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RESUMO

Estatisticas afirmam que a segunda maior causa de morte no Brasil desde 2003
ocorre por cancer, em um panorama geral, isso equivale a 17% dos 6bitos. Esta
doenca é caracterizada pela proliferacédo desordenada de células, incapacidade de
diferenciacéo celular e capacidade de invasao tecidual (metastases). O melanoma é
um tipo de cancer muito agressivo, com uma alta taxa de mortalidade, que possui
origem em melandcitos que sofreram alteracdes genotipicas e/ou fenotipicas, pelo
seu alto potencial metastatico € considerado muito grave. Por ser tratar de um
cancer muito agressivo, as terapias existentes nao tém grande eficacia nos
tratamentos convencionais, além de apresentarem muitos efeitos colaterais, 0s quais
sdo, nha maioria das vezes, incuraveis. Embora haja uma busca incansavel pelos
melhores tratamentos, observamos uma limitagdo nas drogas antitumorais, pelos
seus efeitos colaterais e toxidade das quimioterapias usuais. Existem relatos na
literatura de que fungos s&o fonte de varias substancias bioativas, entre elas
podemos citar: terpendides, esteroides, proteinas, lectinas, proteoglicanos e
especialmente os polissacarideos, com capacidade de modulacdo do sistema
imunoldgico, bem como a¢ao antitumoral, dentre outras atuacfes. Sao exemplos de
polissacarideos: as manogalactanas, fucomanogalactanas e fucoglucogalactanas.
Com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais das terapias padrdes, propomos
neste projeto investigar o possivel potencial antitumoral de 6 diferentes
polissacarideos, extraidos e isolados de fungos dos géneros: Pleurotus, Agaricus e
Lentinus. Foram realizadas analises in vitro com a linhagem tumorigénica B16F10
(melanoma murino). Essa linhagem foi exposta aos diferentes polissacarideos na
concentracdo de 500ug/mL em curva de tempo, e posterior avaliacdo de especificas
dindmicas e eventos celulares, foram desenvolvidos dentro deste trabalho os
seguintes ensaios: viabilidade celular, citotoxicidade celular e avaliacdo das
alteragcdes morfolégicas e ultraestruturais induzidas pela agdo destes diferentes
polissacarideos. Os resultados obtidos nos mostram que os polissacarideos P1, P2,
P4 e P6 nao apresentaram citotoxicidade as células nos tempos de 24 e 48 horas,
engquanto que os polissacarideos P3 e P5 apresentaram-se citotoxicos no tempo de
24 horas e o polissacarideo P3 no tempo de 48 horas. As imagens obtidas por meio
de Microscopia Eletrénica de Varredura nos permitem visualizar que as células
controle s&o menores, nao apresentam inibicdo de contato e possuem
caracteristicas de células tumorigénicas; do mesmo modo que as células expostas
aos polissacarideos P1, P5 e P6 apresentam-se maiores, mais espraiadas, mais
aderidas e, consequentemente, mais estacionarias; e ainda, as células expostas aos
polissacarideos P1, P3 e P5 apresentam morfologia estrelar e expansdes celulares
de forma arborescente ao redor de todo corpo celular muito proeminentes.

Palavras chave: Cancer. melanoma. linhagem B16F10 (melanoma murino). estudo in
vitro. polissacarideos. poténcial antitumoral. Pleurotus. Lentinus. Agaricus.



ABSTRACT

Statistics say the second leading cause of death in Brazil since 2003 due to cancer
occurs in an overview, this equates to 17% of deaths. This disease is characterized
by uncontrolled cell proliferation, cell differentiation and inability invasiveness tissue
(metastasis). Melanoma is a very aggressive type of cancer, with a high mortality
rate, which has origins in melanocytes that have undergone genotypic changes and /
or phenotypic characteristics, due to its high metastatic potential is considered very
serious. Because it is a very aggressive cancer, existing therapies that are not very
effective in conventional treatments, and they offer many side effects, which are, in
most cases, incurable. Although there is a relentless search for better treatments, we
observed a limitation of antitumor drugs by their side effects and toxicity of
chemotherapy usual. There are reports in the literature that fungi are a source of
various bioactive substances, among them we can mention: terpenoids, steroids,
proteins, lectins, proteoglycans and polysaccharides in particular, capable of
modulating the immune system as well as anti-tumor action, among other
performances. Examples of polysaccharides: the manogalactanas, and
fucomanogalactanas fucoglucogalactanas. In order to minimize the side effects of
standard therapies, we propose this project to investigate the possible anti-tumor
potential of 6 different polysaccharides, extracted and isolated the fungi: Pleurotus,
Agaricus and Lentinus. Analyzes were carried out in vitro with the tumorigenic line
B16F10 (murine melanoma). This strain was exposed to various concentrations of
polysaccharides in 500ug/mL time curve, and subsequent evaluation of specific
dynamic and cellular events were developed in this study, the following tests: cell
viability, and cellular cytotoxicity assessment of morphological and ultrastructural
induced the action of these different polysaccharides. The paper results show that
the polysaccharides P1, P2, P4 and P6 of the cells did not show cytotoxicity at 24
and 48 hours, while the polysaccharides were P3 and P5 are cytotoxic at 24 hours
and P3 at the time of polysaccharide 48 hours. The images obtained by Scanning
Electron Microscopy allow us to see that the control cells are smaller, they do not
exhibit contact inhibition and they have characteristics of tumorigenic cells, the same
way that cells exposed to polysaccharides P1, P5 and P6 are presented more
expanded, more adherent and therefore more stationary, and also the cells exposed
to polysaccharides P1, P3 and P5 have stellar morphology and cellular expansion
arborescent shape around the cellular body very prominent.

Keywords: Cancer. melanoma. line B16F10 (murine melanoma). in vitro study.
polysaccharides. antitumor potential. Pleurotus. Agaricus. Lentinus.
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1 INTRODUCAO

Cancer € o termo empregado para descrever mais de uma centena de
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células. Sob intensa
acao proliferativa estas células tendem a formacéo de tumores (acimulo de células
cancerosas) (INCA, 2011). Os tumores séo classificados em benignos ou malignos.
Nos tumores benignos, diferentemente dos malignos, as células multiplicam-se
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, e ndo possuem a
capacidade invasiva, raramente constituindo um risco a vida (INCA, 2011).
Diferentemente, os tumores malignos tém como caracteristica principal alto poténcial
invasivo; as células possuem capacidade de se desprender do seu local de origem,
migrar e adentrar aos vasos sanguineos e colonizam outros tecidos ou 0rgaos,
caracterizando o processo de metastase (INCA, 2011).

O melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele maligno que embora sé
represente 4% dos tipos de cancer dessa natureza, € o mais grave devido a sua alta
capacidade de metastase resultando em altos indices de mortalidade. Por ser um
cancer muito agressivo, atualmente os tratamentos com quimioterapicos tém sido
pouco eficientes além de apresentarem efeitos colaterais severos (GUIMARAES et
al.,, 2010), fazendo-se necessario o estudo e desenvolvimento de outras formas de
tratamento, que diminuam os efeitos colaterais e sejam mais eficazes.

Trabalhos envolvendo a acdo antineoplasica de polissacarideos obtidos de
fungos tém sido reportados desde 1957 (OOl E LIU, 2000). Entretanto, os
mecanismos da atividade antitumoral destes polimeros ainda ndo sao evidentes,
havendo a necessidade de mais estudos.

Diante do exposto o Laboratério de Investigacdo de Polissacarideos
Sulfatados (LIPS) objetiva, através de metodologias cientificas, investigar a possivel
acao anti-tumoral de polissacarideos extraidos de 3 diferentes géneros de fungos

empregando-se como modelo experimental a linhagem B16F10 (melanoma murino).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

Notavelmente, a mais antiga descricdo e tratamento cirurgico do cancer
aconteceu em 1600 a.C. no Egito, onde foram descritos oito casos de tumores que
ocorreram na mama e adotou-se como tratamento a cauterizagdo. Hoje, o cancer é
uma das principais causas de morte no mundo, com o nimero de casos aumentando
significativamente, devido em parte ao maior indice da expectativa de vida com
aumento dos indices do envelhecimento da populacéo global (VISVADER, 2011). Na
Europa e na América do Norte, estima-se que, uma em cada quatro pessoas ira
morrer de cancer (ALBERTS, et al, 2006).

O cancer é considerado uma doenca fundamentalmente genética que se
desenvolve pelo acumulo de mutacdes que surgem como consequéncia de
mudancgas patologicas nas informac¢des contidas no DNA. Essas muta¢cfes podem
ser causadas por agentes mutagénicos, que incluem radiacdo ionizante, quimicos
carcinogénicos ou ainda podem ocorrer espontaneamente como resultado de
alteracfes nos processos de replicacdo e raparo do DNA. As mutacdes que levam
ao cancer conferem as células mutantes uma vantagem competitiva em relacdo as
células normais, proporcionando-lhes aumento da proliferacdo e da sobrevivéncia
celular (ALBERTS, et al. 2006). Para que uma célula cancerosa torne-se bem
sucedida, deve adquirir diversas caracteristicas anormais durante seu
desenvolvimento, dentre elas: a dependéncia reduzida dos sinais de outras células
para seu crescimento, sobrevivéncia e divisdo, sendo esta caracteristica geralmente
associada as mutagcdes nos componentes das vias de sinalizagdo celular; células
cancerosas S80 menos propensas a morrerem por apoptose, devido a mutagdes nos
genes que regulam o mecanismo de morte celular programada; células cancerosas
podem se proliferar indefinidamente devido a reativacdo da producdo da enzima
telomerase — que mantém o tamanho dos telébmeros; apresentam capacidade
migratoria, invasiva e metastatica, pois comumente tem a capacidade de expressar
diferentes moléculas de adeséo celular as quais quando em células normais estas

sao responsaveis por manter as células em seu local de origem; e conseguem estas
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células tumorais sobrevivem e proliferam em tecidos distintos, formando metastases
(ALBERTS, et al. 2006).

Existem muitos tipos de cancer e em cada tecido podem-se originar diversas
classes de manifestacdes oncoldgicas. A classificagcdo dos processos tumorais se
estabelece em funcdo do tecido de que procedem. Existe uma padronizacao
internacional na nomenclatura empregada para os diferentes tumores dependendo
do tecido que deu origem a este: se 0 cancer tem inicio em tecidos epiteliais como
pele ou mucosas ele € denominado carcinoma, se este tem origem em tecido
conjuntivo como 0sso, musculo ou cartilagem €é chamado de sarcoma. Tanto
carcinomas quanto sarcomas sao subclassificados conforme o tipo de estrutura que
simulam, por exemplo, os adenocarcinomas simulam uma glandula; os
osteossarcomas, 0S 0SS0S; 0S osteocondromas, as articulagdes; os linfossarcomas,
ganglios linfaticos; os reticulossarcomas, as células reticulares. Existem também as
leucemias, que podem ser classificadas em: miel6ides, linfoides, eosinofilicas e
monaociticas, conforme o tipo de célula sanguinea que é afetada (National Cancer
Institute, EUA, 2011; INCA, 2011).

As causas que induzem ao céncer sdo variadas, podendo ser externas ou
internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas
relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios de um
ambiente social e cultural. As causas internas sdo, na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas, estdo ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressdes externas. Esses fatores podem interagir de véarias formas,
aumentando a probabilidade de transformagdes malignas nas células normais
(INCA, 2011 e ALBERTS, et al. 2006).

Os tipos mais incidentes de canceres, com excecao do cancer de pele nédo
melanoma, seriam os de préstata e pulméo, no sexo masculino; mama e colo do
utero no sexo feminino. O cancer representa, no Brasil, a segunda maior causa de
morte e 17% do total dos Obitos. Esta doenca € o ponto final de um longo processo
com trés fases: iniciacao, promocao e progressao, que refletem alteracdes genéticas
acumuladas, que transformam células normais em células neoplasicas (INCA, 2011).

