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RESUMO

O melanoma é a forma mais agressiva de cancer de pele sendo considerado um
problema de saude publica mundial, destacando-se por sua alta capacidade
metastatica. Esse tipo de cancer nao é responsivo aos tratamentos convencionais, o
que piora o progndstico do paciente. Aliado a isto, destaca-se o tratamento de uma
complicagdo secundaria desenvolvida por pacientes com cancer, a sindrome de
Trousseau, que tem como tratamento a administracdo de heparina que, em muitos
casos, leva a um aumento na sobrevida do paciente. A heparina € um
polissacarideo sulfatado de origem animal susceptivel a possiveis contaminagdes
com proteinas e com efeitos colaterais importantes. Por outro lado, as fucanas sao
polissacarideos sulfatados, também com atividade anticoagulantes, mas obtidas de
algas marinhas, o que evita a contaminacdo com proteinas animais. Dados da
literatura relatam possiveis atividades antitumorais provenientes desses compostos.
Devido ao exposto, esse estudo teve como objetivo a prospecgdo de trés
polissacarideos sulfatados (Heparina, Fucana A e Fucana C) em modelo de
melanoma murino “in vitro”. Para isso, foram utilizadas células B16-F10 como
modelo, e avaliado o perfil de citotoxicidade e viabilidade celular quando expostos
aos tratamentos, bem como o perfil do ciclo celular, analise das alteragdes
morfolégicas e capacidade migratéria. Os tratamentos com os diferentes
polissacarideos sulfatados ndo causaram citotoxicidade e nem genotoxicidade. Nao
houve diminuicao significativa na viabilidade celular, e nem danos aparentes no
DNA, quando comparado com grupo controle. Porém, quando foi analisada a
morfologia celular, as células tratadas com Fucana C apresentaram um maior
espraiamento e adesdo celular, quando observadas por microscopia eletrénica de
varredura, comparada com os demais grupos. A analise ultraestrutural, realizada por
microscopia eletrbnica de transmissao, demonstrou que as células que receberam
heparina como tratamento, tiveram um “swellamento” acentuado em suas
mitocdndrias, fato esse que geralmente precede eventos de apoptose. Apds novos
testes realizados para avaliar apoptose causada pelos tratamentos, observou-se que
todos os grupos estariam sofrendo um indice de aproximadamente 10% de morte
celular. Além disso, observou-se que a Heparina e a Fucana C apresentaram um
maior numero de células na fase G2/M, provavelmente pela tentativa de manutencgao
da homeostase, pois ao entrar em apoptose ocorrem estimulos para as células
vizinhas aumentarem a proliferacdo. Na maior dose testada, os diferentes
polissacarideos apresentaram indicios de morte celular, utilizando ensaio de MTT
observou-se que apoptose poderia acontecer em doses/tempos maiores do que 0s
utilizados no presente trabalho. Sendo assim, estudos futuros sdo necessarios para
determinar se em baixas concentragdes, os polissacarideos apresentam atividade
bioldgica contra células tumorais de melanoma.

Palavras chave: Melanoma, polissacarideos sulfatados, heparina, fucana.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer being considered a public
health problem worldwide, especially for its highly metastatic ability. Usually, it is not
responsive to conventional treatments, which worsens the prognosis. Treatment of a
secondary syndrome developed by cancer patients, trousseau syndrome, which is
handling the administration of heparin, showed an increase in patient survival.
Heparin is a sulfated polysaccharide obtained from animal and susceptible to
contamination that can lead to serious collateral effects. Moreover, fucans are
sulfated polysaccharides derived from seaweed, that also have anticoagulant effects,
which can potentially reduce the contamination incidence. Literature data indicates
potential antitumor activity of these compounds. Based on that, this study aims to
explore the effects of three sulfated polysaccharides (Heparin, Fucan A e Fucan C)
on a murine melanoma model "in vitro". Thus, B16-F10 melanoma cells were
cultured and used to evaluate the profile of cytotoxicity and cell viability when
exposed to treatments, as well as cell cycle analysis, morphological changes and its
migration profile. No cytotoxicity nor genotoxicity were observed. Initially there was
no significant decrease in cell viability, nor DNA damage compared to control group.
However, when analyzing cell morphology, Fucana C apparently induced a cell
spreading and adhesion, as observed by scanning electron microscopy. The
ultrastructural analysis performed by transmission electron microscopy showed that
heparin treated cells presented a swelling sharp in their mitochondria, a fact that
often precedes the apoptosis events. After further analysis to evaluate treatment
induced apoptosis, it was observed around 10% of cell death all treated groups. On
the other hand, Heparin and Fucan C presented an increase in cells on G2/M phase,
probably an attempt to maintain homeostasis as cells undergoing apoptosis
stimulates the cells around to proliferate. The higher concentration used induced cell
death, and by MTT method we found that apoptosis could occur at doses/times lower
than those used in this work. Thus further studies are necessary to determine if low
doses of these polysaccharides could have biologic activity against melanoma
tumoral cells.

Key words: Melanoma, sulfated polysaccharide, heparin, fucan.
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1. INTRODUCAO

O melanoma destaca-se por ser um tipo de cancer de pele, mas a forma mais
agressiva, justamente por possuir uma alta capacidade metastatica, o que faz dele
um significante problema na saude publica mundial. Em estagio avangado, o
progndstico dos pacientes portadores dessa doenga € frequentemente de sobrevida
em torno de 6 a 9 meses. Sobrevida de cinco anos ocorre em menos de 10% dos
casos. Em adicdo, esse cancer ndo € responsivo aos tratamentos convencionais,
como radioterapia e quimioterapia, que provocam diversos efeitos colaterais e reduz
a qualidade de vida do paciente. Face ao exposto, uma estratégia interessante para
o0 combate dessa doenga é a utilizacdo de compostos que levam a diminuicdo da
atividade metastatica e invasiva das células tumorais, mas com nenhum ou minimos
efeitos colaterais. Neste sentido, destacam-se os polissacarideos sulfatados, em
especial heparina, que é obtida de pulm&o ou mucosa intestinal bovina e/ou suina, e
as fucanas, obtidas de animais ou algas marinhas. Os dados da literatura indicam
que estes compostos apresentam possiveis atividades antitumorais em modelos

animais.

1.1.  JUSTIFICATIVA

A metastase é a causa mais importante de mortalidade no caso de melanoma
metastatico (PASCO et al., 2004), visto que existe uma dificuldade muito grande de
eliminagdo dos noddulos tumorais formados, além da baixa efetividade dos
tratamentos convencionais em uso (THOMPSON et al., 2005). Assim, o presente
estudo teve o propdsito de avaliar a atividade biolégica de heparina ndo fracionada e

de duas fucanas, sobre modelo de melanoma murino “in vitro”.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a ac&o dos polissacarideos heparina e fucanas sobre o modelo de

melanoma murino “in vitro”.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcangar o objetivo geral, foram propostos os seguintes objetivos
especificos:
e Avaliar se os compostos estudados podem levar a alteragcbes na viabilidade
celular, bem como causar genotoxicidade;
e Avaliar se os polissacarideos sdo capazes de desencadear alteragdes no ciclo
celular, bem como se podem levar a apoptose;
e Avaliar as possiveis alteracbes morfolégicas e ultraestruturais;
e Investigar se o tratamento com os polissacarideos podem levar a modificacdes

no padrao tumoral das células, como a capacidade proliferativa e de migragao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. POLISSACARIDEOS SULFATADOS

