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RESUMO 
O melanoma é um tipo de câncer de pele extremamente agressivo e letal após 

metástases, sendo que a taxa de sobrevivência de 5 anos é estimada entre 15% e 
20%, e de 10 anos, entre 10% e 15%, após o diagnóstico tardio. Os atuais 
tratamentos, como quimioterapia, imunoterapia e/ou terapias direcionadas, produzem 
severos efeitos adversos, que limitam a reabilitação e reduzem a taxa de sobrevida 
dos pacientes. Os polissacarídeos sulfatados representam uma alternativa de 
tratamento que possui baixos efeitos colaterais melhorando a qualidade de vida dos 
pacientes. Estudos anteriores mostraram que a fucana A, um polissadarídeo sulfatado 
extraído da alga marrom Spatoglossum schröederi, não é citotóxica, mas reduziu a 
capacidade de invasão celular, quando testada in vitro em célula de melanoma murino 
B16F10. No presente trabalho foi avaliada a ação antitumoral in vivo da fucana A, em 
melanoma murino nos modelos de tumores sólidos subcutâneos e de 
colonização/metástase pulmonar. Em um tratamento terapêutico, que ocorre após o 
estabelecimento do tumor sólido, a dose de 100mg/kg de fucana A foi capaz de inibir 
o crescimento tumoral em torno de 50%, bem como reduzir em 83% a área de vasos 
intratumorais. Em um tratamento preventivo, que ocorre antes do estabelecimento do 
tumor sólido, a dose de 30mg/kg foi capaz de inibir o crescimento tumoral em mais de 
30%. O tratamento preventivo com a fucana A, no modelo de metástase pulmonar, 
resultou na redução de 66,86% do número de nódulos implantados no pulmão, 
quando a dose de 30mg/kg do polissacarídeo foi utilizada. A análise dos parâmetros 
fisiológicos, perfis hematológico e bioquímico, não mostram alterações que indiquem 
toxicidade, sugerindo que o polissacarídeo é seguro para uso in vivo. Portanto, os 
dados obtidos no presente trabalho sugerem que a fucana A possui atividade 
antimelanoma, reduzindo o crescimento in vivo de tumores sólidos e a formação de 
metástases pulmonares de melanoma murino. 
 
Palavras-chave: Melanoma. Polissacarídeo sulfatado. Fucana A. Spatoglossum 

schröederi. Antitumoral. 
 
 



 
 

ABSTRACT 
Melanoma represents a highly aggressive form of skin cancer that can be 

lethal after metastasis, with an overall 5-year survival of 15% to 20%, and 10-year 
survival of 10% to 15% in advanced stages. Current treatments, such as 
chemotherapy, immunotherapy and/or targeted therapy cause significant side effects 
that have limited treatment efficacy and patient survival rates. Sulphated 
polysaccharides can be considered as a treatment alternative with low side effects, 
improving patients' quality of life. Previous studies showed that fucan A, a sulphated 
polysaccharide extracted from the brown seaweed Spatoglossum schröederi, was not 
cytotoxic but reduced the cell invasion when tested in vitro in murine melanoma cell 
line B16F10. In the present in vivo study, the antitumor potential of fucan A was 
evaluated in subcutaneous solid tumors and lung metastasis murine melanoma 
models. In therapeutic treatment, after the establishment of solid tumor, 100mg/kg 
dose of fucan A inhibited tumor growth by about 50% and reduced 83% the area of 
intratumoral vessels. In prophylactic treatment, before the establishment of the solid 
tumor, 30mg/kg dose was able to inhibition of tumor establishment in more than 30%. 
Prophylactic treatment with fucan A in the pulmonary metastasis model resulted in a 
66.86% decrease number of nodules implanted in the lungs, when 30 mg/kg dose was 
used. Analysis of physiological parameters, hematological and biochemical profiles did 
not show any significant change related to toxicity, indicating that fucan A is safe for in 
vivo administration. Therefore, the data obtained in the present study suggest that 
fucan A has antimelanoma activity, reducing solid tumors growth and pulmonary 
metastases formation in murine model. 

 
Keywords: Melanoma. Sulphated polysaccharide. Fucan A. Spatoglossum schröederi. 

