cocultured with RAW 264.7 in contact with these fucoidans, tumor cell growth was inhibited.
This effect was attributed to the NO release by RAW 264.7 as a marker for the M1 phenotype
[44]. Our approach could not relate NO effect, once we used the supernatant, which already
converted NO to nitrite and later is not active. Nevertheless, due to the recognized cytotoxic
effect of the TNF family, we used tested the antiproliferative activity of TNF-a to evaluate its
putative role on the B16-F10 inhibition by CM from RAW 264.7 cells. However, TNF-a. did
not inhibit B16-F10 cell growth after 48h of treatment at concentrations found in CM samples
on ELISA assay. Therefore, other mediators produced by Mfs must be related to the inhibition
of B16-F10 cell growth.

Apoptosis is one of the main mechanisms by which anticancer chemotherapeutic agents kill

cells. Hydrophilic high molecular weight DNA markers, such as propidium iodide, cannot
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penetrate intact cells due to their size and do not label apoptotic cells unless they exhibit
changes in plasma membrane permeability, as occurs in the late stages of apoptosis [45]. Cell
shrinkage due to dehydration can be detected in the early stages of apoptosis as a decrease in
the intensity of the forward scatter (FSC) light scattering signal [46,47]. Some fucans exhibit
antiproliferative activity through various mechanisms, such as induction of cell cycle arrest,
apoptosis, and activation of the immune system. These activities such as the induction of
inflammation through the immune system, oxidative stress, and mobilization of stem cells
have been reported to be linked to these anticancer properties [48].

One previous report suggested that the antitumor activity of fucoidan Dc-SP against S-180
cells in vivo is related to the enhancement of immune responses [13]. It shows that Dc-SP has
an antitumor activity through immunomodulation of the TME rather than directly killing
tumor cells, which could be promising in terms of reducing the side effects of cytotoxic
substances.

Taken together, our data suggest the antitumor activity in vivo previously reported for Dc-SP
[13] may be related to Mfs activation to M1 phenotype.

4. Conclusions

Dc-SP polarizes RAW 264.7 to a pro-inflammatory and an antitumor phenotype in vitro.
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Fig. 1. Sulfated polysaccharide from brown algae Dictyota caribaea induces an M1
phenotype on macrophages. RAW264.7 cells were exposed to saline as a negative control,
E. coli lipopolysaccharide at 100 ng/mL (LPS) as a positive control, and increasing
concentrations of sulfated polysaccharides from D. caribaea (Dc-SP) for 24h. A, Nitrite levels
produced by Mfs (RAW264.7 cell line) were evaluated by Griess assay, while B-D show the
levels of IL-B, TNF-a, and IL-10 respectively evaluated by ELISA. Data are presented as
mean £SD. Differences between the negative control versus the other groups were determined
by the analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-test. *p<0.05 when
compared with negative control. Results are representative of three independent experiments,

each one performed in triplicate.
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Fig. 2. Sulfated polysaccharide from brown algae Dictyota caribaea induces expression
surface and intracellular markers. Expression of iNOS, CD86, and MHCII was evaluated
on RAW264.7 cells by flow cytometry. RAW?264.7 cells were incubated for 24 h with saline
as a negative control, E. coli lipopolysaccharide at 100 ng/mL (LPS) as a positive control, and
Dc-SP at 250 pg/mL. Flow cytometry histograms are depicted in A, C, and E. Median
fluorescence intensity (MFI) data are depicted in B, D, and F, as normalized values. The
percentage of CD86"/MHCII" cells is depicted in G and H. The flow cytometry experiments
acquired ten thousand events, excluding debris and doublets. Unstained cells (UnM) were
used as a reference for basal antibody background. Data on B, D, F, and H are presented as

mean £SD. The mean differences between the negative control versus other groups were
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compared by analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-test. Results are

representative of three independent experiments, each one performed in triplicate.
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Fig. 3. Antiproliferative effect of conditioned medium of macrophages stimulated with
sulfated polysaccharide from Dictyota caribaea on melanoma. Conditioned medium (CM)
was obtained from the supernatant of RAW264.7 cells incubated with saline (CM-Saline), E.
coli lipopolysaccharide at 10 ng/mL (CM-LPS), doxorubicin at 0.6 p M (DOX) and Dc-SP
(CM-Dc-SP) for 24h. BI16-F10 cells were then incubated with CM for 48h. A,
Antiproliferative effect of Dc-SP against the murine metastatic melanoma cell line (B16-F10)
evaluated by SRB assay. B and C, Cell count and cell viability of B16-F10 cells by flow
cytometry. D-F, Cell morphology analyzed by flow cytometry. Data of A-E are presented as
mean +SD. Differences between data normalized to the percentage of cell growth inhibition
of negative control versus other groups were determined by the analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s post-test. *p<0.05. Legend: S, Cell shrinkage; G,
Granulosity; N, Normal morphology of cells. Results are representative of two independent

experiments, each one performed in triplicate.
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