E amplamente aceito que lesBes genéticas tém um papel importante na
determinacdo do fendtipo do tumor e apos as células adquirirem a lesdo genética
tem-se inicio o cancer. A identificacdo destas populacdes de células é um ponto

crucial que pode permitir uma deteccdo mais precoce de doencas malignas e uma
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melhor previsdo do comportamento do tumor, e finalmente pode levar a terapias
preventivas para os individuos com alto risco de desenvolver cancer (VISVADER,
2011).

Heterogeneidade fenotipica e funcional sé&o caracteristicas dos canceres que
ocorrem em varios orgdos. A variabilidade pode ocorrer entre os tumores originados
no mesmo orgao (heterogeneidade intertumoral), levando a classificacdo de tumores
de distintos subtipos. Estes subtipos séo tipicamente caracterizados por seu perfil
molecular, juntamente com sua morfologia e expressdo de marcadores especificos
(como hormonios e receptores de diferentes fatores de crescimento). VariagOes
também ocorrem no interior de cada tumor (heterogeneidade intratumoral), no qual
as células do tumor, muitas vezes possuem caracteristicas distintas devido as
diferencas na expressado de marcadores especificos (VISVADER, 2011).

Os tumores ditos benignos n&o apresentam poténcial invasivo ou
metastatico, ou seja, ndo possuem capacidade de invadir e colonizar novos 6rgaos e
tecidos, podendo este ser removido cirurgicamente. Diferentemente dos tumores
benignos, os chamados tumores malignos possuem alto poder invasivo, o que lhes
confere a capacidade de adentrar a corrente sanguinea e vasos linfaticos
possibilitando a colonizagdo de outros 6rgaos e tecidos, formando metastase, sendo
estas as caracteristicas que tornam os tumores malignos tdo dificeis de serem
erradicados (ALBERTS, et al. 2006).

A tabela a seguir evidéncia em ordem decrescente da esquerda para a
direita, os trés locais mais comuns de metastase, excluindo os ganglios linfaticos,

para varios tipos de cancer (National Cancer Institute, EUA, 2011).

TABELA 1 - PRINCIPAIS TIPOS DE CANCER E SEUS PRINCIPAIS ALVOS METASTATICOS.

TIPO DE CANCER PRINCIPAIS ALVOS METASTATICOS
Mama Pulmdes, Figado e Ossos

Célon Figado, Periténio e Pulm&es

Rim Pulmdes, Figado e Ossos

Pulmé&o Glandula Adrenal, Figado e Pulmé&o
Melanoma Pulmdes, Pele, Musculos e Figado
Ovario Peritbnio, Figado e Pulm&es

Pancreas Figado, Pulmdes e Peritdnio
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TIPO DE CANCER PRINCIPAIS ALVOS METASTATICOS
Prostata Ossos, Pulmbes e Figado

Reto Figado, Pulmdes e Glandula Adrenal
Estébmago Figado, Peritonio e Pulmbes

Tir6ide Pulmd&es, Figado e Ossos

Utero Figado, Pulmdes e Peritonio

FONTE: NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA, (2011)

Diante da enorme dificuldade em se obter a cura do cancer, a prevencao
passa a ser de extrema importancia e para tanto se faz necessario conhecer os
possiveis agentes indutores. Estudos epidemioldgicos vém sendo empregados para
identificar fatores que possam estar relacionados com a incidéncia do céancer, e
esses estudos tem mostrado que fatores ambientais estdo intimamente ligados com
a maioria dos casos de cancer. Um exemplo de causa ambiental de cancer é o fumo,
0 qual é responsavel por quase todos os tipos de céancer de pulmdao, inclusive
promove aumento da incidéncia de outros tipos de cancer. O impedimento do uso do
tabaco poderia reduzir em aproximadamente 30% as mortes causadas por cancer
(ALBERTS, et al. 2006).

O cancer é um grave problema de saude publica, com aproximadamente
12,7 milhdes de casos e cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo (JEMAL et al.,
2011). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em um estudo
realizado em 2008, dentre os diversos tipos de cancer existentes e que acometem a
populacdo mundial, o de maior incidéncia e taxa de mortalidade é o cancer de
pulméo (FIGURAS 1 e 2).
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Incidéncia

1,608,055 (12.7%)

4,403,251 (34 .8%) 1,384,155 (10.9%)

~— 1,235,108 (9.8%)
382,660 (3.0%)
481,645 (3.8%) 988,602 (7.8%)

530,232 (4.2%) - 899,102 (7.1%)
749,744 (5.9%)

Mortalidade

Pulm3o
Mama
Coloretal
Estdmago
Prostata
Figado
Utero
Esofago
Bexiga
Outros

1,376,579 (18 2%)
2,598,376 (34.3%)

458,503 (6.1%)

—— 809,051 (8.1%)
150.282 (2.0%)
406,533 (54%) 737418 (9.7%)

275,008 (3.6%) ~ 258,133 (34%)
684,918 (9.2%)~

FIGURA 1 - DADOS DA INCIDEI\JCIA E MORTALIDADE DE DIVERSOS TIPOS DE CANCER NO
MUNDO - FONTE: ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE (2011)
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FIGURA 2 - INCIDENCIA E MORTALIDADE DO CANCER DE PULMAO, MAMA, ESTOMAGO,
PROSTATA E MELANOMA (MUNDIAL) - FONTE: ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (2011)
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No Brasil dentre os varios tipos de cancer existentes o de maior incidéncia é

o de mama, seguido pelo cancer de préstata, e 0s que apresentam a maior taxa de

mortalidade sdo o cancer de pulméo e o de estomago (FIGURAS 3 e 4).

Incidéncia

Be———— 42,566 (13.3%)

117,672 (36.7%) 41,602 (13.0%)

24,832 (7.7%)

8,982 (2.8%)

9,151 (2.9%)~.

9,354 (2.9%)
20,466 (6.4%)

24 562 (7.7%)
21,768 (6.8%)

Mortalidade

12,573 (B.6%)
14,428 (7.6%)

80,010 {(42.1%) 22747 (12.0%)

—— 11,055 (5.8%)
— 11,763 (6.2%)
16,832 (8.9%)
7,999 (4.2%)

3,700 (1.9%)
8,907 (4.7%)

Mama
Prostata
Pulmio
Utero
Coloretal
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Figado
Boca
OQOutros

FIGURA 3 - DADOS DA INCIDENCIA E MORTALIDADE DE DIVERSOS TIPOS DE CANCER NO

BRASIL — FONTE: ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE (2011)
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m Mortalidade
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Mama Prostata Pulmao Estémago Melanoma

FIGURA 4 - INCIDENCIA E MORTALIDADE DO CANCER DE MAMA, PROSTATA, PULMAO,
ESTOMAGO E MELANOMA NO BRASIL — FONTE: ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (2011)

Dentre os diferentes tipos de céancer que incidem sobre a populacdo
mundial, hd o melanoma, um céncer com “alto poténcial invasivo e metastatico”, e
gue devido a essas caracteristicas, torna o seu tratamento muito dificil. Canceres
desta natureza sdo os principais responsaveis pelas mortes em todo o mundo,
sendo de grande importancia estudos nessa area, sendo este tema o foco desta

linha de pesquisa e do presente trabalho cientifico.

2.1.1 Tecido Epitelial — Pele

A pele € o maior orgéo, atingindo 16% do peso corporal e desempenhando
multiplas funcBes, como protecdo contra a perda de agua e atrito, participa da
termorregulacdo e também da excrecdo de vérias substancias. E responséavel por
recobrir a superficie do corpo, sendo constituida por uma porgdo epitelial,
representada pela epiderme e uma por¢cdo conjuntiva, representada pela derme.
Abaixo e continuamente a derme, encontra-se a hipoderme ou tecido celular

subcutaneo (FIGURA 5). A epiderme é constituida pelo epitélio estratificado
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pavimentoso queratinizado, sendo abundantes nesse epitélio os queratinécitos.
Além dos queratinécitos encontram-se os melandcitos, as células de Langerhans e
as de Merkel. Os melandcitos sédo responsaveis pela producédo de um pigmento que
€ produzido e acumulado na epiderme, a melanina, a qual tem funcéo protetora
contra os raios ultravioleta. A derme é o tecido conjuntivo que da suporte para a
epiderme e une a pele a hipoderme. A derme é constituida por duas camadas, a
papilar, que é mais superficial e a reticular, mais profunda. Na camada papilar
encontram-se fibrilas especiais de colageno, as quais contribuem para prender a
derme a epiderme. Na camada reticular existem muitas fibras do sistema elastico e
coldgeno, as quais conferem elasticidade a pele, os vasos sanguineos e linfaticos,
0s nervos, os foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas. A hipoderme une
a derme aos 6rgdos subjacentes, ela pode apresentar uma camada variavel de
tecido adiposo, o qual modela o corpo, funciona como uma reserva de energia e
protege contra o frio, visto que a gordura € um bom isolante térmico (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2004).

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

FIGURA 5 - IMAGEM REPRESENTATIVA DAS CAMADAS DA PELE - FONTE:
SAUDETOTAL.COM.BR
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2.2 MELANOMA

O melanoma cutaneo é um tipo de cancer de pele maligno que possui
origem em melandécitos (células produtoras de melanina, substancia que determina a
cor da pele) as quais para transformarem-se em células tumorigénicas sofreram
alteracdes genotipicas e/ou fenotipicas (FIGURA 6). Estas alteragcbes podem ser
resultantes do excesso de radiacdo solar, contato com substancias cancerigenas
(TABELA 2), predisposicao genética, ou até mesmo, 0 aumento da expectativa de
vida (TUCCI et al., 2007; JEMAL et al., 2011). O melanoma pode surgir a partir da
pele normal ou de uma lesdo pigmentada. A manifestacdo da doenca na pele normal
se da a partir do aparecimento de uma pinta escura de bordas irregulares
acompanhada de coceira e descamacdo. Em casos de uma lesdo pigmentada pre-
existente, ocorre um aumento no tamanho, uma alteracdo na coloracdo e na forma

da lesdo que passa a apresentar bordas irregulares (INCA, 2011).

Melanocito

Melanoma

Camadade Epiderme

celulas basais
Derme

FIGURA 6 - ANATOMIA DA PELE, MOSTRANDO A EPIDERME E A DERME. MELANOCITOS
ESTAO NA CAMADA DE CELULAS BASAIS, A QUAL E RICA EM CELULAS-TRONCO DA
EPIDERME E CONSTITUIDA POR CELULAS PRISMATICAS OU CUBOIDES, NA PARTE MAIS
PROFUNDA DA EPIDERME - FONTE: ADAPTADO DE O-CANCER-DE-PELE.BLOGSPOT.COM
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ALGUMAS SUBSTANCIAS CANCERIGENAS

SUBSTANCIA

ORGAO AFETADO

Alcatrdo, breu, 6leos, resinas, fuligem

Pele, pulmdes

Fumo de tabaco

Pulm®&es, bexiga urinaria

Arsénico Pele
Cromo Pulmdes
Niquel Pulmdes, nariz
Berilio Pulmdes
Ferro Pulmdes
Radio Ossos

P6 de diamante

Pulmdes, peritdnio

P6 radioativo

Pulmoes

Aminas aromaticas

Bexiga urinaria

Benzol e derivados Sangue
Caobalto Pulmdes
Amianto Pulmdes

FONTE: ADAPTADO DE NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011); INCA, (2011).

Embora s6 represente 4% dos tipos de cancer de pele, o melanoma cutaneo

€ 0 mais grave devido ao seu alto potencial metastético, ou seja, as células de

melanoma cutaneo possuem a capacidade de se desprender de seu local de origem,

entrar na corrente circulatoria e colonizar um novo 6rgéo, particularmente linfonodos,

pulmé&o e cérebro.

2.2.1 Estéagios da Progressdo do Melanoma

A seguir sdo mostrados os estagios da progressdo do melanoma:
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Estagio 0 ou in situ da progresséo do melanoma.

Estagio 0 ou in situ

Area anormal
o | Epiderme

N\

Melanocitos — -

|

oy _
Melanina

.- Derme
|

| Tecido subcutaneo

FIGURA 7 - ESTAGIO 0 OU IN SITU DA PROGRESSAO DO MELANOMA - FONTE:
ADAPTADO DE NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011).