Antitumoral. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

Entre os tipos de câncer de pele o melanoma é o que apresenta a menor 

incidência, contudo, quando apresenta metástases, esse tipo de câncer torna-se 

quase incurável, sendo a taxa de sobrevivência de 5 anos estimada entre 15% e 20% 

e, a de 10 anos, entre 10% e 15%, após o diagnóstico (ACS, 2015). No Brasil estima-

se, para o biênio 2018-2019, a ocorrência de cerca de 6.260 novos casos de 

melanoma para cada ano, sendo 2.920 em homens e 3.340 em mulheres (INCA, 

2017). 

O tipo de tratamento indicado para pacientes com melanoma inicia-se a partir 

da remoção cirúrgica da lesão primária que, ao ser avaliada histologicamente, conduz 

o tratamento para quimioterapia, imunoterapia e/ou terapias direcionadas (HARRIES 

et al., 2016). Estes tratamentos produzem severos efeitos adversos, que limitam a 

reabilitação e reduzem a taxa de sobrevida dos pacientes (JIANG, et al., 2014). 

Desta forma, a busca por novos agentes terapêuticos, que aumentem a 

sobrevida e melhorem a qualidade de vida dos pacientes e, por outro lado, que 

apresentem baixos efeitos colaterais, é de extrema importância. Os polissacarídeos 

sulfatados como fucoidanas e fucanas tem despertado o interesse por suas 

propriedades bioativas no combate ao câncer. Esses compostos podem ser obtidos 

de fontes renováveis, como as algas marrons, e possuem baixo ou nenhum efeito 

colateral (ROCHA, COSTA e LEITE, 2011). 

 

1.1 JUSTIFICATIVA  

 

O melanoma é um tipo de câncer com baixa incidência, mas com altas taxas 

de mortalidade, devido a sua pouca responsividade aos tratamentos clínicos atuais. 

De modo que, a busca por novos agentes terapêuticos que além de aumentarem a 

sobrevida, melhorem a qualidade de vida dos pacientes e apresentem baixos efeitos 

colaterais, é de significativa importância. 

Testes in vitro utilizando a fucana A mostraram resultados promissores, como 

a redução da capacidade de invasão e da expressão de MMPs, sugerindo um possível 

efeito antitumoral sem apresentar citotoxicidade (FERREIRA, 2012; SANTI, 2015). 

Assim, faz-se necessário avaliar se esse composto é eficaz em modelo in vivo, tendo 

em vista sua complexidade metabólica e respostas sistêmicas.  
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral  

 

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a ação antitumoral in vivo da 

fucana A, em modelo de melanoma murino. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

Para atingir o objetivo geral foram propostos os seguintes objetivos 

específicos: 

1) Analisar a dose terapêutica de fucana A, que mostre ação antitumoral 

em modelo de tumor sólido subcutâneo; 

2) Observar se a utilização da fucana A produz alterações nos parâmetros 

fisiológicos, o que indica possíveis efeitos adversos; 

3) Analisar os efeitos do tratamento sobre o tecido tumoral, em especial 

sobre o comportamento de proliferação, angiogênese e 

sobrevivência/morte celular; 

4) Avaliar se a fucana A apresenta ação preventiva, sobre o crescimento 

tumoral em modelo de tumor sólido subcutâneo; 

5) Avaliar se a fucana A apresenta ação preventiva, sobre a implantação 

de nódulos pulmonares em modelo de colonização ou metástase 

pulmonar; 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

Segundo dados apresentados em 2017 pelo Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva (INCA), órgão ligado ao Ministério da Saúde, o câncer de 

pele configura-se como o câncer mais frequente em todas as populações. Ele se 

apresenta basicamente sob duas formas: o melanoma e o não melanoma. 

O melanoma é um tipo de câncer de pele, originado a partir de melanócitos 

(células da pele responsáveis pela produção da melanina) que apresentam alterações 

do controle do ciclo celular, o que leva a proliferação desordenada das células. 

Diferentemente daqueles cânceres que são originados de queratinócitos, o câncer de 

pele tipo melanoma não é o mais comum entre eles, pois corresponde a apenas 3,1% 

do total dos cânceres de pele, mas é o mais agressivo. Se diagnosticado nos estágios 

iniciais pode ser removido cirurgicamente com alta possibilidade de cura (INCA, 2015; 

ACS, 2015). Entretanto, quando apresenta metástases, esse tipo de câncer torna-se 

quase incurável, sendo que a taxa de sobrevivência de 5 anos é estimada entre 15% 

e 20%, e de 10 anos, entre 10% e 15%, após o diagnóstico (ACS, 2015). 