2.1.1. GLICOSAMINOGLICANOS

Os glicosaminoglicanos (GAGs) s&o polimeros de carboidratos complexos,
que interagem com varias proteinas, atuando em muitos processos fisiolégicos e
patolégicos, como na homeostase dos tecidos, inflamagbes e no processo de
progressdo de tumores (AFRATIS et al., 2012). Também ja foram chamados de
mucopolissacarideos, devido as suas propriedades viscosas e lubrificantes. Estas
moléculas estdo presentes na superficie de todas as células animais, na matriz
extracelular, bem como em granulos intracelulares de células especificas. Alguns
destes compostos sao conhecidos por ligarem e regularem uma variedade distinta
de proteinas, incluindo citocinas, enzimas, fatores de crescimento e moléculas de
adesao (SAMPAIO et al., 2006; GANDHI; MANCERA, 2008; AFRATIS et al., 2012).
Quanto a constituicdo quimica dos glicosaminoglicanos, observa-se que sao
formados por unidades dissacaridicas repetitivas, as quais sao constituidas por uma
hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina) unida por ligagao glicosidica a um
acucar nao nitrogenado. Esse, por sua vez, pode ser um acido urbénico (D-
glucurdnico ou L-irudbnico) ou um agucar neutro (D-galactose) (GANDHI;
MANCERA, 2008; AFRATIS et al., 2012), conforme representado na Figura 1. Os
GAGs diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina e agucar nao nitrogenado,
quanto ao grau de sulfatagao e a posi¢ao em que sao sulfatados, bem como quanto
ao tipo de ligacao glicosidica inter- e intradissacaridica (GANDHI; MANCERA, 2008).
Os GAGs sao polissacarideos lineares, carregados negativamente e com peso
molecular entre 10-100 kDa. Os principais tipos de GAGs sao: nao sulfatados como
0 acido hialurénico, e os sulfatados que incluem condroitins sulfato (CS — sendo 4
e/ou 6 sulfato), dermatam sulfato, queratam sulfato, heparam sulfato e heparina
(AFRATIS et al., 2012). A unidade estrutural de cada GAG esta representada na
Figura 2.
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Glicosaminoglicanos

neN m ...,...o..,,,..o..’o~.....

ASulfato

e D-Galactose

. Acticar nio nitrogenado |e¢ Acido urénico
(p-glucurdnico ou L-idurénico)

| Hexosamina -@‘ N -@

(D-Glucosamina ou D-Galactosamina) o o

FIGURA 1 — UNIDADES DISSACARIDICAS DOS GLICOSAMINOGLICANOS: A Figura acima ilustra
as unidades dissacaridicas dos glicosaminoglicanos, formada por uma hexosamina (D-glucosamina
ou D-galactosamina), unida por ligagéo glicosidica a um agucar nao nitrogenado, que pode ser um
acido urdénico (D-glucurdnico ou L-iruddnico) ou um agucar neutro, a D-Galactose.

Os GAGs sulfatados sdo encontrados com exclusividade no reino animal e
apresentam-se amplamente distribuidos na escala filogenética, desde espongiarios
até mamiferos superiores (MEDEIROS et al., 2000).

Os glicosaminoglicanos possuem papel importante em diversos mecanismos,
como na sinalizagdo celular, desenvolvimento de angiogénese, e como agentes
anticoagulantes (I0ZZO et al.,, 2001). Acredita-se que essas moléculas participam
em processos de migracao celular, pois agem como coreceptores para fatores de
crescimento. Na verdade, membros da familia de fatores de crescimento precisam
interagir com cadeias de heparina/heparam sulfato a fim de que seus receptores
ativem toda sua sinalizagao (I0ZZO et al., 2001). A superexpressao destes fatores

contribui para a progressao de tumores, em caso de metastases.
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FIGURA 2 - UNIDADE ESTRUTURAL DOS GLICOSAMINOGLICANOS: A Figura acima ilustra a
estrutura quimica dos glicosaminoglicanos. Fonte: Figura adaptada de GANDHI; MANCERA, 2008.

2.1.2. HEPARINA

Historicamente a heparina foi descoberta em 1916 por Jay Mclean, quando
esse fazia experimentos em extratos de figado canino, na John Hopkins Medical
School (Baltimore, EUA). Mclean buscava o isolamento de fosfolipideos com
caracteristicas procoagulante. Surpriendentemente ele isolou uma substancia que
possuia um potente efeito anticoagulante. Em 1918 Howell e Holt purificaram outro
fosfolipideo de figado de cao, aparentemente distinto daquele isolado por Mclean
dois anos antes e cunharam o termo heparina, devido sua origem (do grego hepar =
figado).

Em 1922, Howell desenvolveu outra estratégia de purificagdo aquosa e em
1926, descreveu sob o mesmo nome de heparina um composto com atividade
anticoagulante bem maior que o anterior, extraido também do figado canino, através

de solugédo aquosa e precipitagdo por acetona, que possuia acido glucurénico em
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sua composigcao. Esse composto que € conhecido atualmente como heparina e tem
sido utilizado desde a década de 50 (do século passado) como agente
anticoagulante de escolha (WARDROP; KEELING, 2008).

A heparina € um GAG composto por unidades hexassacaridicas
octossulfatadas repetitivas, constituida essencialmente de dois tipos de
dissacarideos: um trissulfatado e outro dissulfatado respectivamente, na proporgao
2:1 (NADER et al., 2004). Suas cadeias séo constituidas de dissacarideos contendo
acido urdnico e a-D-glicosamina, conforme representado na Figura 3. Os residuos de
acidos urdnicos sao do tipo o-L-idurdnicos (70-80%) e B-D-glucurdnico (20-30%),
sendo que a maioria dos residuos de acido L-idurénico séo sulfatados no carbono 2
(C-2, sendo 70-80%), enquanto que o acido D-glucurdnico, raramente encontra-se
sulfatado. As ligagdes glicosidicas intradissacaridicas sao do tipo a(1—4) ou p(1—4)
e as interdissacaridicas s&o do tipo a(1—4) (MUNOZ et al., 2004).
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FIGURA 3 — UNIDADE HEXASSACARIDICA BASICA DA HEPARINA: A hexosamina da heparina é
a a-D-glicosamina e o agucar nao nitrogenado € o acido urénico. A Figura acima ilustra a unidade
hexassacaridea basica, onde mostra que a heparina é composta principalmente por dois tipos de
dissacarideos, um formado por a-D-glicosamina, N,6-dissulfatada, unida por ligagdo a(1—4) ao acido
a-L-idurénico 2,0-sulfatado, e outro dissacarideo de a-D-glicosamina, N,6-dissulfatada, unida ou a um
acido a-L-idurénico por ligagdo a(1—4), ou a um acido -D-glucurdnico, por ligagao do tipo a(1—4)
(NADER et al., 2004).

A heparina apresenta uma distribuicao peculiar, estando presente em
mamiferos e outros vertebrados, bem como nos invertebrados. Em geral, esta
presente em tecidos que apresentam contato direto com o meio externo, tais como:
pulmdo, pele e mucosa intestinal ou em 6érgados responsaveis pela defesa do
organismo, tais como o timo e os ganglios linfaticos. Tecidos de origem bovina e
canina contém as maiores quantidades de heparina, enquanto que em tecidos de

vertebrados ndo mamiferos a distribuicdo da heparina € muito menor. Ressalta-se,
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entretanto a auséncia de heparina em tecidos de coelho (Figura 4) (NADER et al.,
2004).
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FIGURA 4 - DISTRIBUIGAO DE HEPARINA EM DIVERSOS TECIDOS DE VERTEBRADOS: A
Figura acima ilustra a distribuicdo da heparina observada em diferentes tecidos estudados, tanto de
mamiferos (A), quanto de outros vertebrados (B). A heparina encontra-se preferencialmente em
tecidos que estdo em contato com o meio externo, tais como pele, pulméo e intestino, ou em 6rgaos
que atuam na defesa do organismo, como timo e géanglios linfaticos. Tal distribuicdo acontece em
relagdo aos tecidos de diferentes espécies de mamiferos (A), bem como de outros vertebrados (B)
Fonte: TRINDADE, 2004.