Nesse estagio os melandécitos anormais sao encontrados na epiderme,
esses melandcitos podem se tornar cancer e espalhar-se para o tecido normal
adjacente. O tratamento do melanoma nesse estagio é geralmente a cirurgia para se
remover a area de células anormais e também uma pequena quantidade de tecido
normal ao seu redor (FIGURA 8) (National Cancer Institute, EUA, 2011).



FIGURA 8 - IMAGEM REPRESENTATIVA DA CIRURGIA DE REMOGCAO DA AREA DE CELULAS
ANORMAIS E TAMBEM UMA PEQUENA QUANTIDADE DE TECIDO NORMAL AO SEU REDOR -
FONTE: ADAPTADO DE NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011).

Estagio 1 da progressdo do melanoma.

Estagio 1A
Cancer Estaglo 1B

pa ' ’ 5 Ulcera -
[ ’ SemUIcera
: 1o,
2nm _ ') Epiderme

. Derme

|
1 Tecido
" subcutaneo

FIGURA 9 - ESTAGIO 1 DA PROGRESSAO DO MELANOMA - FONTE: ADAPTADO DE
NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA, (2011)
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No estagio 1A, o tumor ndo excede mais do que 1 mm de espessura, sem
ulceracdo. No estagio 1B o tumor tem cerca de 1 mm de espessura com ulceracao
ou entre 1 e 2 mm de espessura sem ulceracdo. Nesse estagio, o tratamento pode
ser feito através da cirurgia para remocgéao do tumor e uma parte do tecido normal em
torno dele com ou sem mapeamento de linfonodo e linfadenectomia (procedimento
cirdrgico no qual os nddulos linfaticos sdo removidos e examinados para
diagnosticar a patologia), ou linfadenectomia com ou sem terapia adjuvante. (Um
exemplo de terapia adjuvante é a realizacdo da quimioterapia ap6s o procedimento
cirirgico com a finalidade de diminuir o risco de o cancer reincidir) (National Cancer
Institute, EUA, 2011).

Estagio 2 da progressao do melanoma.

Estagio 2A

Cancer ;
Ulcera

SemUlcera Est;'\gio 2B

e

2 mm.

Ulcera

Sem
Ulcera

3 mm.

4 mm

Estagio 2C

Ulcera

1. mm L N
—

‘E piderme

~ Dertme

2 mm.
3 men,

4 mm

(6 ot |

}' Tecido Subcutaneo

FIGURA 10 - ESTAGIO 2 DA PROGRESSAO DO MELANOMA - FONTE: ADAPTADO DE
NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011)

No estagio 2A, o tumor tem entre 1e 2 mm de espessura com ulceracao ou

entre 2 e 4 mm de espessura sem ulceracdo. No estagio 2B, o tumor tem entre 2 e 4
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mm de espessura com ulceracdo ou tem mais de 4 mm de espessura sem
ulceracdo. No estagio 2C o tumor tem mais de 4 mm de espessura com ulceracéo.
Nesse estagio da progressao do melanoma, o tratamento pode ser feito através da
cirurgia para remocdao do tumor e uma parte do tecido normal em torno dele, seguida
da remocdo dos ganglios linfaticos proximos, do mapeamento de linfonodos e
biépsia do linfonodo sentinela (o primeiro linfonodo a ser atingido pelo cancer apds o
seu espalhamento a partir do tumor) (FIGURA 10). Outras formas de tratamento que
podem ser realizadas sdo a terapia biolégica ap0s a cirurgia e a quimioterapia
adjuvante (National Cancer Institute, EUA, 2011).

Linfonodos Linfonodos Sentinela«"

Linfonodo

' Sentinela removidos
Substancia o > \,
Radioativa ) \; | :
ou Corante l.. T {' '
\ -
~..§ 'S\ P » -
Tumor £~ E5nils

/

FIGURA 11 - BIOPSIA DO LINFONODO SENTINELA DA PELE. A SUBSTANCIA RADIOATIVA
E/OU CORANTE AZUL E INJETADO PROXIMO AO TUMOR (PRIMEIRO QUADRO). O MATERIAL
INJETADO E DETECTADO VISUALMENTE E/OU COM O AUXILIO DE UMA SONDA QUE
DETECTA RADIOATIVIDADE (QUADRO DO MEIO). OS LINFONODOS SENTINELA (OS
PRIMEIROS LINFONODOS A SEREM ATINGIDOS PELO MATERIAL) SAO REMOVIDOS E APOS A

REMOGCAO SAO ANALISADOS (ULTIMO QUADRO) - FONTE: ADAPTADO DE NATIONAL
CANCER INSTITUTE, EUA (2011)

Estagio 3 da progressdo do melanoma.
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Estagio 3 .
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linfaticos
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FIGURA 12 - ESTAGIO 3 DA PROGRESSAO DO MELANOMA - FONTE: ADAPTADO DE
NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011)

No estagio 3, o tumor pode ter qualquer espessura, com ou sem ulceracgéao.
Em (a), o cancer se espalhou para um ou mais ganglios linfaticos. Em (b), os
linfonodos com cancer se agruparam, formando um emaranhado. Em (c), o cancer
pode estar em um vaso linfatico entre o tumor primario e os linfonodos proximos. Em
(d), tumores muito pequenos podem ser encontrados na pele ou sob a mesma, nao
mais de 2 cm de distancia do tumor primario. Nesse estagio do melanoma, 0s
tratamentos utilizados sdo a cirurgia para remover o tumor e uma parte do tecido
normal em torno dele, a cirurgia para remover o tumor com enxerto de pele para

cobrir a ferida causada pela cirurgia, cirurgia seguida por terapia biol6gica e/ou
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guimioterapia, quimioimunoterapia e radioterapia (National Cancer Institute, EUA,
2011).

Terapia biolégica é o tratamento que utiliza o proprio sistema imunolégico do
paciente no combate ao cancer, onde substancias produzidas (interleucina-2) pelos
préprios 6rgdos do paciente sdo utilizadas para restaurar as defesas naturais do
organismo contra o cancer. Este tipo de tratamento é também chamado de
bioterapia ou imunoterapia. A quimioterapia é o tratamento que utiliza medicamentos
(Dacarbazine (DTIC), Bleomicina, Vincristina, Vinblastina, Cisplatina, Tamoxifeno) na
tentativa de cessar o crescimento das células tumorigénicas, matando-as ou
impedindo-as de se dividir. A quimioimunoterapia € o tratamento em que se utilizam
drogas contra o cancer associado com a terapia biolégica. A radioterapia é o
tratamento que utiliza a alta energia dos raios-x ou de outros tipos de radiacdo para
matar as células cancerigenas, existindo dois tipos de radioterapia, a externa, onde
€ usada uma maquina fora do corpo do paciente para emitir a radiacdo, e a interna,
onde uma substancia radioativa selada em agulhas, fios ou cateteres € injetada
diretamente na area do tumor ou em regides préoximas a ele (National Cancer
Institute, EUA, 2011).

Estagio 4 da progressao do melanoma.
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FIGURA 13 - ESTAGIO 4 DA PROGRESSAO DO MELANOMA - FONTE: ADAPTADO DE
NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA (2011)

No estagio 4, o cancer pode se espalhar para outros lugares do corpo, como
pulméo, figado, cérebro, osso, tecidos moles ou do trato gastrointestinal. Nesse
estagio da progressdao do melanoma, os tratamentos realizados s&o a cirurgia ou

radioterapia como tratamento paliativo para aliviar os sintomas e melhorar a
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gualidade de vida, a quimioterapia, terapia biolégica, terapia-alvo com anticorpos
monoclonais, terapia da vacina (National Cancer Institute, EUA, 2011).

A terapia-alvo € um tipo de tratamento que utiliza drogas ou outras
substancias para identificar e agir especificamente sobre as células tumorigénicas
sem prejudicar as células normais. A terapia de anticorpo monoclonal é um tipo de
terapia-alvo, na qual sé&o utilizados anticorpos monoclonais produzidos em
laboratério, a partir de um unico tipo de célula do sistema imunoldgico. Estes
anticorpos sdo capazes de identificar substancias presentes em células
cancerigenas, as quais auxiliam essas células no seu crescimento, e se ligando a
essas substancias, acabam bloqueando o crescimento das células tumorigénicas ou
mesmo impedindo-as de se espalhar para outros locais. Os anticorpos s&o
administrados por infusdo, podendo ser utilizados isoladamente ou para transportar
drogas ou substancias radioativas diretamente as células tumorigénicas. Esta terapia
pode ser realizada em associagcdo com a quimioterapia como terapia adjuvante. A
terapia da vacina é um tipo de terapia biolégica, onde sdo administradas vacinas
contendo substancias anti-tumorais com o intuito de auxiliar o sistema imunolégico a
reconhecer e atacar tipos especificos de células tumorigénicas. Esta terapia também

€ considerada como um tipo de terapia-alvo (National Cancer Institute, EUA, 2011).
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Incidéncia e Percentuais de Mortalidade do Melanoma em indices Mundiais.

Melanomade pele:ambos os sexos.todas as idades

Taxa de ldade Padronizada

W Incidéncia
W Mortalidade

FIGURA 14 - GRAFICO MOSTRANDO A INCIDENCIA E OS PERCENTUAIS DE MORTALIDADE
DO MELANOMA EM VARIAS REGIOES DO MUNDO - FONTE: GLOBOCAN 2008 (IARC)(26.5.2011)

Por ser uma forma muito agressiva de cancer, as terapias existentes para o
melanoma né&o tem grande eficacia nos tratamentos convencionais e apresentam
muitos efeitos colaterais, sendo na maioria das vezes incuravel (GUIMARAES et
al., 2010). Nestes casos, 0s tratamentos com quimioterapicos tém sido pouco
eficientes e no momento ha poucos agentes quimioterapicos para o tratamento de
melanoma metastéatico que oferecam taxas de resposta maiores que 25%; além
disto, estes medicamentos apresentam efeitos colaterais severos. Algumas das
drogas utilizadas atualmente no tratamento de melanoma sao: Aldesleucina

(Proleucina) — também chamada de interleucina 2; Dacarbazine — DTIC Dome e



31

Ipilimumab — Yervoy (National Cancer Institute, EUA, 2011). Por esta razdo, no
panorama mundial, aproximadamente 90% das mortes decorrentes de cancer, séo
devido a casos de canceres desta natureza (GUIMARAES et al., 2010).

2.2.2 Progresséo tumoral / Metastases

Para que ocorra a metastase, a célula passa por um processo de
transformagéo, no qual deixa de expressar marcadores de adesado célula-célula e
célula-matriz extracelular, como as integrinas E-caderina e a 3-catenina e alteracao
de glicosaminoglicanos. Além de deixar de expressar E-caderina, causando
deficiéncia no ancoramento célula-célula, a célula tumorigénica propicia que a B-
catenina permaneca soluvel no citosol, o que resulta em uma estimulagdo do ciclo
celular, gerando aumento da proliferacdo destas células, induzindo as metastases
(GUIMARAES et al., 2010, TUCCI et al., 2007). Além do ntimero de vasos presentes
no tumor, outras propriedades irdo determinar a propagacdo metastatica. Atividade
proteolitica e migratoria, a expressao de moléculas de adesdo, a remodelacdo da
matriz extracelular pelas células do estroma e do tumor contribuindo de forma
importante para o crescimento do tumor e das taxas de metastases. Moléculas de
adesdo como caderinas, integrinas e a familia das imunoglobulinas sdo importantes

para o crescimento e as metastases do melanoma (LEITER et al., 2004).