A Organização Mundial da Saúde (WHO – WORLD HEALTH 

ORGANIZATION) estima que ocorrem mais de 130 mil novos casos por ano de 

melanoma, no mundo (WHO, 2016). Entretanto, de acordo com os dados divulgados 

pelo projeto GLOBOCAN 2012, realizado pela International Agency for Research on 

Cancer (IARC), que é um órgão ligado à própria WHO, estimou-se que para o ano de 

2012 seriam mais de 232.000 casos, como pode ser observado na Tabela 1 (IARC, 

2012).  

 

TABELA 1 - ESTIMATIVAS PARA O ANO DE 2012 DO NÚMERO DE NOVOS CASOS E DA TAXA 
BRUTA DE INCIDÊNCIA DE MELANOMA. 

POPULAÇÃO NOVOS CASOS TAXA BRUTA * 
MUNDIAL 232.130 3,3 
EUROPA - WHO 104.192 11,5 
AMÉRICAS – WHO 88.546 9,3 
 - ESTADOS UNIDOS DA AMÉRICA 69.109 21,9 
 - BRASIL 6.172 3,1 
OESTE DO PACÍFICO - WHO 27.772 1,5 
 - AUSTRÁLIA / NOVA ZELÂNDIA 14.738 53,8 
ÁFRICA - WHO 6.082 0,7 
SUL E LESTE DA ÁSIA - WHO 4.012 0,2 
LESTE MEDITERRÂNEO - WHO 1.815 0,3 
 FONTE: IARC, 2012; Projeto GLOBOCAN 2012. * A taxa bruta é calculada por 100.000 
habitantes. 
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Os números apresentados na Tabela 1 mostram que a maior taxa de 

incidência de melanoma ocorre na Austrália e Nova Zelândia, onde atingem mais de 

53 casos por 100.000 habitantes por ano. Nos Estados Unidos (EUA) a taxa de 

incidência atinge mais de 21 casos por 100.000 habitantes por ano e no Brasil essa 

taxa atinge aproximadamente 3 casos por 100.000 habitantes por ano (IARC, 2012). 

Informações mais recentes do Australian Institute of Health and Welfare 

(AIHW), órgão ligado ao governo Australiano, estimaram para 2018 a ocorrência de 

aproximadamente 14.000 novos casos de melanoma, sendo 8.392 casos em homens 

e 5.549 casos em mulheres (AIHW, 2017). Já para os EUA, para o ano de 2016, 

estimou-se mais de 76.000 novos casos de melanoma, sendo 46.870 casos em 

homens e 29.510 casos em mulheres (ACS, 2016; SIEGEL, MILLER e JEMAL, 2016). 

No Brasil, dados divulgados pelo Instituto Nacional de Câncer José Alencar 

Gomes da Silva (INCA), órgão ligado ao Ministério da Saúde, mostra-se que 

ocorreram 1.547 mortes decorrentes do melanoma no ano de 2013, sendo 903 

homens e 644 mulheres; e estima-se para o biênio 2018-2019, que ocorram cerca de 

6.260 novos casos para cada ano, sendo 2.920 em homens e 3.340 em mulheres 

(INCA, 2017). 

 

2.1 ORIGEM E PROGRESSÃO DO MELANOMA 

 

Os fatores de risco associados ao surgimento do melanoma são: a cor da 

pele, a exposição excessiva ao sol, o histórico familiar, a predisposição genética e a 

presença de nevi melanocíticos (pintas escuras) (HOUGHTON e POLSKY, 2002). 