Apesar de sua conhecida agao farmacoldgica, acredita-se que sua fungao bioldgica

pode ser diferente. Durante muito tempo a heparina foi identificada somente no
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interior de mastécitos, sob a forma de granulos secretérios (NADER; DIETRICH,
1989). Atualmente, o proteoglicano contendo heparina ja foi localizado em diversos
tipos celulares, como macrdfagos e células endoteliais (PEJLER; ABRINK;
WERNERSSON, 2009). O proteoglicano de heparina apresenta muitas fungées, mas
o seu real papel fisiolégico ainda nao esta esclarecido (NADER; DIETRICH, 1989;
ZEHNDER; GALLI, 1999). Os estudos mais recentes indicam um possivel efeito
como regulador da formagdo dos granulos de secre¢édo dos mastécitos (ABRINK et.
al., 2004; PEJLER; ABRINK; WERNERSSON, 2009), bem como um efeito ativador
do sistema imunologico (ZERNICHOW et. al., 2006; KOLSET; TVEIT, 2008).

Dessa forma, acredita-se que seja pouco provavel que a fungdo bioldgica da
heparina esteja relacionada a prevengado da coagulagdo sanguinea. Nesse sentido,
foi demonstrado, através de varios estudos, que muitas espécies que nao possuem
heparina apresentam mecanismos de coagulagdo sanguinea normais, e outras
espécies, que nao apresentam sistema de coagulagdo sanguinea apresentam
grandes quantidades de heparina (NADER et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006). O
que reforca a ideia de que a funcao biolégica desse glicosaminoglicano nao esta
relacionada com o processo de coagulagao sanguinea.

A acao farmacologica da heparina esta relacionada com a sua alta capacidade
anticoagulante. O foco central de sua agao consiste em potencializar a velocidade
de inibicdo da antitrombina (AT), um componente inibidor de diversas enzimas da
cascata da coagulagdo sanguinea (NADER et. al., 2004), conforme ilustrado na

Figura 5.
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FIGURA 5 - ALVO DA AGAO ANTICOAGULANTE DE HEPARINA E HEPARAM SULFATO: Efeitos
anticoagulantes da antitrombina (AT). A Figura acima ilustra a capacidade de potencializar o efeito
inibitério da AT pelo heparam sulfato ou pela heparina. Fonte: Franco, 2001.

2.1.3. FUCANAS

O primeiro polissacarideo contendo fucose, isolado de alga marrom, foi descrito no
inicio do século passado (KILING, 1913 apud SENE, 2009). Trinta e cinco anos
depois foram publicadas evidéncias de que fucanas também ocorriam em
invertebrados marinhos (VASSEUR, 1948 apud SENE, 2009).
Atualmente, polissacarideos contendo fucose, sdo denominados de fucanas e séo
obtidos de algas marrons (Phaeophyceae) (COSTA et al., 2010; ALMEIDA-LIMA et
al., 2011) e em equinodermos (ouricos e pepinos do mar) (POMIN; MOURAO, 2008).
Nas algas elas estdo localizadas na matriz mucilaginosa e devido ao seu
carater altamente higroscopico, acredita-se que protejam a alga da desidratagao
quando essa € submetida a longos periodos de exposi¢cdo ao sol durante as marés
baixas. A natureza mucilaginosa desses compostos, também parece contribuir para
tornar a alga flexivel o bastante, para crescer em ambiente liquido, e rigida o
suficiente para permanecer estendida e assim, melhor captar a luz e os nutrientes
existentes (PERCIVAL; MACDOWELL, 1967 apud SENE, 2009).
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O polissacarideo extraido de alga da familia das Phaeophyta possui como
caracteristica mais marcante a presencga de L-fucose sulfatada (COSTA et al., 2010),

conforme ilustrado na Figura 6.
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FIGURA 6. ESTRUTURA PROPOSTA PARA UMA GALACTOFUCANA SULFATADA EXTRAIDA
DE S. schoederi. A figura acima ilustra a estrutura observada por RMN da Fucana B, uma
galactofucana. FONTE: ROCHA et al., 2005.

As estruturas desses polimeros variam de acordo com a espécie da alga, dando
origem a uma grande variedade de polissacarideos sulfatados (BILAN; USOV,
2008). Cabe salientar que as algas marinhas sao as fontes de origem nao animal
mais importante para a sua extracdo (COSTA et al, 2010), o que evita
contaminagao com produtos de origem animal (ROCHA et al., 2005).

As fucanas tém sido avaliadas com relagcdo as suas possiveis atividades
farmacoldgicas através de diversos modelos experimentais. O grande interesse
pelas fucanas pode ser relacionado com a sua semelhanga estrutural com a
heparina, o que daria a esses polissacarideos atividades semelhantes as dos GAGs.
Ainda, por serem de origem vegetal elas poderiam apresentar menores riscos de
contaminagdes por virus e particulas, como “prions”, quando comparadas com a
heparina; além do fato das algas serem recursos naturais renovaveis (BERTEAU;
MULLOY, 2003).

Diversos autores tém reportado diferentes atividades para as fucanas, como:
atividade angiogénica, anticoagulante, antitrombdtica, antimigratoria, antiadesiva,
antioxidante, inibidores in vitro de varios virus, incluindo importantes patégenos
humanos tais como o virus da imunodeficiéncia humana, herpes e dengue, entre
outras (COSTA et al., 2010).

Porém, devido ao fato de muitos estudos de atividade biolégica serem conduzidos
utilizando preparagbes “cruas” de fucoidam, torna-se dificil determinar as relagdes

entre atividade e estrutura. Ao longo dos anos, vem se tornando mais claro que ao
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menos algumas destas varias atividades descritas ndo sdo meramente em fungao
de sua alta carga negativa, mas especificamente pela complexidade estrutural
distinta (BERTEAU; MULLQOY, 2003).

2.2.  ATIVIDADE ANTITUMORAL DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Tumores malignos possuem a capacidade de invasdo do tecido subjacente
até atingirem vasos sanguineos, por onde sdo transportados a outros 6rgéaos,
podendo aderir e ali se proliferarem, capacidade esta conhecida como metastase
(ALBERTS et al., 2010). Nesse processo €& frequentemente observado o
desenvolvimento de trombose associada. A metastase é facilitada pela adeséao
célula-célula, entre as células tumorais e o endotélio de tecidos distantes, para isso,
as células tumorais que se encontram na circulagdo sanguinea utilizam-se da
interagcdo com plaquetas e leucdcitos, os quais irdo contribuir para a adesdo do
tumor, extravasamento e estabelecimento de novas lesdes metastaticas (BENDAS,;
BORSIG, 2012). Cabe destacar que pacientes com cancer possuem uma pré-
disposicdo cinco vezes maior para o0 desenvolvimento de doencgas
tromboemboliticas (CHAO et al., 2011). Assim, heparina (n&o fracionada ou heparina
de baixo peso molecular - LMWH) é amplamente utilizada para a prevengao e
tratamento das complicagbes tromboemboliticas em pacientes com céancer
(KHORANA, 2012, AFRATIS et al., 2012). As observagdes de pacientes nessas
condicdes, que foram submetidos ao tratamento por heparina ou LMWH, mostraram
uma melhora na sobrevida, sugerindo uma atividade antitumoral para esses
polissacarideos (BORSIG, 2010; BENDAS; BORSIG, 2012).