32

a Tumor primario

e Extravasamento

Estabelecimento de

b Proliferagao/
Angiogeénese

Adesio aparede
do vaso

Proliferacéo/

"um microambiente ~—" Angiogénese—>

¢ Destacamento/ g Embolia/
Invasdo

Linfaticos,
vénulas, vasos
capilares

Prisdo em orgaos

g

Circulagio

Interagdo com as
plaquetas, linfocitos
e outros componentes
do sangue

Transporte

Pulméo Coragio

METASTASES - FONTE: ADAPTADO DE FIDLER, I.J. (2003)

FIGURA 16 -
FONTE: ADAPTADO DE BIOCARTHAGENES.BLOGSPOT.COM

FIGURA 15 - FASES DA PROGRESSAO TUMORAL: DO TUMOR PRIMARIO ATE AS
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2.3 GLICOSAMINOGLICANOS (GAGS) / PROTEOGLICANOS (PGS)

Estes compostos foram inicialmente denominados mucopolissacarideos por
MEYER (1938). A denominacéo glicosaminoglicano foi proposta por JEANLOZ
(1960).

Em tecidos de mamiferos ocorrem seis tipos de GAGs: heparina, heparam
sulfato, condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato, queratam sulfato
e &cido hialurénico (MATHEWS, 1975; DIETRICH, 1984), definidos com base em
seus constituintes. Todos s&o polimeros de natureza 4cida e, com exce¢ao do acido
hialurénico, carregam grupamentos sulfatos, ligados a varias posi¢cdes. Desta forma,
estes devem sua carga negativa a carboxila (acido hialurénico), a grupamentos
sulfatos (queratam sulfato) ou a ambos (condroitim, dermatam e heparam sulfatos e,
heparina). Os glicosaminoglicanos, novamente com exceg¢do do acido hialurénico,
ocorrem nos tecidos covalentemente ligados a proteinas, formando os
proteoglicanos (PGs). O é&cido hialurénico é o unico GAG que ocorre nos tecidos,
como cadeias polissacaridicas livres (EVERED e WHELAN, 1989).

Os PGs estao envolvidos numa vasta complexidade de eventos, tais como
adesdo, migracao, divisdo, diferenciacdo e ciclo celular (DIETRICH et al, 1977,
DIETRICH, 1984; GOSPODAROWICZ et al., 1987; GAMBARINI et al., 1993; PYE et
al.,, 1998; BERNFIELD et al.,, 1999; GUIMOND e TURNBULL, 1999; DOWD;
COONEY; NUGENT, 1999; TUMOVA et al., 2000; NUGENTE e I0ZO, 2000; KWAN
et al.,, 2001; PORCIONATTO et al, 1998; 1999; TURNBULL; POWELL; GUIMOND,
2001). E descrito que a acgdo direta do core protéico, bem como das cadeias de
glicosaminoglicanos dos proteoglicanos com proteinas do citoesqueleto e com as
moléculas de matriz extracelular influenciam adesdo, migracdo e espraiamento
celular (RAPRAEGER e OTT, 1998; WOODS e COUCHMAN, 1992, 1998, 2000;
BLOOM; INGHAM; HINES, 1999; SAONCELLA et al., 1999; KUSANO et al., 2000).
Ainda, varios trabalhos enfocam em diferentes tecidos e tipos celulares o
envolvimento dos PGs, em especial os de heparam sulfato (HS) na tumoreginicidade
e no aspecto migratério (metastéatico) das células (HAY, 1981; ADAMS e WATTS,
1993; CALDERWOOD; SHATTIL; GINSBERG, 2000; GIANCOTTI e RUOSLAHTI
(1999); BOUDREAU e JONES, 1999; TURNBULL; POWELL; GUIMOND, 2001,
WHITTARD e AKIYAMA, 2001). Dados da literatura descritos por KRAEMER e
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TOBEY (1972), onde estes autores demonstraram que as células na fase pré-
mitotica perdem GAGs de superficie celular. DIETRICH e colaboradores (1980)
mostraram uma diminuicdo significante do conteddo de heparam sulfato, em figado
de ratos parcialmente hepatectomizados, onde ha intenso estimulo mitético,
proliferativo. Foi observado que células musculares lisas de artérias, em presenca de
heparina ou de heparam sulfato mostram uma diminuicdo na proliferagcdo (FILMUS
et al., 1995). Recentemente, PORCIONATTO e col. (1998, 1999) mostraram que
células endoteliais de aorta perdem o heparam sulfato da superficie celular na fase
G;1-S. Estes dados indicam que o heparam sulfato pode modular positiva ou
negativamente a proliferacdo celular dependendo do tipo celular ou do tecido
analisado.

Sabe-se que células tratadas com enzimas que degradam heparam sulfato
ou sob acdo de agentes que interferem na sulfatacdo deste GAG (como clorato ou
selenato), reduzem a proliferacéo celular (DIETRICH et al., 1987; 1988; LIU et al.,
1998; PENC et al., 1998). O mesmo acontece com células de carcinoma, onde a
perda de sindecam-1 (familia de proteoglicanos constitutivos de membranas
celulares) leva a inibicéo da proliferacdo (MALI et al., 1994). Sabe-se que proteinas
de matriz extracelular tém sido relacionadas na modulac&o de proliferacdo, migracao
e adesdo celular. Evidéncias diretas tém demonstrado que proteoglicanos de
heparam sulfato de superficie celular (sindecam-2), participam na formacéo das
fibras de estresse e juntamente com as integrinas (asp1) atuam na adesao celular
sobre uma superficie de fibronectina (KUSANO et al., 2000). ITANO et al. (1996), em
estudos realizados em células de carcinoma derivadas do pulméo, demonstraram
gue os proteoglicanos de heparam sulfato interagem com a fibronectina através de
suas cadeias de HS.

Sindecam-4 participa com as integrinas para a formacdo dos contatos de
adeséo focais, interagindo com proteinas de matriz, proteinas de membrana e com
0s constituintes do citoesqueleto sendo importantes nos processos relacionados a
adesdo e a migracado celular (WOODS e COUCHMAN, 1994, 2000; TUMOVA et al.,
2000). Células leucémicas que expressam sindecam-1 ndo invadem matriz de
colageno Tipo I. Por outro lado, células deficientes na expresséo de sindecam-1 s&o
positivas, e quando transfectadas com o cDNA de sindecam-1 passam a exibir uma
reducdo dramatica na capacidade de invasdo comparada com as células parentais
(LIEBERSBACH e SANDERSON, 1994).
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Estudos com proteoglicanos integrais de membrana demonstram que alguns
destes PGs interagem com o colageno Tipo VI. Sindecam-1 também interage com
colagenos Tipos I, lll e V (BERNFIELD, 1992). Colageno Tipo IV inibe a adeséo e a
proliferacédo celular de células endoteliais (UNDERWOOD; BEAN; WHITELOCK,
1998).

TERRANOVA et al. (1982, 1984) e GRIMSTAD (1987) demonstraram que as
células de melanoma utilizam laminina como proteina de adesdo. Quando “in vitro”
estas células exibem adesdo, invasdo e crescimento celular apenas em condi¢des
onde a laminina esta presente. Células epiteliais sofrem adesdo ou migracéo celular
por acdo proteolitica do braco y, da laminina 5 na por¢cdo N-terminal. O mesmo
ocorre com queratinécitos apés a acado proteolitica desta molécula ocorrendo
aumento na motilidade e na proliferac&o celular (PALACIOS et al., 2001).

Como podemos observar, os diferentes constituintes da matriz extracelular
interagem de forma especifica com diferentes componentes da membrana
plasmatica, tais como HSPGs, induzindo as mais variadas respostas nas dinamicas

celulares.

2.4 POLISSACARIDEOS

Os mecanismos de transformacdo neopldsica envolvem uma série de
eventos genéticos e moleculares que afetam a proliferacédo e a diferenciacéo celular.
Em vista disso, € razoavel postular que as drogas antitumorais dividem-se
basicamente em compostos que interferem com o DNA, antibiéticos, antimetabdlitos,
antimitoticos e agentes biologicos. Embora muitos destes farmacos sejam efetivos, a
consideravel variabilidade entre os pacientes faz com que haja uma grande taxa de
insucesso do uso destes farmacos. Aliado a isto, os efeitos colaterais e toxicos da
guimioterapia padrao, limitam muito a utilizacdo de varios compostos, em doses
mais concentradas, ou em cursos terapéuticos mais prolongados.

Os cogumelos s&o conhecidos por seu valor nutritivo e medicinal e também
pela diversidade de compostos bioativos que contém. Entre eles pode-se citar:
terpenodides, esterdides, proteinas, lectinas, proteoglicanos e especialmente o0s
polissacarideos (SANTOS-NEVES et al 2008, SMIDERLE et al 2008). Sdo exemplos
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de tais polissacarideos: as manogalactanas, xilomanas, fucomanogalactanas,
fucoglucogalactanas, galactoglucomanas (Lentinus edodes), xiloglucanos (Pleurotus
pulmonarius), manogalactoglucanas, entre outros (SMIDERLE et al 2008). Por
séculos os cogumelos tém sido utilizados como agentes terapéuticos e na
alimentacdo, pois tém altos valores nutricionais, sendo ricos em fibra alimentar,
minerais e vitaminas. Eles também contém quantidades significativas de calcio,
ferro, magnésio e fosforo. Recentemente tem sido reportados como fontes de novas
drogas, pois alguns de seus componentes podem modular o sistema imunologico e
também inibir a atividade tumoral (CARBONERO et al, 2008).

Entre os cogumelos que sdo amplamente conhecidos por suas propriedades
medicinais ou sao apreciados no mundo da culinaria, estdo o Lentinus edodes,
conhecido popularmente como shiitake, o Agaricus brasiliensis e os do género
Pleurotus (CARBONERO et al, 2008). O potencial biotecnolégico do género
Pleurotus tem sido explorado por ser uma fonte de moléculas como polissacarideos,
gue podem ter capacidade de modular o sistema imunoldgico; atuar sobre a
atividade hipoglicémica e antitrombotica; diminuir a pressao arterial e o colesterol
sanguineo; apresentar atividade antitumoral, antifungica; antiviral; anti-inflamatoria e
antimicrobiana (ZHANG et al., 1994; OOI e LIU, 2000). Esse género inclui espécies
comestiveis e medicinais, sendo a maioria comercializada na China. Em um estudo
realizado com o cogumelo Pleurotus pulmonarius, pode se observar que fracdes de
proteinas e polissacarideos apresentaram atividade anti-tumoral contra Sarcoma 180
implantado em ratos, inibindo quase que totalmente o tumor. Essas fracOes
continham glicose e xilose como principais unidades monossacaridicas
(CARBONERO et al, 2008).

Segundo CARBONERO et al 2008, a acdo antinoceptiva e anti-inflamatoria
da fucomanogalactana é devido a uma diminuicao na concentracao de interleucinas,
interferon e fator de necrose tumoral e da inibicdo de células inflamatorias como
linfécitos e macrofagos (CARBONERO et al, 2008). Estudos mostraram que as
glucanas sdo os homopolimeros mais comuns nestes organismos, e que extratos de
cogumelos podem suprimir o crescimento tumoral através do controle do sistema
imune do hospedeiro. Varios compostos tém sido extraidos de seus basidiocarpos e
também do micélio, entre eles polissacarideos biologicamente ativos como o
Lentinan, uma B-glucana muito importante devido ao seu efeito imunomodulador,

antitumoral e anti-inflamatério (CARBONERO et al, 2008). No Japao, o Lentinan é
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indicado para o tratamento clinico de cancer gastrico e de colorretal, e 0 seu uso tem
resultado no aumento do tempo de sobrevida de pacientes com céancer gastrico
(CHEN e SEVIOUR, 2007). Aléem disso, outras pesquisas indicaram que a
distribuicdo de unidades glicosil ao longo da cadeia principal confere sua atividade
imunomoduladora (SANTOS-NEVES et al, 2008).

Entre os polissacarideos extraidos de cogumelos, existem as f-glucanas,
gue sao a base da estrutura da parede celular de fungos e também conhecidas por
terem atividade anti-tumoral, anti-inflamatéria, anti-viral,  anti-oxidante,
hepatoprotetora e imunomoduladora (SMIDERLE et al, 2008).

Desde que a sua atividade anti-tumoral foi demonstrada pela primeira vez
guase 50 anos atrads, muitos experimentos tém demonstrado notaveis efeitos de
certas [B-glucanas extraidas de fungos em uma série de tumores (CHEN e
SEVIOUR, 2007).