Chang e colaboradores (2009) relacionam como fatores de risco associados 

ao surgimento do melanoma induzidos por exposição solar, o tipo de atividade 

realizada durante exposição e a latitude em que a pessoa se encontra. A exposição 

ao sol em atividades recreativas ao ar livre, com o uso de trajes de banho e banhos 

de sol, são fatores que elevam a probabilidade de ocorrência de melanoma no tronco 

e nos membros. Já as exposições durante as atividades laborativas elevam a 

probabilidade do surgimento de melanoma na cabeça e pescoço. Adicionalmente, em 

regiões próximas à linha do equador (em baixas latitudes) os efeitos da exposição 

solar são mais evidentemente nocivos, em relação aos relatados em altas latitudes 

(CHANG et al., 2009). 
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A radiação solar UV produz danos ao DNA, levando a um aumento na taxa de 

mutações que cumulativamente levam a formação de tumores. A exposição ao sol 

induz a um aumento na quantidade de nevi melanocíticos; e o número, o tamanho, a 

forma, a simetria e a coloração destes nevi, estão associados a fatores de risco 

adicionais e ao diagnóstico clínico de melanoma (SCHADENDORF et al., 2015; INCA 

– 2015). 

Clark e colaboradores (1984) estudaram a progressão do melanoma a partir 

de nevi melanocíticos e estabeleceram 6 etapas principais da transformação maligna 

do tumor. Estas fases são: 1) aquisição de nevus melanocítico comum; 2) nevus 

melanocítico com hiperplasia lentiginosa, ou seja, diferenciação aberrante; 3) nevus 

melanocítico com a diferenciação aberrante e displasia melanocítica; 4) fase de 

crescimento radial do melanoma primário (conhecida como RGP – Radial Growth 

Phase); 5) fase de crescimento vertical do melanoma primário (conhecida como VGP 

– Vertical Growth Phase); e 6) melanoma metastático. 

No primeiro estágio o nevus comum é considerado uma lesão benigna. Nos 

estágios 2 e 3 o nevus passa a apresentar diferenciações que caracterizam alterações 

importantes na atividade celular, como hiperplasia e displasia. Nos estágios 4 (RGP) 

e 5 (VGP) o nevus passa a ser considerado melanoma primário, sem capacidade 

metastática para a fase RGP e com capacidade metastática para a fase VGP. No 

estágio 6 as lesões já apresentam características metastáticas com melanócitos 

bastante pigmentados, grandes, atípicos e distribuídos por toda a camada epidérmica, 

estendendo-se para o interior da camada dérmica e próximo a vasos sanguíneos 

(CLARK et al., 1984). A Figura 1 ilustra o processo de progressão tumoral e relaciona 

as mutações mais comumente observadas para originar o tumor, bem como aquelas 

subsequentes que levam à transformação maligna do tumor (VULTUR e HERLYN, 

2013). 
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FIGURA 1 – FASES DA PROGRESSÃO DO MELANOMA. 

 
FONTE: Adaptado de VULTUR e HERLYN, 2013. 

LEGENDA: A Figura acima ilustra, de forma esquemática, a secção vertical da pele e as micrografias 
da pele, mostrando a progressão do melanoma. Para tanto, melanócitos normais presentes na junção 
epidérmica sofrem mutações iniciais em BRAF ou NRAS ou em outros genes de iniciação tumoral 
formando nevus benigno ou comum. Ao adquirir novas mutações progridem formando nevus displásico, 
com proliferação atípica. A progressão continua com o crescimento radial do melanoma (fase RGP), 
seguida pelo crescimento vertical (fase VGP). As alterações podem levar à formação de melanoma 
metastático com a invasão da derme, e consequentemente à metástase. 

 

O desenvolvimento do câncer de pele do tipo melanoma é um processo 

complexo que envolve o início e a progressão do tumor, sendo diretamente 

relacionada à aquisição progressiva de alterações genéticas. Danos sucessivos ao 

DNA levam a mutações em vias de sinalização, como as MAP-Kinases (Ras, Raf, 

MEK e ERK), PI3K/AKT, bem como em reguladores chaves do ciclo celular, como 

p53, p21, p16 (INK4A), ciclina D1, proteína retinoblastoma (pRB), além de muitos 

outros fatores. O acúmulo de mutações leva a diferenciação celular e ao crescimento 

descontrolado, que resultam, após anos de exposição aos fatores de risco, ao 

surgimento de câncer de pele, dentre os quais encontra-se o melanoma. 