Uma das possibilidades do modo de acdo dessas heparinas esta na
capacidade anticoagulante, uma vez que resulta na liberagao do fator tecidual (TFPI)
do endotélio vascular, o que contribui para a atividade anti-angiogénica, diminuindo
a capacidade invasiva do tumor.

Além disso, cabe ressaltar que a invasao das células tumorais esta associada
a capacidade de degradar componentes da matriz extracelular, produzindo enzimas
hidroliticas, tais como metaloproteinases e/ou heparanase. Assim, a atividade

antimetastatica observada para as heparinas, pode ser causada por suas atividades
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bioldgicas, como inibicdo da adesao celular mediada por P e L-selectina, bem como
da acao das heparanases (AFRATIS et al., 2012).

Devido a semelhanca estrutural das fucanas com a heparina, uma de suas
atividades farmacoldgicas interessante € a capacidade de inibi¢ao na atividade
metastatica de células tumorais. Acredita-se que essa agao seja resultante da
interacédo desses polissacarideos com a laminina (molécula da matriz extracelular),
inibindo a adesao de células tumorais as mesmas (HAROUN-BOUHEDJA et al.,
2002).

2.2.1. Sindrome de Trousseau

A sindrome de Trousseau foi descrita em 1865 por Armand Trousseau.
Através de diversas observacdes clinicas, ele notou que pacientes que sofriam de
cancer gastrico desenvolviam uma trombose tardia. Trousseau n&o ficou famoso
somente por observar na clinica esse tipo de desordem, e sim por, anos apos sua
descoberta, autodiagnosticar-se com a doenca. A sindrome de Trousseau foi
relatada como sendo frequentemente associada a coagulopatia intravascular
disseminada crénica, acompanhada por micro trombos ricos em plaquetas, anemia
hemolitica angiopatica, endocardite verrucosa e problemas tromboemboliticos
relacionados a esses processos. Atualmente essa sindrome é definida como
qualquer desordem tromboembdlica que precede um diagndstico de cancer, ou
entao que é diagnosticado concomitantemente (VARKI, 2007).

Multiplos fatores parecem estar associados com o desenvolvimento dessa
sindrome, entre eles esta a presencga excessiva de fator tecidual (TF) na superficie
de diversos tipos de células tumorais. O TF é responsavel pela ativagao de diversas
proteases pré coagulatdrias, em poros de capilares intratumorais, ou pela invasao de
células tumorais no lumen dos vasos sanguineos, em caso de tumores metastaticos
(RAK et al., 2006). Outro fator que pode levar ao desenvolvimento desse tipo de
desordem é a producdo de mucinas pelos carcinomas. Mucinas sdo produtos
altamente glicosilados que sao secretados por células epiteliais, os quais se tornam
aberrantemente glicosilados em células tumorais e s&o erroneamente secretados na

corrente sanguinea, ativando o sistema de coagulagao (VARKI, 2007).
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Além do TF e das mucinas, diversos outros mecanismos podem estar
relacionados com o desenvolvimento dessa sindrome, como a associagao do tumor

com proteinases cisteinas, entre outros, conforme representado na Figura 7.
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FIGURA 7 — Multiplos mecanismos para a Sindrome de Trousseau — A Figura acima representa
os multiplos fatores que podem levar ao desenvolvimento da desordem coagulatérias observada por

Armand Trousseau. Observa-se na forma de um “raio” os locais de agao da heparina, o que a coloca
como sendo um farmaco de escolha para o tratamento desta sindrome. Fonte: VARKI, 2007.

“— Activated endothelium

Apesar da existéncia de diferentes tipos de anticoagulantes presentes no
mercado, segundo VARKI (2007), a heparina € o anticoagulante que proporciona
melhores resultados para o tratamento desta sindrome, pois além de ativar a
antitrombina, também é responsavel pela ativagdo do cofator Il e do inibidor da
proteina C. Outra agdo da administracdo da heparina é a inibicdo da ligacdo das
selectinas L- e P-, o que interrompe a ligagdo das mucinas que dependem das
mesmas para ter efeito, conforme representado na Figura 7. O uso prolongado da
heparina pode ocasionar diversos efeitos colaterais, como o risco de hemorragias,
anemia devido a micro hemorragias intestinais e hemolise, os quais podem variar de
acordo com o paciente (AFRATIS et al., 2012).
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Devido ao exposto acima, o presente estudo visa avaliar a agao bioldgica da

heparina e seus analogos em modelos de melanoma murino “in vitro”.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  LINHAGEM CELULAR

As células utilizadas nos experimentos foram de melanoma murino, da
linhagem B16-F10 (ATCC numero CRL-6322).

3.2. CONDICOES DA CULTURA DAS CELULAS B16-F10

As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), contendo penicilina 1
U/ml, estreptomicina 1 ug/ml, e anfotericina 2,5 pg/l, em atmosfera umida a 37° C
contendo 5% CO..

3.3. AMOSTRAS DE POLISSACARIDEOS

No presente trabalho foram utilizados trés polissacarideos, sendo uma
heparina e duas fucanas. A heparina utilizada foi comercial da marca Heptar
(Eurofarma, Sao Paulo). As fucanas (Fucana A e Fucana C) foram gentiimente
cedidas pelo Prof. Hugo Rocha, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
Sao obtidas da alga marinha S. scréederi e purificadas conforme descrito

previamente por Dietrich e colaboradores (1995).

3.4. TRATAMENTO DAS CELULAS B16-F10 COM POLISSACARIDEOS
SULFATADOS

Células B16-F10 foram plaqueadas em diluicdes ideais para cada
experimento e mantidas por 24 horas para entrada na fase log. A seguir, o meio de
cultura foi substituido por meio novo e entdo as células foram tratadas com os

polissacarideos sulfatados por tempo variavel de 24 a 72 horas, conforme descrito
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em cada ensaio. No final do tratamento, as células foram soltas da placa, pelo
tratamento enzimatico com tripsina, lavadas com DMEM contendo 10% de SFB, e
ressuspensas em PBS.

O efeito dos polissacarideos foi analisado, quanto a possivel agcdo dose
(utilizando concentragdes de 0,1; 1; 10 ou 100 pg/ml em meio DMEM sem SFB) ou
tempo dependente (24 ou 48 horas) para identificagdo da concentragédo ideal,

constituindo assim um triagem.

3.5. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade celular, foram empregadas trés metodologias
diferentes, diferindo o tipo de reacédo: Vermelho Neutro, MTT, Anexina V e 7-AAD,
conforme descrito a seguir:

« Vermelho Neutro: O método de Vermelho Neutro foi realizado conforme
descrito por Chaim et al.,, 2006. Para a analise, as células B16-F10 foram
contadas em camara de Neubauer, e plaqueadas 2000 células por poco em
placas de 96 pogos (TPP). Apds 24 horas, as células foram tratadas com os
polissacarideos (Heptar, Fucana A e Fucana C) nas concentragdes de 0,1, 1, 10
e 100 pg/mL; com um tempo de tratamento de 24 e 48 horas. Apds o periodo de
tratamento, as células foram incubadas por 2 horas, com uma solucdo de
concentracao final de 100 mg/mL de vermelho neutro (SIGMA, N6634). Apos o
término do tempo de incubacgao, as células foram lavadas com PBS, por 3 vezes.
Entdo foi adicionado 100 pyL de uma solugdo eluente (Etanol/Acido Acético
Glacial; 50%/1% em &agua ultrapura). Homogeneizou-se lentamente, até a
completa dissolugao e posteriormente, realizou-se a leitura da absorbancia em
um comprimento de onda de 550nm, em leitor de microplacas (Meridian ELX800,
Diagnostic Inc).