Experimentos in vitro mostraram que B-glucanas podem agir diretamente
sobre leucdcitos, alterando sua atividade fagocitaria e citotoxica e influenciar
também a producdo de moléculas pro-inflamatérias como citocinas e quimiocinas.
Alguns resultados mostraram que a B-glucana tém uma atividade semelhante a de
drogas nao-esteroides anti-inflamatérias e glicocorticéides, sugerindo assim que a f3-
glucana inibe citocinas pré-inflamatérias, entretanto, mais estudos sdo necessarios
para identificacdo do mecanismo de inibicdo de inflamacao (SMIDERLE et al, 2008).

Ha indicios que a eficacia destas glucanas esta relacionada a presenca de
ligagdes B 1-3 ou B 1-6, mas como dito anteriormente, pouco se sabe sobre como as
ramificacdes e outras propriedades quimicas e fisicas que possam determinar sua
eficiéncia. Algumas p-glucanas estimulam nosso sistema imunolégico, nos
protegendo de micrébios patogénicos, dos efeitos nocivos das toxinas ambientais e
dos carcinogénicos. Certas B-glucanas como zimosan, grifolan e lentinan, podem
ativar fagocitos, resultando na eliminagéo de patdégenos por fagocitose. Também tém
efeitos sinérgicos com anticorpos monoclonais utilizados no tratamento do cancer.
Em um estudo realizado com camundongos onde objetivou analisar a administracao
via oral de 3-glucanas juntamente com a terapia de anticorpo monoclonal resultou na
regressdo do tumor de neuroblastoma e no aumento da sobrevida dos
camundongos. Outras B-glucanas podem ajudar no tratamento por quimioterapia,
pois estas aumentam a tolerancia e aceleram a recupara¢édo do paciente em relacao

aos efeitos toxicos do tratamento convencional. Em outro estudo realizado, -
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glucanas extraidas do basidiocarpo de Agaricus blazei levaram a apoptose ou morte
celular programada das células cancerigenas de ovario humano (CHEN e SEVIOUR,
2007).

B-glucanas extraidas de fungos podem exercer multiplos efeitos em células
cancerigenas e até prevenir o cancer, mas seus mecanismos de acdo tem se
mostrado complexos, pois a regulacdo das vias de sinalizacdo dos tumores
envolvem muitos elementos-chave ainda desconhecidos. A maioria dos estudos
realizados com B-glucanas resulta na regressédo do tamanho do tumor, mas nao na
erradicacdo total, pois tumores que apresentaram regressdo, aumentaram
rapidamente quando o tratamento com estes polissacarideos foi interrompido (CHEN
e SEVIOUR, 2007).

Alguns autores acreditam que os efeitos anti-tumorais das B-glucanas
extraidas de fungos podem estar associados as suas caracteristicas estruturais, por
exemplo, o composto schizophyllan apresentou atividade anti-tumoral contra células
tumorais de Sarcoma 180, esse composto possui ligagdes glucosidicas do tipo B 1-3.
Outro estudo sugere que as ligagdes tipo B 1-6 ligadas as cadeias laterais dos
residuos de glicose aumentam a atividade anti-tumoral. Acredita-se que além das
ramificagdes estruturais, o tamanho da molécula também pode afetar a atividade
biologica, por exemplo, para o polissacarideo scleroglucana, apenas algumas
preparacdes foram eficazes, e o polissacarideo lentinan apresentou elevada
atividade anti-tumoral na sua forma de baixo peso molecular. Outro fator que
acredita-se ter influéncia na atividade anti-tumoral das B- glucanas € a conformacéao
gue elas podem adotar. Em solucdo, onde as ligacbes de hidrogénio mantém as
cadeias de polimeros juntas, elas podem adotar a conformagdo de uma ou tripla
hélice. Compostos com uma conformacdao helicoidal tripla sdo considerados os mais
poderosos imunomoduladores, por exemplo, em um estudo realizado com
scleroglucana, esta foi biologicamente ativa apenas na sua conformacao helicoidal
tripla, pois quando sofreu desnaturagdo teve sua atividade reduzida. Porém, existem
dados controversos, pois em um estudo realizado com (- glucanas extraidas de
Glomerella cingulata, estas se mostraram eficazes contra o crescimento de tumores
presentes em ratos, independentemente de sua conformagédo helicoidal (CHEN e
SEVIOUR, 2007).

Alguns autores defendem ainda que 0s mecanismos de acdo desses

compostos dependem da sua capacidade de se ligarem a receptores celulares, que
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em seguida levam a ativacdo de varias vias de sinalizacdo que irdo promover as
respostas imunes nas células afetadas (CHEN e SEVIOUR, 2007).

Os mecanismos da atividade antitumoral destes polimeros ainda ndo estéao
claros, entretanto, existem autores que associam essa atividade a ativacdo do
sistema imunoldgico através da ativacdo dos macrofagos e do sistema complemento

(LIU et al., 1996).
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3 JUSTIFICATIVA

Estimativas do Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2007), do Ministério da
Salde, indicaram que o pais teve 472 mil novos casos da doenca em 2006, 234 mil
entre homens e 238 mil entre mulheres. As regibes de maiores taxas sdo a Sul e
Sudeste e as de menores, Nordeste e Norte, com destaque para o cancer do
pulméo. O tabagismo € uma pratica responsavel por 90% dos casos de cancer de
pulmdo. Neste contexto, a procura de novas moléculas, novos alvos e novas
formulagBes passam a ser estudo altamente prioritario. A chance de sucesso
aumenta a partir de estudos prévios que indicam atividade antiproliferativa e
antitumoral in vitro ou in vivo. Um exame da literatura recente mostra que
polissacarideos de fungos e compostos obtidos de plantas estdo entrando na ordem
do dia, como possibilidades importantes a serem estudadas (CHEN e SEVIOUR,
2007; HUANG et al., 2007; ZHANG et al., 2007; KOMURA et al., 2010).

O céancer, uma doenca de natureza crbnica, possui repercussdo tanto de
ordem econdmica quanto social, pois atinge ndo sé o individuo mas toda a sua
familia. Sua evolugdo exige gastos com a prevencao, o diagndstico e o tratamento,
considerados como custos diretos. Para seu diagnéstico e tratamento sao
necessarias equipes multidisciplinares altamente especializadas, o0 emprego de
tecnologias sofisticadas e dispendiosas, envolvendo internacdo hospitalar e
acompanhamento ambulatorial frequentes. Como custos indiretos relaciona-se as
perdas de producdo no trabalho do paciente, devido a morbidade e mortalidade
desta doencga, a dor e a incapacidade gerada no doente e na sua familia (INCA,
2007).

Do ponto de vista da aplicabilidade social, deve-se considerar que o Brasil é
0 10° mercado farmacéutico do mundo em faturamento, com US$ 4,1 bilhGes anuais
de arrecadacédo, estando apenas atras dos EUA, Japao, alguns paises da Europa e
México. No entanto, cabe ressaltar que, com excecao do Brasil e México, todos
esses paises possuem politica de desenvolvimento de novos medicamentos e detém
a maioria das patentes do mundo. Esta realidade levou o Brasil a uma dependéncia
muito elevada em areas sociologicamente sensiveis, como a saude humana
(ROCHA e VIEIRA, 2003). Com vistas a mudar esta realidade, as Universidades

representam um papel extremamente importante, pois sdo Centros de Exceléncia
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para a formacado de recursos humanos altamente qualificados na area de pesquisa
relacionada ao desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos, podendo gerar
produtos inovadores e com a possibilidade de transferéncia de conhecimentos e
produtos gerados, que atendam as necessidades da populacéo.

Por outro lado, o uso de produtos naturais para o tratamento de doencas é
associado a medicina popular em todo mundo. Pesquisas realizadas nas
Universidades e Institutos de Pesquisa tém revelado substancias ativas de origem
natural com potencial atividade antitumoral, antiviral, analgésica, antioxidante, entre
outras. Produtos naturais de plantas, fungos, bactérias e outros microrganismos
continuam sendo usados em preparagdes farmacéuticas na forma de compostos
puros ou extratos. Atualmente, estudos epidemiolOgicos e testes pré-clinicos tém
revelado um grande potencial dos compostos naturais no combate do cancer
(THANGAPAZHAM et al., 2006). Entre as substancias de origem natural com
potencial aplicacdo no tratamento do cancer destacam-se os polissacarideos de
origem fungica.

Estudos vém demonstrando que a atividade antitumoral de polissacarideos
esta relacionada com polissacarideos constituintes da parede celular do fungo, o [3-
D-glicano (YOSHIOKA et al., 1985; BURNS et al.,, 1994, BOCHERS et al., 1999;
MIZUNO, 2000; BEROVIC et al., 2003; PRAMANIK et al., 2004; CHEN E SEVIOUR,
2007; ZHANG et al., 2007).

Estudos in vitro sugerem que o (-D-glicano estimula a producédo de
mediadores pro-inflamatorios e citocinas (IL-4, IL-6, IL-8 e TNF-a). J4, estudos in
vivo demonstraram que ratos com deficiéncia de células T, células natural killer ou
moléculas especificas como os interferon-a, interleucina-12 (IL-12), TNF-a
apresentam alta incidéncia em tumores em desenvolvimento (FORTES et al., 2006).

Diante dos aspectos descritos anteriormente, a presente monografia
acrescida a revisdo bibliografica também objetiva estudar a atividade biologica dos
polissacarideos provenientes dos cultivos de alguns exemplos de fungos dos
géneros: Pleurotus, Lentinus e Agaricus; com enfoque na fragdo de 500pg/mL

empregando-se a linhagem tumorigénica B16F10 (melanoma murino).
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral de diferentes polissacarideos, obtidos dos
géneros Pleurotus, Lentinus e Agaricus, na concentracdo de 500 pg/mL em tempos
de 24, 48 e 72 horas de tratamento, empregando ensaios in vitro com células de

melanoma murino (B16F10).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para efetivar o objetivo geral, foram estipulados os seguintes objetivos
especificos:

1. Avaliacdo da citotoxicidade, na concentracédo de 500 pg/mL com curva de
tempo (Método MTT) (REILLY et al. 1998 com modificacdes);

2. Avaliacao da viabilidade celular através da marcacdo com Anexina-V e 7-
AAD (kit comercial Annexin V-PE Apoptosis Detection kit, BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA).

3. Avaliagdo das alteracbes morfolégicas (Microscopia Eletronica de
Varredura — MEV) (FRANCO et al., 2009).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 POLISSACARIDEOS

Foram empregados nesta monografia, ensaios in vitro, através da exposicéo
de células tumorigénicas, tratadas com diferentes polissacarideos, extraidos de
fungos. Estes compostos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcello lacomini
(Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parand) e pela Profa. Dra. Elaine R. Carbonero (Departamento de Quimica -
Campus Catalédo, da Universidade Federal de Goias). Todo processo de isolamento,
purificacéo e caracterizagcdo foram realizadas pelos referidos professores e estes

nos foram fornecidos liofilizados.

Os diferentes polissacarideos avaliados foram:

P1 - MG-Pe: manogalactana parcialmente metilada extraida do
basidiomiceto Pleurotus eryngii. Este heteropolissacarideo é composto por manose,
galactose e 3-O-metil galactose. Apresenta uma cadeia principal composta por
galactose e 3-O-metil galactose, ambas apresentando ligac&do do tipo alfa-(1,6), as

guais podem apresentar-se substituidas em O-2 por beta-manose (FIGURA 18).

FIGURA 17 - Pleurotus eryngii — FONTE: MRCASHOP.ORG
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FIGURA 18 - ESTRUTURA QUIMICA REPRESENTATIVA DA MANOGALACTANA.

P2 - Glc-POB: Beta-glucana extraida de Pleurotus ostreatus var. florida
(Santos-Neves et al.,, 2008). Esta contém uma cadeia principal constituida por
unidades de beta-glucose ligadas (1—3), as quais apresentam-se parcialmente
substituidas em O-6 por terminais ndo redutores de beta-glucose, numa propor¢éao

de 1 ramificagdo a cada 4 unidades de glucose da cadeia principal (FIGURA 20).