(BANDARCHI et al., 2013; SCHADENDORF et al., 2015; SEEBODE, LEHMANN e 

EMMERT, 2016)  

A mutação mais comumente encontrada em melanomas é aquela que ocorre 

no gene Braf com substituição do códon que codifica um ácido glutâmico na posição 

600 para o códon de uma valina, sendo então a proteína resultante denominada 

BRAFV600E. A proteína BRAF integra a via de sinalização MAP-kinase, e está 

envolvida com ciclo celular. Esta mutação gera a ativação constitutiva dessa via, o 

que contribui para o aumento da proliferação de melanócitos e, consequentemente ao 

surgimento de tumores benignos iniciais, ou nevus benigno (SHAIN et al., 2015; 
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ELDER, 2016).  Hodis e colaboradores (2012) demonstraram que a mutação da BRAF 

ocorre em mais de 60% dos melanomas, e Shain e colaboradores (2015) ao avaliarem 

nevi benignos próximos a melanomas, encontraram como única mutação a 

BRAFV600E. 

Entretanto somente a mutação da BRAF não é suficiente para produzir um 

melanoma. Durante a progressão de nevus benigno para nevus intermediário 

(hiperplásico e/ou displásico) mutações adicionais ocorrem, como: a) em NRAS que 

também pertence à via de sinalização MAP-kinase; b) no gene que codifica a 

telomerase (TERT), impedindo que as células entrem em senescência; c) no gene 

CDKN2A, que codifica proteínas supressoras tumorais – p16INK4A e p14ARF – 

envolvidas na regulação do ciclo celular, além de uma grande variação de outras 

mutações possíveis (BISHOP et al., 2002; SHAIN et al., 2015). 

Como podemos observar na Figura 2, o surgimento de mutações relevantes, 

originadas pela radiação UV, é a base para o início tumoral na forma de uma lesão 

benigna. O acúmulo de mutações adicionais é fundamental para a progressão tumoral 

bem como para sua transformação maligna que dá origem a metástases (SHAIN et 

al., 2015). 
 

FIGURA 2 – ORIGEM E PROGRESSÃO DO MELANOMA A PARTIR DE EXPOSIÇÃO SOLAR. 

 
FONTE: Adaptado de Shain e colaboradores (2015) 

LEGENDA: O Modelo proposto mostra que a radiação ultravioleta (UV) promove a mutação de diversos 
genes chaves (drivers genes) envolvidos com a origem e progressão tumoral, ainda, que o acúmulo 
destas mutações leva à transformação maligna do tumor e à metástase. 
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2.2 MICROAMBIENTE TUMORAL 

 

Como discutido anteriormente, as alterações genéticas são de extrema 

importância para a origem do tumor, e o acúmulo de mutações formam a base das 

transformações que levam ao fenótipo metastático. Entretanto, sobrevivência, 

nutrição, proliferação tumoral bem como a capacidade tumorigênica de uma célula 

tumoral e a sua progressão em malignidade, dependem muito de sua relação com o 

ambiente extracelular, ou o estroma que o cerca. Este ambiente, chamado de 

microambiente tumoral (TME – do inglês Tumor Microenvironment), é formado pela 

interação entre as próprias células tumorais, mas também com fibroblastos, 

queratinócitos, células endoteliais, células do sistema imune, bem como com a matriz 

extracelular e os diversos tipos de moléculas presentes no meio (BRANDNER e 

HAASS, 2013). 

As células do estroma são ativadas, ou recrutadas, para atuarem de forma 

colaborativa com as células do melanoma e desempenham um papel fundamental 

para a metástase. Estas células podem ser classificadas em três tipos principais: 

células vasculares angiogênicas, células do sistema imune e fibroblastos associados 

ao câncer (também conhecidas como CAFs, do inglês Cancer-Associated 

Fibroblasts). Os três tipos celulares citados, bem como suas contribuições para a 

progressão tumoral, estão ilustrados na Figura 3 (HANAHAN e COUSSENS, 2012). 
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FIGURA 3 – CONTRIBUIÇÕES DAS CÉLULAS DO ESTROMA PARA O DESENVOLVIMENTO 
TUMORAL. 

 
FONTE: Adaptado de HANAHAN e COUSSENS, 2012. 

LEGENDA: A Figura acima ilustra, de forma esquemática, três classes principais de células que são 
recrutadas e que desempenham diversas funções para promoverem o desenvolvimento tumoral e 
possibilitarem sobrevivência, progressão e metástase das células tumorais.  