« Anexina V / 7-AAD: a Anexina V é uma proteina que se liga em fosfolipidios
dependentes de Ca*? e tem alta afinidade por fosfatidilserina. Vale ressaltar que
esse fosfolipideo é caracteristico da face interna da membrana plasmatica e
como as células ndo sao permeabilizadas, se houver marcacdo € porque esse
fosfolipideo foi externalizado, evento que ocorre no inicio da apoptose. Por outro
lado, 7-AAD é um marcador intercalante de DNA que penetra apenas em células

com ruptura de membrana. O protocolo foi realizado com o Kit de deteccéo de
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apoptose (BD Pharmingen™) de acordo com as instrucdes do fabricante. As
células foram analisadas em citometria de fluxo, utilizando FACScalibur do Setor
de Ciéncias Bioldgicas (UFPR).

e MTT: O método do MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por REILLY et al. (1998). Para a analise, as células foram
expostas a diferentes concentracbes de polissacarideos, conforme descrito
anteriormente. No entanto, 3 horas antes do final do tempo de incubacdo o
reagente MTT foi adicionado ao meio de cultura, em uma concentragao final de 5
mg/mL em meio DMEM. A seguir, o excesso de MTT foi removido e os cristais
de formazan formados, dissolvidos pela adicdo de 0,1mL de DMSO. A leitura da
absorbancia em 550 nm foi realizada em leitor de microplacas (Meridian
ELX800, Diagnostic Inc), utilizando-se como branco a adigdo do solvente DMSO
em ceélulas que ndo receberam MTT e como controle experimental células

lisadas com detergente molecular SDS.

3.6. GENOTOXICIDADE CELULAR (ENSAIO COMETA)

O ensaio cometa foi realizado segundo método descrito por COLLINS et al.
1997. Brevemente, um pellet de 10° células, provenientes de cada tratamento, foi
ressuspenso em 1 mL de soro fetal bovino. Desta solugdo, 10 uL foram retirados e
misturados com 120 upl de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP), previamente
dissolvida e pré-aquecida (37°C). Esta suspenséo celular foi entdo depositada sobre
laminas cobertas com gel de agarose, preparada com PBS.

Apos a deposigao da mistura agarose LMP e suspensao celular sobre o gel
da lamina, essa foi entdo coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15
minutos. Apdés o periodo de refrigeracdo, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as laminas acondicionadas em “cubetas” contendo uma solucao de lise
por 24 horas.

Decorrido o periodo de lise celular, as laminas foram transferidas para uma
cuba de eletroforese horizontal e, as mesmas foram mantidas refrigeradas e ao
abrigo da luz. Em seguida adicionou-se suavemente uma solugédo de eletroforese

com pH maior que 13, de maneira a cobrir todas as laminas. Antes do inicio da
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corrida eletroforética, as laminas permaneceram na solucido de eletroforese por 30
minutos para a desespiralizacdo do DNA. A seguir, iniciou-se a corrida de
eletroforese a 25 V e 300 mA por 25 minutos.

Terminada a corrida, as laminas foram retiradas da cuba e submetidas ao
tampéo de neutralizagéo (pH 7,5) por 15 minutos. Esse processo foi realizado em
trés etapas, com 5 minutos para cada. A seguir, as laminas foram secas a
temperatura ambiente, sendo posteriormente fixadas com etanol 96% por 5 minutos.

Com a lamina seca e fixada, 25 yl de brometo de etideo foi adicionado em
cada lamina para que fosse realizada a coloracdo do DNA ali presente. Cada lamina
foi entdo coberta com laminula e levada ao microscopio de epifluorescéncia e
analisadas com a objetiva de 40x, a dleo.

As laminas foram analisadas em teste cego, contando-se 100 nucleos em
cada lamina. Os nucleos foram classificados de acordo com o dano, conforme o
comprimento da cauda formada apds a corrida eletroforética. Os nucleos foram
classificados em: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano
maximo) e 4 (nucleo destruido ou em apoptose) (COLLINS et al. 1997).

3.7.  ANALISE DO CICLO CELULAR

Para avaliar se os polissacarideos alteram o ciclo celular, apos a exposi¢cao
aos polissacarideos (100ug/mL), por 48 horas, as células foram lavadas e entao
expostas para iodeto de propideo (PI) (500 uL) para detec¢cdo da quantidade de
DNA e, consequentemente, avaliacdo das fases do ciclo celular (considerando
quantidade X, fase Gg1, 2X fase G,/M e intermediario entre X e 2X, fase S) conforme

descrito pelo fabricante (BD Pharmingen™).

3.8. ANALISE DA MORFOLOGIA NUCLEAR ATRAVES DE MARCADOR
FLUORESCENTE

Foram plaqueadas 2000 células B16-F10 em laminulas de 12 mm de
didmetro, as quais foram mantidas em placa de 24 pocos, por 24 horas em

incubadora de CO,. A seguir, 0 meio de cultura foi removido e substituido por meio
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novo, contendo a concentragao de 100 ug/ml dos polissacarideos em questao. Essa
incubacao foi mantida por 24, 48 ou 72 horas. Apos o periodo de exposicado aos
polissacarideos, as células foram lavadas 2x com meio DMEM livre soro fetal bovino,
duas vezes com tampdo PBS e fixadas em uma solucdo contendo 2%
paraformaldeido em PBS por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram
novamente lavadas com PBS (2 vezes) e incubadas com glicina 0,1M em PBS, para
bloqueio dos radicais aldeidicos livres, por 15 minutos. A seguir, as células foram
novamente lavadas com PBS (2 vezes). Realizado todo esse processo, 0 nucleo
celular foi corado, pela incubagdo com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (1:1000)
em PBS, na presenca de saponina (0,01%), durante 30 minutos.

Ao término do periodo de incubagédo, as células foram lavadas com PBS (2
vezes) e montadas em lamina histolégica com meio de montagem “Fluoromont-G”
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) e, entdo, observadas em
microscopio de fluorescéncia Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

3.9. ANALISE EM CITOMETRIA DE FLUXO

Células B16-F10 foram plaqueadas (4x10°/ml) em placa de Petri (de 60 mm
de diametro) e mantidas por 48 horas para a entrada na fase log. O meio de cultura
foi descartado e substituido por novo, contendo solu¢do de 100 ug/ml polissacarideo
sulfatado e foram mantidos por tempo determinado (conforme descrito acima). No
final do tratamento as células foram soltas da placa enzimaticamente
(“tripsinizadas”), lavadas com DMEM contendo 10% de SFB, e ressuspendidas com
PBS. As células foram aliquotadas em 10° células por tubo de analise, que foram
divididos em para andlise de viabilidade e de ciclo celular, conforme descrito
anteriormente. Foram adquiridos 10.000 eventos por amostras em citdmetro de fluxo
FACSCalibur, através do software CellQuest. Para as médias de cada subpopulagao
de células e a correspondente significancia estatistica (ANOVA unifatorial e teste

Tukey) foram tabuladas e analisadas para cada tratamento.
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3.10. ANALISE DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

As amostras celulares (5x10%/ml) expostas ou ndo os polissacarideos (100
Mg/ml) em tempos variaveis, foram fixadas com glutaraldéido 2,5% em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2 durante 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, foram
lavadas com tampdo cacodilato de sédio 0,1 M por 3 vezes durante 10 minutos
cada, e pos fixadas com tetroxido de dsmio 1% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1
M por 15 minutos no escuro e a temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram
lavadas novamente em tampao cacodilato de sddio 0,1 M por 10 minutos cada, e
desidratadas em bateria crescente de alcool (50%, 70%, 90% e 100%) de 10 a 20
minutos cada. Apos a desidratacdo, as amostras foram submetidas ao ponto critico
(CPD 010 - BALZERS), metalizadas com particulas de ouro (SCD-030 — BALZERS)
e analisadas em microscopio de varredura (JEOL JSM 6360-LV SCANING
ELECTRON MICROSCOPE).