FIGUR - Pleurotus ostreatus var. florida
- FONTE: HTTP://WWW.HUBY.SK/ESHOP/INDE X.PHP/NASE-PRODUKTY.HTML
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—3)-B-Glcp-(1—3)- B-Glep-(1—3)-B-Glep-(1—3)-B-Glep-(1—
n

FIGURA 20 - ESTRUTURA QUIMICA DA B-GLUCANA DE P. ostreatus var. florida.
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P3 - Glc-Pe: Beta-glucana extraida do cogumelo Pleurotus eryngii. Este
polimero apresenta uma cadeia principal constituida por unidades de B-glucose
(1—3) ligadas [B-Glcp-(1—3)], sendo parcialmente substituidas em O-6 por cadeias

laterais de beta-glucose 1—6 ligadas (FIGURA 22).

—3)-B-Glcp-(1—3)- B-Glcp-(1—3)-B-Glcp-(1—>
n

FIGURA 22 - ESTRUTURA QUIMICA REPRESENTATIVA DA B-GLUCANA DE P. eryngii.

P4 - Glc-Le: Beta-glucana isolada de Lentinus edodes. Esta glucana
apresenta uma cadeia principal constituida por unidades de glucose contendo
ligacbes do tipo beta-(1,6), sendo estas parcialmente substituidas em O-6 por
cadeias laterais de glucose Beta-(1,3) ligadas (FIGURA 24).
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FIGURA 23 - Lentinus edodes - FONTE: WWW.EXTRACTCHINA.COM
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FIGURA 24. ESTRUTURA QUIMICA REPRESENTATIVA DA B-GLUCANA DE L. edodes.

P5 - FMG-Le: Fucomanogalactana isolada de Lentinus edodes (Carbonero
et al., 2008). Esta heterogalactana, com M, 16,2 x 10° g/mol, contém fucose,
manose e galactose como constituintes monossacarideos. A cadeia principal é

formada por unidades de alfa-galactose ligadas (1—6), sendo estas parcialmente

substituidas em O-2 por terminais ndo redutores de beta-manose (B-Manp) e alfa-

fucose (a-Fucp) (FIGURA 26).

>

FIGURA 25 - Lentinus edodes - FONTE: WWW.EXTRACTCHINA.COM
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B-Manp B-Manp a-Fucp
1 1 1
\! \2 \
2 2 2

—6)-a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—
n

FIGURA 26 - ESTRUTURA QUIMICA REPRESENTATIVA DA FUCOMANOGALACTANA DE
L. edodes.

P6 - FG-Ab: Fucogalactana isolada do basidiomiceto Agaricus brasiliensis
(Komura et al., 2010). Este heteropolissacarideo € formado por uma cadeia principal

de alfa-galactose unida (1-6), as quais podem apresentar substituicbes em O-2 por

alfa-fucose (a-Fucp) (FIGURA 28). Extracao e purificacado de acordo com Komura et
al., 2010.

- [/
2 25

FIGURA 27 - Agaricus brasiliensis - FOTE: WWW.EXTRACTCHINA.COM

o-Fucp
1

\
2

—6)-a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—6)- a-Galp-(1—
n

FIGURA 28 - ESTRUTURA QUIMICA DA FUCOGALACTANA ISOLADA DE A. Brasiliensis - FONTE:
ADAPTADO DE KOMURA ET AL., 2010.
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5.2 LINHAGEM E CULTIVO CELULAR

ATCC Number: CRL-6475 ™
Designation: B16-F10

Low Density Scale Bar = 100pm

FIGURA 29 - IMAGEM DA LINHAGEM CELULAR B16F10 (MELANOMA MURINO). ESTA
LINHAGEM FOI ADQUIRIDA ATRAVES DO BCRJ (BANCO DE CELULAS DO RIO DE JANEIRO) -
FONTE: ATCC.

A linhagem celular empregada neste estudo foi células de melanoma murino
linhagem B16F10 (FIGURA 28), adquiridas através do BCRJ (Banco de Células do
Rio de Janeiro). Estas células foram cultivadas em garrafas de 25, 50 e 75 cm? (TPP,
Trasadingen, Suica), com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium -
GIBCO, EUA / Lonza, Suica), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB —
GIBCO, EUA) acrescido de 0,25 pL/mL de penicilina e 0,25 pL/mL de estreptomicina
(GIBCO, EUA), mantidas em incubadora de CO, a 37° C, em atmosfera Umida, com
5% de CO.. As trocas de meio de cultivo e os subcultivos foram realizados conforme
o protocolo padrdo a cada 2 a 3 dias. O meio com antibidtico foi esterilizado com

membrana de acetato de celulose 0,22 um, (Millipore, EUA). Dependendo do ensaio
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experimental as células foram também cultivadas em placas de cultura de 24 ou 96
pocos de poliestireno de 60 x 10 mm ou 35 x 10 mm de diametro (TPP, Tradasingen,
Suica). Estoques celulares foram armazenados em frascos de congelamento (TPP,
Tradasingen, Suica) conforme o protocolo padréo e estocados a -128°C (Containner
de Nitrogénio Liquido). Todos os materiais de vidro utilizados para os procedimentos
de cultivo de células foram devidamente esterilizados em autoclave vertical

(Phoenix, Sao Paulo, Brasil) a 120° C, durante 40 minutos, a presséo de 1 atm.

5.3 METODOS

5.3.1 Ensaio de Citotoxicidade Celular, em presenca ou auséncia dos diferentes

polissacarideos, na concentragao de 500ug/mL em curva de tempo.

MTT: O método do MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazodlio, Sigma Chem. Co., St. Louis, USA) foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por REILLY et al. (1998) com modificaces. As células B16F10
foram plagueadas em placas de cultura de 96 pocos, mantidas em cultura e apés
foram expostas aos diferentes polissacarideos na concentracdo de 500ug/mL
diluidos em Meio DMEM sem SFB (Soro Fetal Bovino) e filtrados em membrana de
0,22um (Millipore,USA) por 24 e 48 horas de tratamento. Para a andlise, as células
foram incubadas por 3 h a 37° C em atmosfera de 5% CO», mais 20 mL de solucédo
de MTT a 500 mg/mL, de modo a obter-se uma concentracao final em MTT de 5
mg/mL. A seguir, o excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan formados
foram dissolvidos em 0,1mL de DMSO. A leitura da absorbancia em 550 nm, com
filtro de 655 nm como referéncia, foi realizada em leitor de microplacas (Meridian
ELX800, Diagnostic Inc), utilizando-se o solvente DMSO como branco (REILLY et
al.,, 1998). O MTT é um sal de tetrazdlio soluvel em agua que € convertido em cristal
de formazan através da clivagem do anel de tetrazdlio pela enzima succinato
desidrogenase, a qual esta presente no interior das mitocondrias. O cristal de
formazan é insolivel em agua e impermeavel a membrana das células, e portanto,

se acumula nas células saudaveis, podendo ser mensurado.
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5.3.2 Ensaio de Viabilidade Celular

Anexina-V e 7-AAD: Este método foi realizado segundo o kit comercial (Annexin V-
PE Apoptosis Detection kit, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). As células
B16F10 foram plaqueadas (10°/mL) em garrafas de cultura T25 (25 cm?, vol. 5mL,
TPP, Tradasingen, Suica) e mantidas por 48 horas a 37° C em atmosfera de 5%
CO.. Apbs 48 horas o meio de cultura foi aspirado e as células foram expostas aos
diferentes polissacarideos na concentracdo de 500ug/mL diluidos em Meio DMEM
sem SFB e filtrados em membrana de 0,22um (Millipore,USA). 72 horas apds o
tratamento com os diferentes polissacarideos, aspirou-se 0 meio de cultivo e estas
foram lavadas com PBS. Apés as células foram desaderidas da garrafa por acéo
enzimatica (1 mL de Tripsina, Gibco, EUA), mantidas na incubadora de CO, por
cerca de 3 a 5 minutos. Em seguida, as células foram acondicionadas em um tubo
Falcon, lavadas duas vezes com PBS. ApoOs as lavagens as células foram
ressuspensas em tampdo Binding Buffer (2 mL) em tubo para centrifuga conico
(TPP, Tradasingen, Suica) e contadas em camera de Neubauer. As células foram
aliquotadas em 1x10° células por tubo de anlise, desta solugdo foram retirados
100uL para posterior incubacdo com os marcadores Anexina-V e 7-AAD (Kit BD
Biosciences), apdés 15 minutos de incubacdo em ambiente escuro, as células foram
submetidas a uma analise de 20.000 eventos por amostras em citdmetro de fluxo
FACSCalibur, através do software CellQuest’™. Para as médias de cada
subpopulacdo celular e a correspondente significancia estatistica empregou-se
(ANOVA unifatorial e teste Tuckey) e estes valores foram tabulados e analisados
para cada polissacarideo. A anexina V € um anticorpo que detecta fosfolipidios de
membrana, especificamente a fosfatidilserina. Em células viaveis esse fosfolipidio se
encontra restrito na por¢cdo interior da membrana plasmatica. Nas células em
apoptose o fosfolipidio de membrana fosfatidilserina é translocado da por¢ao interior
para a porcdo exterior da membrana plasmatica, expondo a fosfatidilserina para o
ambiente externo, entdo a anexina V que é um anticorpo com uma elevada afinidade
pela fosfatidilserina se liga as células com este fosfolipidio de membrana exposto.

Permitindo entdo a deteccao destas células pelo citbmetro de fluxo. A Anexina V
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pode ser conjugada com fluorocromos como a ficoeritrina (PE), este conjugado
formado (anticorpo anexina acoplado ao fluorocromo) mantém a sua elevada
afinidade pela fosfatidilserina e, portanto, serve como uma sonda sensivel para
analise em citometria de fluxo das células que estdo em processo de morte por
apoptose. A marcacao com Anexina V conjugada com ficoeritirna (PE) é tipicamente
usada em conjunto com um corante vital, como o 7-Amino-actinomicina (7-AAD)
para permitir a identificacdo precoce de células mortas por necrose. O composto 7-
AAD é um intercalante de DNA, fluorescente, que sé se intercala ao DNA de células
gue perderam a integridade da membrana, sendo detectado somente em células

nao viaveis ou em necrose (morte celular).

5.3.3 Ensaio para avaliar as alteracdes morfolégicas (Microscopia Eletrénica de
Varredura — MEV) de linhagem B16F10, tratadas na presenga ou auséncia
dos diferentes polissacarideos, na concentracdo de 500ug/mL por 24 horas

de tratamento.

Andlise morfolégica em microscopia eletrébnica de varredura (MEV):
Para esta andlise, as células B16F10 foram cultivadas de acordo com o item 5.2.
Apo6s atingirem a confluéncia celular, estas foram soltas por acdo enzimatica com
tripsina (GIBCO, EUA) por 3 minutos, contadas em Camara de Neubauer, e
plagueadas cerca de 1.000 células por poco em placas de 24 pocos, sobre
laminulas esterilizadas (13 mm de diametro). As células plagueadas foram mantidas
em cultura por cinco dias. Posteriormente foram expostas aos diferentes
polissacarideos na concentragdo de 500ug/mL, por 24 horas. Apds a exposi¢céo aos
polissacarideos, as células foram lavadas quatro vezes em tampao Cacodilato de
Sédio 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Fixadas em solucdo de Karnovski (glutaraldeido 2,0%,
paraformaldeido 4,0%, CaCl, 1ImM em tampé&o Cacodilato 0,1M, pH 7,2-7,4) por 1
hora, lavadas em tampédo Cacodilato de Soédio 0,1M, pH 7,4, poés-fixadas com
tetroxido de ésmio (Tetroxido de Osmio 1%, em tampédo Cacodilato de Sodio 0,1M,
pH 7,4) por 1 hora a temperatura ambiente, apés a poés-fixacdo, as células foram
novamente lavadas em tampéo Cacodilato de Sodio 0,1M, pH 7,4. Posteriormente
foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (PA, Merck), (30%, 50%,

70%, 90% duas vezes, 100%), por um periodo de 10 minutos em cada
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concentracdo. ApoOs a desidratacao, foram submetidas ao ponto critico no aparelho
(CPD- Balzers Union/ Baltec, Alemanha), metalizadas com ouro no aparelho (CPD-
Balzers Union, Alemanha), sendo, posteriormente, analisadas no microscopio
eletrébnico de varredura (Jeol JSM - 6360LV, Japdo) no CME - Centro de
Microscopia Eletronica da UFPR.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados ao menos trés vezes e em triplicata, e
entdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) fator Unico e pOs-teste de Tukey

para determinar significancia a *P < 0.05 e **P < 0.01.
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7 RESULTADOS

7.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR, EM PRESENCA OU AUSENCIA
DOS DIFERENTES POLISSACARIDEOS, NA CONCENTRACAO DE
500pG/mL EM CURVA DE TEMPO.