 

 

Nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral, no nevus benigno, 

hiperplásico, displásico e na fase RGP, os melanócitos encontram-se restritos nas 

camadas da epiderme (CLARK et al., 1984; ELDER, 2016). Nessas etapas possuem 

fortes interações célula-célula com queratinócitos, principalmente por apresentarem 

moléculas de adesão como a E-caderina. Nos estágios subsequentes VGP e 

metástase, ocorrem um aumento da capacidade proliferativa dos melanócitos, invasão 

da derme e interações com as células do estroma. O aumento da proliferação celular 

pode ser identificado por uma maior expressão de Ki-67, proteína importante para 

proliferação celular e utilizada na avaliação do prognóstico de câncer, como no 

melanoma, câncer de mama, tumores de tecidos moles, câncer de pulmão e outros 

(BROWN e CARTER, 2002; GIMOTTY, VAN BELLE e ELDER, 2005 e ELDER, 2016).  

Outra modificação que ocorre nos melanócitos em processo tumoral é a perda da 

expressão de E-caderina, deixando dessa forma de interagir e de se comunicar com 

os queratinócitos, e passam a expressar N-caderina, o que as permitem interagir com 

as células da derme, em especial os fibroblastos (HSU, et. al., 2000a; HAASS, et. al., 
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2005). Hsu e colaboradores (2000b) demonstraram que se a expressão de E-caderina 

pode ser reestabelecida em células de melanoma, estas deixam de expressar N-

caderina e voltam a interagir com os queratinócitos, além de diminuírem as taxas de 

crescimento tumoral, invasividade e motilidade.  

Após a interação do melanoma com os fibroblastos do estroma, formando os 

CAFs, estes passam a desempenhar um papel essencial no crescimento e progressão 

do tumor, produzindo uma série de moléculas de matriz extracelular, fatores de 

crescimento e de sobrevivência, bem como fatores angiogênicos. Os CAFs, em 

conjunto com o melanoma, modificam a matriz extracelular do estroma e/ou a lâmina 

basal adjacente ao tumor, aumentando a invasividade das células tumorais e 

possibilitando a metástase (FRANCO et al., 2010; XING, SAIDOU e WATABE, 2010). 

 

 

2.2.1 Angiogênese tumoral 

 

As transformações no metabolismo celular dos melanócitos, promovidos pelo 

acúmulo de mutações, e a intensa proliferação celular aumentam o consumo de 

nutrientes e o oxigênio no tumor. Assim, as demandas metabólicas em certas áreas 

do tumor excedem a capacidade de distribuição dos vasos próximos, o que leva à 

hipóxia, o que se acredita ser o estímulo inicial para a angiogênese. As células do 

sistema imune e as CAFs desempenham um papel crucial durante a angiogênese 

tumoral, passando a produzir fatores de crescimento, fatores pró-inflamatórios, 

quimiocinas, citocinas e outras moléculas, que iniciam o processo de formação de 

novos vasos sanguíneos que irão nutrir o tumor (XING, SAIDOU e WATABE, 2010; 

JOUR, IVAN e AUNG, 2016). 

Uma grande variedade de moléculas participa da angiogênese, como: a) as 

das famílias de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF); b) fatores de 

crescimento de fibroblastos (FGF); c) fator de crescimento transformante alfa e beta 

(TGF-alfa e TGF-beta); d) fator de crescimento epidermal (EGF); e) fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF); f) fator de necrose tumoral alfa (TNF-

Alfa); além da angiogenina, interleucina (IL)-8, angiopoietinas e outras. Estes 

diferentes fatores podem tanto ser produzidos pelo próprio melanoma como por 

células do estroma associadas a ele, ou estão armazenados na matriz extracelular 

(FERRARA, GERBER e LeCOUTER, 2003; PRESTA, et al., 2005).  



26 
 

 

O fator de crescimento VEGF e seus receptores tirosina quinases (RTKs), 

VEGFR-1 e VEGFR-2, são as principais moléculas envolvidas na angiogênese 

tumoral, atuando principalmente no crescimento e migração das células endoteliais 

vasculares (ECs) presentes em artérias, veias e vasos linfáticos. O VEGF é uma 

família de glicoproteínas homodiméricas ligantes de heparina e, dependendo da 

isoforma produzida pela célula, pode ser encontrada ligada à superfície celular, 

sequestrada por moléculas da matriz extracelular ou solúvel (FERRARA, GERBER e 

LeCOUTER, 2003). 