3.11. ANALISE ULTRAESTRUTURAL POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

Apods o periodo necessario em cultura, as células foram tratadas com a maior
concentracao dos diferentes tipos de polissacarideos em estudo (100 pg/mL) em
frascos de cultura T75 (TPP) por 48 horas. A seguir, foram fixadas com fixador
Karnovsky (2,5% gluteraldeido, 2% paraformaldeido, Cloreto de célcio 0,02M em
tampéao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2) por uma hora. Entdo as células foram
raspadas das garrafas de cultivo e centrifugadas, sempre respeitando os grupos,
sem mistura-los. Foi realizada entdo a pods-fixagdo em tetroxido de ésmio 1% em
tampéao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2, durante uma hora ao abrigo da luz. Em
seguida, foram realizadas duas lavagens com tampao cacodilato de sodio 0,1M e
desidratacdo em acetona (70, 90 e 100%), infiltragdo em mistura de epon: acetona
em série decrescente e emblocagem em epon. Apds a polimerizagdo em estufa a
60°C por 3 dias, os blocos foram cortados em ultramicrétomo (em intervalos de 0,5
Mm), contrastados e observados no microscépio eletrénico de transmisséo Jeol 1200

EXIl, do Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. As imagens foram
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adquiridas através do analisador de imagens Gatan. Foram observados cortes de

células em gradinhas de cobre de 300 mesh.

3.12. ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR

Um dos métodos de analise, de uma caracteristica muito importante de
células tumorais, a capacidade migratéria, é através do ensaio de Scratch in vitro
(LIANG; PARK; GUAN, 2007). Este tipo de ensaio € aplicavel em células de
linhagens aderentes. Nessas, quando atingem a confluéncia é realizado um “risco”,
com auxilio de uma ponteira do tipo p10, removendo células na regido de
confluéncia, permitindo assim avaliar o perfil migratorio da linhagem celular em
estudo. A seguir, as células cultivadas em garrafas de cultura do tipo T25 foram
tratadas com os diferentes tipos de polissacarideos, nas maiores concentracdes, e
fotografadas em microscopio Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), no

tempo 0, 3, 6 e 24 horas apos o tratamento.

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com média terro padrao da média (EPM) e foram

submetidos a analise de varidncia uma via (ANOVA) com pos-teste de Tukey, para

um nivel de significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. VIABILIDADE CELULAR

Para verificar se o tratamento com os polissacarideos poderiam causar morte
celular, as células foram submetidas ao ensaio com Vermelho Neutro. Este € um
método utilizado para avaliar quantitativamente a viabilidade de células em cultura
baseado na capacidade endocitica das células para incorporar o corante vermelho
neutro em seus lisossomos. Para tanto, as células foram submetidas a diferentes
concentragdes de polissacarideo (heparina, fucana A e fucana C), variando de 0,1 a
100 pg/ml, por 24 ou 48 horas. Conforme pode-se observar, nas Figuras 8 e 9, o
tratamento dose/tempo dependente ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica
significante, quando comparados com o controle, o que significa que os

polissacarideos em questao ndo alteram a viabilidade celular.

100 II.1 I
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% VIABILIDADE EM RELACAO AO CONTROLE

60

FIGURA 8 — Avaliacao de viabilidade celular pelo ensaio de vermelho neutro, 24 horas - Células
B16-F10 (2000 células/pogo) foram expostas ou nao (controle) a diferentes concentracdes de
polissacarideos, por 24 horas, e avaliado a viabilidade celular, utilizando o corante vermelho neutro.
Triton x-100 (2%) foi utilizado como controle positivo de morte celular e células sem exposigéo a
polissacarideo foram utilizadas como controle positivo. *** p<0,05 (anova univariada seguido por teste
de tukey)
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% VIABILIDADE EM RELACAO AO CONTROLE

FIGURA 9 - Avaliacao de viabilidade celular pelo ensaio de Vermelho Neutro, 48 horas - Células
B16-F10 (2000 células/pogo) foram expostas ou nao (controle) a diferentes concentracdes de
polissacarideos, por 48 horas, e avaliado a viabilidade celular, utilizando o corante vermelho neutro.
Triton X-100 (2%) foi utilizado como controle positivo de morte celular e células sem exposi¢do ao
polissacarideo foram utilizadas como controle positivo. *** p<0,05 (ANOVA univariada seguido por
teste de Tukey)

Os resultados utilizando o vermelho neutro mostraram que os polissacarideos
nao apresentaram nenhum indicio de diminuicao da viabilidade celular. Assim, para
as etapas seguintes decidiu-se por utilizar a maior dose de tratamento (100 ug/mL).

O proximo passo foi avaliar se esses compostos sdo capazes de desencadear

alteragdes morfolégicas nas células B16-F10.

4.2. ANALISE ESTRUTURAL

Para avaliar possiveis alteragcbes morfolégicas causadas pelos
polissacarideos nas células tumorais, foi empregada a microscopia eletronica de

varredura (MEV). Para tanto, as células foram expostas a 100 pg/mL dos
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polissacarideos por 24 ou 48 horas, sendo posteriormente processadas e analisadas

em MEV. Os resultados estao ilustrados nas Figuras 10 e 11.

%0 ZBds

FIGURA 10 — Analises morfologicas das células B16-F10 expostas aos tratamentos por 24
horas — As eletromicrografias acima foram obtidas em microscopia eletrénica de varredura, das
células que foram expostas ou nao (controle — A) a 100 ug/mL de Heparina (B), fucana A (C) ou
fucana C (D), por 24 horas em diferentes aumentos. Imagens representativas de um experimento

realizado em triplicata.
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FIGURA 11 — Analises morfologicas das células B16-F10 expostas aos tratamentos por 48
horas — As eletromicrografias acima foram obtidas em microscopia eletrénica de varredura, das

células que foram expostas ou nao (controle — A) para 100 ug/mL de Heparina (B), fucana A (C) ou
fucana C (D), por 48 horas em diferentes aumentos. Imagens representativas de um experimento
realizado em triplicata.

Analisando as eletromicrografias apresentadas nas Figuras 10 e 11, a
mudanga mais expressiva na morfologia celular foi observada nas células que foram
expostas a Fucana C (Figura 11) por 48 horas. Estas apresentaram-se espraiadas e
mais aderidas a laminula.

Os dados até aqui mostram que os polissacarideos ndo causam morte celular
e, exceto a fucana C, também ndo levam a alteragdes na morfologia das células
tumorais. Assim, o proximo passo foi avaliar se o tratamento poderia levar a

alteragdes internas (nuclear ou citoplasmatica).
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4.3. MARCAGCAO NUCLEAR COM DAPI

Foi realizada a marcacdo do DNA celular, utilizando o corante fluorescente
4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), o qual liga-se fortemente as regides A-T do
DNA. Através dessa marcagao € possivel observar a morfologia nuclear, bem como
a presenca de nucleos picndticos, os quais aparecem em células em processo de
necrose ou em apoptose tardia (ORRENIUS et al., 2010), sendo esse tipo de
avaliagdo muito comum em analises histopatoldgicas.

Para tanto, as células B16-F10 receberam 100 ug/mL dos diferentes tipos de
tratamentos por 24, 48 ou 72 horas. Entdo foram processadas e observadas em
microscopio de fluorescéncia. Os resultados estdo ilustrados nas Figuras 12, 13 e
14. Nao foi observada nenhuma alteracdo nuclear significativa, bem como a
presenca de nucleos picnéticos, o que vem de acordo com os dados obtidos

anteriormente.