Método do MTT: Este método consiste em evidenciar o metabolismo
mitocondrial, no qual as redutases mitocondriais, nas mitocondrias das células vivas,
reduzem o anel tetrazélio do MTT a cristais roxos de formazan purpura. Assim
podemos avaliar a viabilidade celular pela capacidade das mitocéndrias em reduzir o
anel a cristais. A solubilizac&o dos cristais, pelo DMSO (dimetil-sufoxido), gera uma
solugdo colorida que pode ser quantificada. O aumento da intensidade da cor
(absorbancia) é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

As células tumorigénicas B16F10, foram expostas aos diferentes
polissacarideos: P1, P2, P3, P4, P5 e P6, e incubadas na concentracdo de 500
pug/mL por um periodo de tratamento de 24h e 48 h.

Os nossos resultados apresentados (FIGURA 30, 24 horas), (FIGURA 31, 48
horas) demonstraram que os polissacarideos P1, P2, e P4 ndo apresentaram
citotoxicidade por este método de andlise. Os demais polissacarideos (P3, P5), por
este método empregado demonstraram ser mais citotoxicos no tempo de tratamento
de 24h. Dessa forma evidencia que as células B16F10, ao longo do tempo expostas
a estes compostos, que agem na homeostase celular (citotoxicidade), procuram de
alguma forma se adaptar celularmente e reestabelecer a sua viabilidade, muito
provavelmente tentando se livrar do composto, talvez estes possam estar realizando
um mecanismo de degradacdo dos referidos polissacarideos. Somente o

polissacarideo P3 e P5 aparentemente com esta técnica apesentaram citotoxicidade.
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FIGURA 30 - CITOTOXICIDADE DAS CE~LULAS B16F10 EXPOSTAS AOS’POLISSACARIDEOS P1,
P2, P3, P4, P5, P6, NA CONCENTRACAO DE 500 pG/mL POR UM PERIODO DE TRATAMENTO
DE 24H.
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FIGURA 31 - CITOTOXICIDADE DAS CELULAS B16F10 EXPOSTAS AOS POLISSACARIDEOS P1,
P2, P3, P4, P5 E P6, NA CONCENTRAGCAO DE 500 uG/mL POR UM PERIODO DE TRATAMENTO
DE 48H.

7.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Anexina-V e 7-AAD: Neste ensaio foi possivel avaliar por citometria de
fluxo, as populacbes celulares que apresentaram marcagcdo para O anticorpo
Anexina-V conjugada com PE, indicando células que entraram em processo de

apoptose. Este anticorpo tem afinidade para fosfolipidios de superficie celular que
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contenham carga negativa, sendo mais especifico para a fosfatidilserina do que para
os demais fosfolipidios. Em células que entram em processo de apoptose, acontece
um “flip-flop” deste fosfolipidio de membrana translocando este lipideo a
fosfatidilserina para a monocamada externa da membrana, em células viaveis este
esta sempre voltado para a porcéo citosolica da membrana. Simultaneamente com a
marcacdo de Anexina-V, realizou-se uma incubacdo com o intercalante de DNA 7-
AAD, o qual se liga ao DNA e fluoresce. Assim em células com comprometimento de
membrana, o 7-AAD penetra na célula e alcanca o DNA, sinalizando um processo de
morte por necrose celular.

As células tumorigénicas B16F10, foram expostas aos diferentes
polissacarideos na concentracdo de 500 pg/mL por um periodo de tratamento de
72h. No gréafico podemos observar que as células controle, que ndo foram expostas
aos polissacarideos, demonstram um percentual de apoptose. Contudo neste
mesmo grafico pode-se observar que a exposicdo aos diferentes polissacarideos
nao ocorreu uma variagcdo neste percentual, mantendo o grau de morte celular para
as células controles superior ao encontrado para as células expostas aos diferentes
polissacarideos.

Devido a variagfes na metodologia, vamos refazer este experimento para
gue possamos avaliar as marca¢des simultaneas, para um resultado mais confiavel.
Os resultados abaixo ndo condizem com os achados da literatura. Estes resultados
de niveis de morte superior para o controle quando comparado com as células
tratadas nos da a entender que estes polissacarideos estdo induzindo proliferacao

celular.

Anexina-V e 7-AAD
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7.3 ENSAIO PARA AVALIAR AS ALTERACOES MORFOLOGICAS
(MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — MEV) DA LINHAGEM
B16F10, TRATADAS EM PRESENCA OU AUSENCIA DOS DIFERENTES
POLISSACARIDEOS, NA CONCENTRACAO DE 500uG/mL POR 24 HORAS
DE TRATAMENTO.



Legenda:

mmp Celulas de tamanho regular

«4p Ceélulas sem inibigao por contato, migrando umas sobre as outras
} Expansdes celulares na forma de filopodios

= Debris celulares

Células redondas, caracteristica de células mortas ou em processo de divisao
celular.

Celulas morfologicamente maiores em relagao ao controle, com maior expanséao
do corpo celular e mais espraiadas
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FIGURA 40 - ANALISE MORFOLOGICA EM MEV DAS CELULAS B16-F10 DO GRUPO CONTROLE
E EXPOSTAS AO F:OLISSACARIDEO P1, P2, P3, P5 E P6, APOS 24 HORAS DE TRATAMENTO
NA CONCENTRAGCAO DE 500 pG/mL.
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As andlises ultraestruturais em MEV demonstraram que a linhagem B16F10
controle, apés 24h de manutencdo em cultivo, estas células apresentaram tamanho
regular (==) sdo células que nesta imagem pode-se perceber que nédo apresentaram
inibicdo de contato, estas migram umas sobre as outras, caracteristica facil de ser
observada nas imagens (<®), morfologia caracteristica de células tumorigénicas.
Estas células controle apresentam expansdes celulares na forma de filopddios
reduzidos pouco expressivos (). Vé-se por sobre o cultivo depoésitos de debris
celulares, (=) bem como células redondas caracteristicas de células mortas ou em
processo de divisdo celular ().

Os resultados das imagens das células expostas aos diferentes
polissacarideos (P1, P2, P3, P5 e P6 respectivamente) mostram células com nitidas
alteracdes no padrdo morfolégico apos a exposicdo aos diferentes polissacarideos.
Estas células ja nas imagens panoramicas no aumento de 250 vezes, quando
comparadas com as células controle, sdo células que n&do na totalidade, mas em
grande namero sao células morfologicamente maiores (3®), dando a impressao que
em decorréncia desta maior expansdo do corpo celular parecem estar em menor
namero, estas estdo adsorvidas, bem mais em contato intimo com o substrato, mais
espraiadas, assumindo um fenotipo de células mais aderidas e como consequéncia
mais estacionarias, especialmente para os polissacarideos P1, P5 e P6.

Muitas células assumem a morfologia bem estrelar, com inameras
expansdes celulares de forma arborescente ao redor de todo corpo celular, muito
proeminentes, sendo esta caracteristica a que mais as diferenciam quando
comparadas com as células controles, especialmente proeminentes para as células
expostas aos polissacarideos P1, P3, P5 e de forma também evidente, mas menos
numerosos para o polissacarideo P6 (P). Algumas células emitem longas e finas
projec6es membranares na forma de filopddios, especialmente o polissacarideo P1
(™). Pode-se visualizar debris celulares por sobre as células, em maior nimero para

as células expostas aos polissacarideos P6, P2, P5 e P3 respectivamente (=>).
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8 DISCUSSAO

O tratamento para o cancer € baseado em protocolos de quimioterapia,
radioterapia e intervencdao cirirgica. Embora a eficacia da quimioterapia na maioria
dos tipos de cancer tenha melhorado nos udltimos anos, ainda ocorrem diversos
efeitos toxicos contra tecidos saudaveis. Aproximadamente 30% dos pacientes com
melanoma desenvolvem a doenca metastatica, e a sobrevida destes pacientes é
abreviada quando as metastases sdo detectadas em multiplos sitios viscerais. E
clinicamente reconhecido que canceres, de uma forma geral, quando em metastases
avancadas, sdo geralmente insensiveis aos tratamentos convencionais, 0s quais
além de pouco eficientes, geralmente, levam ao comprometimento da qualidade de
vida dos pacientes (IBRAHIM & HALUSKA, 2009). A guimioterapia sistémica é
paliativa, sendo as drogas citotoxicas as mais utilizadas, com efeitos colaterais os
mais diversos dependendo do tipo de droga empregada, do tempo de uso, do
metabolismo e estado fisiologico do paciente, desta forma estes efeitos limitam muito
a utilizacdo de varios compostos, em doses mais concentradas, ou em Ccursos
terapéuticos mais prolongados.

Portanto, o desenvolvimento de novas drogas continua sendo um desafio,
dentre elas, as isoladas de produtos naturais os quais podem se tornar um possivel
farmaco com acéo sobre especificas patologias e neste trabalho especial interesse
para o cancer de pele (melanoma) com potencial de reduzir os efeitos colaterais
(KESSLER et al.,, 2006; SUFFREDINI et al., 2006; SIENA, C., 2008). A busca por
alivio e cura de doencas diversas pela ingestdo de principios ativos extraidos de
produtos naturais com finalidade terapéutica talvez tenha sido uma das primeiras
formas de utilizacdo destes compostos, ela é amplamente empregada, pois estes
compostos sdo encontrados distribuidos no ambiente e isso representa facilidade
para sua aquisicdo (BARTON & OLLIS, 1986). Alem disso, os medicamentos
sintéticos podem ser mais agressivos ao organismo, proporcionando maiores efeitos
colaterais conforme ja mencionados, acrescido do alto custo aquisitivo. Assim
diversos cientistas em diferentes linhas de investigacfes desenvolvem pesquisas
multidisciplinares para que se faca possivel uma utilizagdo racional de produtos
naturais com possivel aplicacdo farmacoldgica os quais podem estar presentes e
passiveis de serem extraidos da flora existente (MILLS & BONE, 2000; SIENA, C.,
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2008). Mesmo assim, ainda € baixo o niUmero de patentes registradas e de produtos
resultantes de compostos naturais com aplicacdo medicinal, tendo em vista a imensa
biodiversidade da flora de nosso pais.

Recentemente, apesar de varias drogas classicas derivadas de produtos
naturais terem sido substituidas pelos farmacos de origem sintética, outras tém
surgido e recebido atencdo especial e prestigio cientifico e terapéutico. Um indicio
do renascimento de farmacos derivados de fontes vegetais € a grande quantidade e
progresso da pesquisa clinica, especialmente no campo dos agentes
anticancerigenos (antitumorigénicos), onde podem ser citados o taxol, a
podofilotoxina e a camptotecina. Mas talvez a mais expressiva descoberta de
farmacos de fonte natural seja a da vinca (Catharanthus roseus, Apocynaceae): a
vincristina e a vinblastina. Estes séo utilizados em todo o mundo, sendo a vincristina
usada no tratamento de cancer de pele e em outras patologias ndo cancerosas,
enquanto a vinblastina, nos casos de cancer de mama, testiculo, pele e linfoma.

Em células de melanoma B16F10, o taxol e a camptotecina (ambas as
substancias extraidas de vegetais) inibiram a migracéo e a adeséao celular (WANG et
al., 2003). Ainda nestas células, a vincristina, um dos ja citados produtos naturais
extraidos da vinca, pode mediar a expressao de um supressor de tumor, a proteina
p53, a qual tem acdo direta sobre a expressdo de tubulinas, proteinas estas
formadoras dos microtibulos 0s quais sabidamente sdo recrutados para tornar
competente a dindmica de proliferacdo celular. Outro produto natural da vinca, a
vinblastina, também ja foi utilizado como um novo adjuvante na quimioterapia
combinada contra o melanoma maligno de estagio Il (ARAI et al., 2006; SIENA, C.,
2008).