 

2.2.2 Moléculas chave no desenvolvimento tumoral 

 

2.2.2.1 Metaloproteases 
 

As metaloproteases (MMPs) constituem uma família de enzimas dependentes 

de zinco que degradam diferentes componentes da matriz extracelular. Após serem 

produzidas, podem ser secretadas, como a MMP-2 e a MMP-9, ou permanecerem 

ancoradas à membrana celular (MT-MMPs), como a MT1-MMP. Muitas MMPs são 

produzidas em uma forma latente que contém um pró-domínio inativador (pró-MMPs). 

A conversão em uma enzima ativa ocorre com a remoção deste pró-domínio (DYE et 

al., 2013; HOFMANN et al., 2005).  

A atividade das MMPs é regulada pelo equilíbrio entre a concentração de 

enzima e a concentração de moléculas inibidoras chamadas TIMPs (tissue inhibitors 

of matrix metalloproteinases). São conhecidas quatro TIMPs (TIMP-1 a TIMP-4) que 

podem ligar-se tanto a pró-MMPs como a MMPs ativas, solúveis ou de membrana, 

inibindo desta forma a ativação das enzimas bem como a atividade proteolítica de 

enzimas ativas (HOFMANN et al., 2005). 

A ação da TIMP-2 é controversa, pois dependo de sua concentração ela pode 

atuar como inibidor ou como ativador da MMP-2. Em baixas concentrações a TIMP-2 

liga-se à MT1-MMP, e então a pró-MMP-2 liga-se à TIMP-2, formando um complexo 

proteico. Uma MT1-MMP livre interage com o complexo, clivando a pró-MMP-2, 

convertendo-a em MMP-2 ativa. Entretanto, em altas concentrações da TIMP-2, a 

ativação da MMP-2 é inibida, pois as MT1-MMPs livres ligam-se à molécula inibidora, 

impedindo sua interação com o complexo MT1-MMP/TIMP-2/pró-MMP2 formado 

(DYE et al., 2013). 
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Nas fases invasivas do melanoma (VGP e metástase) as elevadas 

concentrações de MMPs ativas promovem degradação e remodelamento da matriz 

extracelular contribuindo para a angiogênese, aumentando a capacidade invasiva e 

levando à metástase. Entre as MMPs expressas no melanoma, destacam-se as 

gelatinases, MMP-2 e MMP-9, que possuem sítios de ligação para os colágenos tipo 

I, III, IV, V, VII, X e fibronectina. A expressão de MMP-2 por melanomas está 

relacionada a um prognóstico ruim e à transformação maligna do tumor (BAUVOIS, 

2012). Além das MMPs solúveis, a metaloprotease de membrana MT1-MMP também 

é superexpressa em melanomas, contribuindo para aumentar a capacidade de 

migração e de invasão celular, desempenhando um papel importante durante a 

metástase (SHAVERDASHVILI et al., 2014).  

A degradação da matriz extracelular facilita a migração tanto de células 

tumorais na invasão e metástase, como de células endoteliais que formarão novos 

vasos na angiogênese tumoral. Ainda, durante a angiogênese, a degradação de 

componentes da matriz pode levar a liberação de fatores de crescimento, como o 

VEGF e o FGF, estimulando a formação de novos vasos que irão nutrir o tumor 

(JOUR, IVAN e AUNG, 2016; ZBYTEK, 2008). 

 

2.2.2.2 Glicosaminoglicanos e Proteoglicanos 
 

Os glicosaminoglicanos (GAGs) são polissacarídeos lineares, carregados 

negativamente, compostos por unidades repetitivas de dissacarídeos, que podem ou 

não apresentar sulfatação (GANDHI e MANCERA, 2008). As unidades repetitivas são 

compostas de um ácido hexurônico (D-glucorônico ou L-idurônico) ou um açúcar não 

aminado, unido por uma ligação glicosídica a um açúcar aminado (hexosamina) 

(PRYDZ, 2015).  

Todos os GAGs, com exceção do ácido hialurônico, são sintetizados unidos a 

um núcleo proteico através de uma ligação O-glicosídica em um resíduo de serina, 

formando um proteoglicano. Os diferentes GAGs que formam os proteoglicanos 

podem ser: condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato, queratam 

sulfato, heparam sulfato e heparina (GANDHI e MANCERA, 2008; PINHO e REIS, 

2015). 