FIGURA 12 - Avaliagao Nuclear apdos exposicdo aos polissacarideos por 24 horas — Células
B16-F10 tratadas com os polissacarideos por 24 horas e, posteriormente, coradas com DAPI para
identificacao do nucleo celular. A- Controle, B- Heparina, C — Fucana A e D — Fucana C.
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FIGURA 13 — Avaliagao Nuclear apos exposicdo aos polissacarideos por 48 horas — Células
B16-F10 tratadas com os polissacarideos por 48 horas e, posteriormente, coradas com DAPI para
identificagdo do nucleo celular. A- Controle, B- Heparina, C — Fucana A e D — Fucana C.

-
-

FIGURA 14 - Avaliagao Nuclear ap6s exposicdo aos polissacarideos por 72 horas — Células
B16-F10 tratadas com os polissacarideos por 48 horas e, posteriormente, coradas com DAPI para
identificacdo do nucleo celular. A- Controle, B- Heparina, C — Fucana A e D — Fucana C.
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A auséncia de alteragbes morfolodgicas nuclear € um bom indicio de que os
tratamentos realizados com os diferentes tipos de polissacarideos sulfatados nao
causam nenhuma alteragdo no DNA celular, porém, para comprovar isso, foram

realizados outros ensaios.

4.4. AVALIAGAO DE GENOTOXICIDADE

O préximo passo foi verificar se o tratamento com os polissacarideos
poderiam causar genotoxicidade. O ensaio cometa indica uma possivel agao
genotdxica através da observagao e classificacdo de danos sofridos pelo DNA. Apos
tratamento, as células s&o lisadas e o material genético é obtido. Este material
genético é avaliado com os seguintes parametros; “score” 0 — sem dano; 1 — dano
inicial; 2 — dano médio; 3 — dano grave; 4 — dano maximo. Apos processamento das
células e corrida eletroforética, em cada amostra foram contados 100 nucleos.
Considerando que o maximo de dano ao DNA possui score 4, o maior valor que
poderia ser observado € de 400, se todos os 100 nucleos possuissem o maior dano.
Os resultados estao demonstrados na Figura 14.

Observa-se que as células quando expostas por 48 horas, na maior
concentragcdo de polissacarideos (100 pg/mL), ndo apresentaram diferenga
significativa quando aplicado teste estatistico de Kruskal-Wallis, o que indica que os
tratamentos nao apresentaram acado genotoxica. Assim, o proximo passo foi avaliar

possiveis alteragdes ultraestruturais.
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FIGURA 15 — Ensaio de Genotoxicidade — Grafico representativo para a analise de genotoxicidade
através do ensaio de cometa, comparando os diferentes tratamentos na concentracdo de 100 ug/mL
por 48 horas.

4.5. ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Utilizou-se a microscopia eletrénica de transmissdo para avaliar possiveis
alteracbes ultraestruturais, tanto nas estruturas celulares, quanto no material
genético organizado no nucleo. Cabe destacar que, através desta técnica, € possivel
observar alteragdes que incluem encolhimento celular e nuclear, convolugdo da
membrana nuclear, condensacdo da cromatina nuclear em massas nitidamente
delineadas e vacuolizagdo citoplasmatica. Essas alteracbes morfoldgicas sao
indicativas de apoptose e sdo claramente diferentes daquelas exibidas por células
em necrose (DOONAN; COTTER, 2008).

Os resultados estdo ilustrados na Figura 16, onde pode-se observar que nao
ocorrem alteragado nuclear significativa, bem como ndo € observado vacuolizagéo
citoplasmatica, e nenhum evento caracteristico de apoptose. Por outro lado, o

tratamento com heparina fez com que as mitocdndrias alterassem o tamanho,
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causando o “swellamento” mitocondrial. Segundo Teranashi e col. (TERANASHI et
al., 1999), o “swellamento” € um evento que precede a apoptose, através da

liberagao do citocromo C no espacgo citoplasmatico.

°

FIGURA 16 — Morfologia Ultraestrutural apés 48 horas de exposi¢cao aos polissacarideos —
Células B16-F10 tratadas ou nio (controle - A) por 48 horas, com Heparina (B), Fucana A (C) e
Fucana C (D). Imagens representativas de dois experimentos realizados em duplicata. Observe que
as ceélulas tratadas com heparina estdo com as mitocondrias maiores e bem evidentes, caracteristicos
de “swellamento” mitocondrial.



42

4.6. MIGRAGAO CELULAR

Diante dos resultados obtidos, resolveu-se observar se o tratamento com os
diferentes polissacarideos sulfatados poderia alterar o padrdo de migragao celular.
Como ja foi citado anteriormente, o melanoma é um tipo de cancer que possui uma
alta capacidade metastatica. Portanto, qualquer alteragdo no padrdo de migragao
celular pode indicar uma possivel de diminuicao do padrao metastatico.

Para demonstrar como esse padrédo de migragdo acontece, foi realizado o
estudo da migracgéo celular, através do experimento de Scratch in vitro. Para tanto,
foi realizada a observagao direta, do padrdo de migragao celular, numa regido que
teve as células removidas da placa de cultura (com um risco realizado por uma
ponteira). No local onde o risco é feito, células sdo retiradas, e aquelas vizinhas
tendem a migrar para o local vazio. O experimento teve duragédo de 24 horas, sendo
as imagens adquiridas nos tempos 0, 3, 6 e 24 horas, conforme representado na
Figura 17.

As células que foram expostas a Heparina (B) e Fucana A (C) indicam que o
perfil migratério € aumentado, quando comparado com as células controle (A) e
Fucana C (D). Outra explicagao seria a possibilidade desses dois polissacarideos
terem alterado o perfil proliferativo da célula. Diante disso, o proximo passo foi

verificar o perfil do ciclo celular apresentado apdés o tratamento.
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FIGURA 17 — Ensaio Scratch in vitro — Células B16-F10 tratadas ou n&o (controle - A) por 24 horas,
com Heparina (B), Fucana A (C) e Fucana C (D). Imagens representativas de um experimento onde
as imagens foram adquiridas ao longo do tratamento nos tempos 0, 3, 6 e 24 horas. Barra = 100 uym.

4.7. ANALISE DO CICLO CELULAR

A analise de ciclo celular foi realizada utilizando a incorporagao do iodeto de
propidio (PI), o qual intercala com o DNA. Neste ensaio o corante é colocado com as
células permeabilizadas, portanto serve para medir a quantidade de DNA, tendo em
vista que esta varia durante as fases do Ciclo celular (G1 = X, G2/M = 2X e durante
a fase S, o que estiver intermediario, uma vez que é nesse fase que ocorre a
duplicacédo do DNA). Os resultados revelaram um deslocamento para G2/M nas
células tratadas com Heparina e Fucana C, durante 48 horas na concentracéo de
100 ug/mL, conforme representado na Figura 18. Isto sugere que ha um estimulo

para que a células possam se proliferar.
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FIGURA 18 - Andlise do Ciclo Celular apés exposicao aos polissacarideos — Grafico
representativo das fases do ciclo celular, através da marcagdo com iodeto de propideo (PI/RNAse)
apos a exposicado a cada tratamento em uma concentragado de 100 pg/mL por 48 horas. *** p<0,05
(ANOVA univariada seguido por teste de Tukey)

Uma possibilidade para o aumento no perfil de proliferacéo das células, é que,
quando estas sofrem injuria ou um estimulo para entrar em apoptose, as células
vizinhas recebem um estimulo para aumentar a proliferagdo e ajudar o sistema na
manutengcdo da homeostase (ORRENIUS, 2010), o que estaria de acordo com 0s
dados observados para Heparina no ensaio de migragao celular. Além disso, todos
0s ensaios apresentados até o presente momento foram realizados utilizando
somente as células aderidas, porém as células em estagios da apoptose, podem se
soltar do seu substrato antes de morrer.