Para o desenvolvimento deste trabalho houve um especial interesse em
estudar compostos extraidos dos fungos, pois ja ha descrito na literatura que os do
género Pleurotus, possuem capacidade de modular o sistema imunologico dentre
inUmeras outras atividades como a acdo antitumoral, anti-inflamatéria e
antimicrobiana (ZHANG et al., 1994; OOI e LIU, 2000; BAE et al., 2005). Trabalhos
envolvendo a acdo antineoplasica dos polissacarideos destes fungos tém sido
reportados desde 1957 (OOI E LIU, 2000), como Pleurotus ostreatus (BOBEK et al.,
1998), Pleurotus sajor-caju (ZHUANG et al, 1993) e Pleurotus citrinopileatus
(ZHANG et al., 1994). Também os fungos do género Lentinus sé@o citados como
imunomoduladores e com efeito antitumoral (ZHANG, et al., 2007; CARBONERO et
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al, 2008); e os do género Agaricus apresentam propriedades funcionais e
medicinais, como modificadores da resposta biol6gica em linhagens tumorigénicas
(SANTOS-NEVES et al., 2008; KOMURA et al., 2010).

Os mecanismos da atividade antitumoral destes polimeros ainda ndo estéao
claros, entretanto, parecem estar associados a ativacdo do sistema imunoldgico
através da ativacado dos macrofagos e do sistema complemento (LIU et al., 1996).

Compostos bioativos isolados de algumas espécies de cogumelos
medicinais apresentam atividades: antitumoral, imunomoduladora, antiproliferativa e
hipotensiva (FORTES et al., 2006).

Com o objetivo de investigarmos a possivel agao citotdxica e agao sobre a
viabilidade celular apés exposicado ao diferentes polissacarideos na concentracéo de
500ug/mL, empregamos as seguintes metodologias: MTT (FIGURA 30 - 24horas,
31- 48horas). Os nossos resultados evidenciam que os polissacarideos P1, P2, P4 e
P6 nos tempos de 24 horas, 48 horas ndo apresentaram citotoxicidade celular
(FIGURAS 30 e 31). Em contrapartida os demais polissacarideos P3, PS5,
apresentaram citotoxicos no tempo de 24 horas (FIGURA 30). No tempo de 48 horas
somente o polissacarideos P3 apresentou citotoxicidade, demonstrando que com o
decorrer do periodo as células langam mao de estratégias celulares adaptativas para
recuperarem a homeostase celular. Resultados obtidos de Nuphar pumilum, por
exemplo, mostraram efeito citotoxico em linhagens de leucemia humana (U937),
melanoma murino (B16F10) e fibroblasto humano (HT1080), através da inducédo de
apoptose nas células, possivelmente ativando as caspases-8 e —3 (MATSUDA et al.,
2006). A literatura relata que, trés fracdes de Pleurotus ostreatus, formados de
proteoglicanos, foram administradas intraperitonealmente em camundongos, na
dose de 5mg/Kg por 6 dias, para observar sua acao sobre o Sarcoma 180 no
modelo ascitico. Foi constatada a atividade antitumoral com reducéo de até 90% no
namero de células tumorais (acdo citotoxica do composto frente ao modelo
experimental), elevacdo das células NK e producéo de 6xido nitrico (SARANGI et al.,
2006). Os trabalhos realizados por WOLFF (2007), avaliando a eficacia de diferentes
substancias obtidas de Pleurotus ostreatus, cultivado tanto em meio sélido como em
meio liquido sobre Sarcoma 180, revelaram que a maior taxa média de reducao
(86%) foi identificada quando camundongos foram tratados com caldo de cultivo in
natura. Resultados da literatura mostraram que o extrato hidroalcodlico fluido de

casca de R. sellowii inibiu significativamente a proliferagéo das células de melanoma
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murino B16F10 sem afetar sua viabilidade exercendo, portanto, um efeito citostatico,
mas néo citotoxico (SIENNA et al., 2006). Os resultados deste trabalho sobre o
mecanismo de morte celular induzido pelos diferentes polissacarideos (apoptose ou
necrose), empregando-se analise em citdbmetro de fluxo com o ensaio de Anexina V
[7-AAD. Nesta metodologia ndo foi possivel observar morte celular em niveis
significativos em 20.000 eventos analisados, o0 que significa que estatisticamente
estes valores representam nao inducao de morte pelos mecanismos analisados. Tais
resultados de citotoxicidade e mecanismo de morte celular estdo parcialmente
apoiados pelos dados encontrados na literatura. Desta forma ha necessidade de
realizar demais experimentos que possam nos dar parametros certivos que nos
proporcionem maior seguranca frente aos nossos resultados encontrados.

Com o objetivo de se verificar o possivel papel dos diferentes
polissacarideos frente a maior interacdo destas células tratadas com a matriz
extracelular, aumento do grau de espraiamento celular, com concomitante alteracéao
da morfologia destas células, empregou andlise morfoldgica e ultraestrutural em
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Visto que células mais aderidas e
espraiadas tendem a assumir um fendtipo de células estacionarias, ou seja menos
migratorias com diminui¢cdo da capacidade metastatica.

A literatura compulsada relata que a perda de expressao de moléculas de
adeséao celular induz mudanca na morfologia das células, e assim na arquitetura
tecidual; bem como alteragBes nas interacdes entre as células, modificando a
arquitetura tecidual, podendo desencadear o desprendimento das células do
substrato quando em analise in vitro ou do tumor primario quando que em estudo in
vivo, permitindo com estas alteracdes a invasdo do tecido conectivo, degradando os
constituintes da matriz extracelular em especial os componentes da membrana
basal, aumentando o poder invasivo das células tumorais. Gera-se assim um tumor
secundario, pois as células aderem no tecido endotelial vascular, atravessam a
membrana basal, colonizando um novo 6rgao. (FIDLER, 2003; PASCO et al., 2004,
OUHTIT et al.,, 2009). Com o intuito de modular negativamente esta capacidade
metastatica, o0s resultados encontrados apds exposicdo aos diferentes
polissacarideos evidenciaram que, a linhagem B16F10 controle, apresentou
tamanho regular, sdo células que nesta imagem pode-se perceber que néo
apresentaram inibicdo de contato, estas migram umas sobre as outras, morfologia

caracteristica de células tumorigénicas. As imagens da Microscopia Eletrénica de
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Varredura - MEV (FIGURA 40) evidenciam que as células expostas aos
polissacarideos (P1, P2, P3, P5 e P6) apresentam células com nitidas altera¢cfes no
padrdo morfologico, sdo células que ndo na totalidade, mas em grande namero sao
células morfologicamente maiores, dando a impressdo que em decorréncia desta
maior expansdo do corpo celular parecem estar em menor ndmero, estas estao
adsorvidas, bem mais em contato intimo com o substrato, mais espraiadas,
assumindo um fendétipo de células mais aderidas e como consequéncia mais
estaciondrias, especialmente para os polissacarideos P1, P5 e P6. Os resultados
apresentados mostram que muitas células assumem a morfologia bem estrelar, com
inimeras expansodes celulares de forma arborescente ao redor de todo corpo celular,
muito proeminentes, sendo esta caracteristica a que mais as diferenciam quando
comparadas com as células controles, especialmente proeminentes para as células
expostas aos polissacarideos P1, P3, P5 e de forma também evidente, mas menos
numerosos para o polissacarideo P6. Estas alteracdes no padrdo morfologico destas
células estao intimamente relacionadas com alteracfes de biomoléculas especificas
gue constituem as membranas destas células, as moléculas de matriz extracelular
bem como dos constituintes do citoesqueleto.

A bibliografia relata que as proteinas de matriz extracelular tém sido
relacionadas na modulacdo de proliferacdo, migracdo, adesdo e espraiamento
celular. Evidéncias diretas tém demonstrado que proteoglicanos de heparam sulfato
de superficie celular (sindecam-2), participam na formacéo das fibras de estresse e
juntamente com as integrinas (asp1) atuam na adeséo celular e espraiamento celular
sobre uma superficie de fibronectina (KUSANO et al., 2000). ITANO et al. (1996), em
estudos realizados em células de carcinoma derivadas do pulm&o, demonstraram
gue os proteoglicanos de heparam sulfato interagem com a fibronectina através de
suas cadeias de HS, modulando esta adesividade. A literatura ainda relata que o
sindecam-4 (proteoglicano de membrana celular) participa com as integrinas para a
formacdo dos contatos de adesdo focais, interagindo com proteinas de matriz,
proteinas de membrana e com os constituintes do citoesqueleto, sendo importantes
nos processos relacionados a adeséo, espraiamento e a migragcao celular (WOODS
e COUCHMAN, 1994, 2000; TUMOVA et al., 2000).

Células leucémicas que expressam sindecam-1 ndo invadem matriz de
colageno Tipo I. Por outro lado, células deficientes na expresséo de sindecam-1 séo

positivas, e quando transfectadas com o cDNA de sindecam-1 passam a exibir uma
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reducdo dramatica na capacidade de invasao comparada com as células parentais,
apresentando-se mais aderidas e espraiadas (LIEBERSBACH e SANDERSON,
1994).

Alguns trabalhos mostram a redugéo significativa do tumor sdlido “in vivo” de
modelos murinos, tratados com polissacarideos em injecfes diarias intraperitoneais
de 100mg/kg de animal. E também sugerem que o mecanismo de acao antitumoral
dos polissacarideos envolve a promocédo de apoptose celular (BAE et al.,, 2005).
Outros trabalhos mostram reducéo significativa, com ensaios in vitro empregando
células da linhagem murina B16F10, e foi possivel avaliar agdo sobre a adeséo
celular, em 75% e 80%; da invas&o celular em 89% e 99%; e da metastase em até
80%, com o0 uso de terapias utilizando polissacarideos extraidos de fungos,
demonstrando reducdes dose dependentes (HAN, 2006a; HAN, 2006b).

Frente aos resultados encontrados e diante das informacdes contidas na
literatura temos como objetivo na sequéncia deste trabalho, rastrearmos estes alvos
biolégicos mencionados anteriormente para se ter uma resposta de quais destes
poderiam estar sendo modulados e ou estdo tendo alteracdo no padrdo de
biossintese que nos proporcionem maior entendimento das rotas biolégicas

realizadas por estas células expostas a estes diferentes polissacarideos.
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9 CONCLUSOES

Concluimos com este trabalho que:

Para o ensaio de MTT:

¢ Os polissacarideos P1, P2, P4 e P6 nos tempos de 24 horas, 48 horas néao
apresentaram citotoxicidade celular (FIGURAS 30 e 31);

¢ Os demais polissacarideos P3, P5 apresentaram citotdxicos no tempo de
24h e o polissacarideo P3 no tempo de 48 horas (FIGURAS 31 e 31);

Avaliacdo da apoptose por Anexina V /7-AAD:

e N4&o foi possivel observar morte celular, em niveis significativos, em 20.000
eventos analisados. Foi detectado um percentual médio de morte celular mais
expressivo para as ceélulas controle do que as expostas aos diferentes
polissacarideos, o que significa que estatisticamente, estes valores néo representam
inducdo de morte pelos mecanismos analisados. Devemos refazer estes

experimentos para se ter certeza dos resultados aqui alcangados.

Analise morfolégica em microscopia eletrénica de varredura (MEV):

e Células controle sdao menores e ndo apresentam inibicdo de contato,
caracteristicas de células tumorigénicas; células expostas aos polissacarideos P1,
P5 e P6 apresentam-se maiores, mais espraiadas, mais aderidas e
consequentemente mais estacionarias; células expostas aos polissacarideos P1, P3
e P5 apresentaram morfologia estrelar e expansdes celulares de forma arborescente

ao redor de todo corpo celular muito proeminentes.
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