De acordo com o exposto acima, o proximo passo foi realizar um experimento
para avaliar apoptose que utilizasse tanto as células aderidas, quanto as que ja

estivessem em suspensao.
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4.8. ENSAIO COM ANEXINA 'V / 7-AAD

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizada a dupla marcagédo com Anexina-
V e 7-AAD, e posterior analise em citometria de fluxo. Anexina-V é uma proteina que
possui alta afinidade pela fosfatidilserina, um fosfolipideo caracteristico da face
interna da membrana plasmatica. No entanto, quando a célula entra em processo de
apoptose, um dos primeiros passos € externalizar este fosfolipideo. Assim,
marcacgao positiva para Anexina-V indica que a célula esta em apoptose. Ja o 7-AAD
€ um intercalante de DNA, que n&o é capaz de atravessar a membrana plasmatica.
Desta forma, a marcagao positiva para 7-AAD indica que foi possivel corar o DNA, o
que mostra que a membrana plasmatica ndo esta intacta. Isto ocorre quando a
célula esta em necrose (marcagdo somente para 7-AAD) ou estagio de apoptose
tardia (0 que €& observado pela dupla marcagdo, Anexina-V e 7-AAD) (VAN
ENGELAND et al., 1996).

Conforme observado na Figura 19, cerca de 10% das células B16-F10,
quando expostas por 48 horas para heparina, fucana A ou para fucana C, na
concentragédo de 100 pg/mL, apresentaram dupla marcagdo para Anexina-V e 7-
AAD, indicando que o tratamento pode desencadear apoptose.

Diante dos resultados obtidos com a citometria de fluxo, fez-se necessario outro
ensaio para melhorar a analise do perfil citotdoxico dos compostos, bem como para o

efeito de uma nova triagem.
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FIGURA 19 — Anexina-V e 7-AAD - “Dot Plot’ referente a analise por citometria de fluxo para dupla
marcagao com Anexina-V e 7-AAD de células B16-F10 tratadas com diferentes polissacarideos. A —
Controle, B — Heparina, C — Fucana A e D — Fucana C. Todos os polissacarideos foram expostos por
48 horas, na concentracéo de 100 pg/mL. Cabe destacar que esse ensaio discrimina entre células
viaveis (Anexina-V -/7TAAD -), células em apoptose inicial (Anexina-V +/7-AAD -), apoptose tardia
(Anexina-V +/7-AAD +) e necrose (Anexina-V -/7-AAD +).
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4.9. ENSAIOS COM MTT

Para avaliar se os polissacarideos em questao apresentam agao citotoxica
nas ceélulas tumorais, foi realizado a analise utilizando o ensaio de MTT (brometo de
(3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio), pois trata-se de um ensaio rapido,
realizado para avaliar a resisténcia a drogas (PIETERS et al., 1990). O MTT é um sal
de tretazdlio de cor amarela, o qual é convertido no sal de formazam, de cor roxa,
pela agdo da succinato desidrogenase que age ao longo da cadeia respiratoria
mitocondrial. Portanto, somente células com mitocondrias ativas sdo capazes de
metabolizar o MTT (HATOK et al., 2009).

Assim, as células foram submetidas a diferentes concentragdes de
polissacarideos (Heparina, Fucana A e Fucana C), variando de 0,1 a 100 pg/mL, por

24 ou 48 horas e os resultados est&o ilustrados nas Figuras 20 e 21.
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FIGURA 20 - Analise de Citotoxicidade Celular apds 24 horas de exposi¢gao aos Polissacarideos —
Grafico representativo de trés experimentos independentes, em triplicata, decorrentes da exposigao
das células B16-F10 a Heparina, Fucana A ou Fucana C, nas concentragdes de 0,1;1; 10 e 100
ug/mL por 24 horas e anadlise pelo ensaio bioquimico de MTT. *** p<0,05 (ANOVA univariada
seguido por teste de Tukey)
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FIGURA 21 - Analise de Citotoxicidade Celular apds 48 horas de exposigdo aos Polissacarideos —
Grafico representativo de trés experimentos independentes, em triplicata, decorrentes da exposigéo
das células B16-F10 a Heparina, Fucana A ou Fucana C, nas concentragdes de 0,1; 1; 10 e 100
png/mL por 48 horas e andlise pelo ensaio bioquimico de MTT. *** p<0,05 (ANOVA univariada seguido
por teste de Tukey)

De acordo com os dados apresentados na Figura 20, pode-se verificar que os
polissacarideos Heparina, na concentragcdo de 0,1 pg/mL, Fucana A, nas
concentracdes de 10 e 100 ug/mL e Fucana C, nas concentragdes de 0,1 e 1 pg/mL,
quando expostos por 24 horas, apresentaram aumento da atividade enzimatica, o
que sugere um maior perfil proliferativo quando comparados ao controle
experimental. Observe que os dados da Fucana C, na concentragao de 0,1 pg/mL,
apresentaram maiores alteracdes significativas. Esse possivel perfil de alteragao
proliferativa pode indicar uma acao apoptética dos compostos, ja que células em
apoptose estimulam as circundantes a se proliferarem (ORRENIUS, 2010).
Entretanto, quando observa-se os dados apresentados na Figura 21, nota-se que
quando as células sdo expostas durante 48 horas a acdo dos polissacarideos
sulfatados, nenhuma alteracao foi observada.

Devido ao resultado obtido através do ensaio de MTT, observou-se que
mesmo em doses mais baixas durante um menor periodo de tempo, poderiam
apresentar um melhor resultado aos tratamentos propostos. Assim, novos ensaios

sao necessarios utilizando menores concentragdes de polissacarideos.



49

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos através dos ensaios de Vermelho Neutro e Cometa
indicaram que os tratamentos realizados com os diferentes polissacarideos
sulfatados n&o alteram a viabilidade das células, bem como ndo causam dano ao
seu DNA.

A marcagao com o corante fluorescente DAPI, comprovou esses resultados,
pois nao foram encontrados nucleos picnéticos.

Em MEV observou-se que somente a Fucana C, apds o periodo de exposicédo de 48
horas, levou a maior aderéncia celular.

A analise ultraestrutural, através da microscopia eletronica de transmissao,
revelou um inchago mitocondrial evidente nas células que receberam o tratamento
com heparina, que € um evento caracteristico que precede a apoptose.

O tratamento com heparina e fucana A levam a alteragdo no padrao de
migragdo, possivelmente decorrente do aumento no perfil proliferativo das células,
observados com o deslocamento para as fases G2/M do ciclo celular.

Quando avaliou-se células aderidas, juntamente com células soltas,
observou-se que cerca de 10% dessas estdo em apoptose, causadas pelos
polissacarideos utilizados, apds 48horas de exposigao.

O ensaio de citotoxicidade por MTT demonstrou que as células expostas a
Heparina na concentracado de 0,1 pg/ml, Fucana A nas concentracbes de 10 e 100
Mg/ml e Fucana C nas concentragcbes de 0,1 e 1 pg/ml durante 24 horas
apresentaram um maior perfil metabdlico, o que sugere um efeito proliferativo
decorrente de agao apoptoética dos compostos em um menor tempo e em menores
concentracoes.

Diante de todos os resultados obtidos até o momento e do exposto acima,
novos estudos devem ser realizados para avaliagao utilizando menores doses e em

diferentes periodos de exposicao.
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