O ácido hialurônico (AH) ou hialuronam é um GAG não sulfatado e sintetizado 

como uma cadeia de açúcar livre (PINHO e REIS, 2015) de alto peso molecular 
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(HMW-HA), sendo uma das principais moléculas presentes na matriz extracelular. Sua 

síntese ocorre na superfície de uma grande variedade de células, incluindo as células 

do estroma e queratinócitos. HMW-HA pode ser clivada em fragmentos de baixo peso 

molecular por hialuronidases. Estes fragmentos estão envolvidos em diversos 

processos biológicos como indução da expressão de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, angiogênese e aumento da expressão de MMPs em tumores 

(VOELCKER et al., 2008). 

Entre os proteoglicanos destacam-se os de heparam sulfato (PGHSs) que 

podem estar presentes tanto na superfície das células (sindecans e glipicans) como 

na matriz extracelular (perlecam, agrim e colágeno XVIII). Os PGHSs estão envolvidos 

na modulação de diversos processos biológicos, como proliferação, diferenciação 

celular e angiogênese, pois possuem afinidade por diversos ligantes, como por 

exemplo, fatores de crescimento, moléculas de adesão celular, componentes da 

matriz, enzimas e inibidores (O’CONNELL e WEERARATNA, 2011; PINHO e REIS, 

2015). 

Vários tipos de câncer possuem alterações na expressão de PGHS, 

promovendo a regulação de algumas propriedades das células tumorais tais como o 

crescimento, migração e adesão celular (Afratis et al, 2016). Um exemplo desta 

regulação é a atividade pró-angiogênica do perlecam. O domínio V em sua região C-

terminal liga-se a receptores de integrina, permitindo que suas cadeias de heparam 

sulfato (HS) possam interagir diretamente com o VEGFR-2 atuando como um 

correceptor para VEGF, aumentando a apresentação deste fator de proliferação ao 

seu receptor (IOZZO e SANDERSON, 2011). 

 

2.3 TRATAMENTOS ATUAIS PARA MELANOMA 

 

O tipo de tratamento indicado para pacientes com melanoma depende do 

diagnóstico correto para estabelecer o estágio de desenvolvimento do tumor. 

Geralmente, um protocolo de tratamento se inicia com a remoção cirúrgica da lesão 

primária. A partir da análise histológica é estabelecido, como maior exatidão, o estágio 

de desenvolvimento tumoral, bem como sua capacidade de gerar metástases. Em 

nevi iniciais e não metastáticos, a remoção cirúrgica é a cura (WAGNER et al., 2000). 

No entanto, em estágios avançados (VGPs e metastáticos) exige-se uma combinação 

de tratamentos que inicia com a remoção cirúrgica do tumor primário (se for possível 
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detectá-lo), seguida de dissecção de linfonodos em busca de metástases. Pacientes 

com metástases disseminadas podem ser tratados por quimioterapia, imunoterapia 

e/ou terapia direcionada (HARRIES et al., 2016). 

Atualmente existem diversos quimioterápicos em uso para tratamento de 

melanoma, destacando-se os agentes citotóxicos como Dacarbazina, Temozolomida 

e Fotemustina (HARRIES et al., 2016). Entretanto, o mais conhecido é a Dacarbazina, 

que é utilizada deste 1975. Esta droga é citotóxica para células em divisão celular, 

promovendo dano ao DNA, o que resulta em morte celular. Entretanto, apenas 10% a 

20% dos pacientes respondem ao tratamento e apresentam sobrevida média de 8 

meses (MATOS e FRANCISCO, 2013). A toxicidade da Dacarbazina produz severos 

efeitos adversos, sendo os mais comuns, fadiga, náuseas, vômito e neutropenia, isto 

é, redução do número de neutrófilos circulantes (CHAPMAN et al., 2011).  

Dentre os imunoterápicos utilizados para o melanoma, encontram-se o 

Interferon alpha-2b, a Interleucina-2 (IL-2), o Ipilimumab (anticorpo anti-CTLA-4), e os 

anticorpos anti-PD1 (Pembrolizumab e Nivolumab). Desses, destaca-se o uso do 

Ipilimumab, um anticorpo monoclonal (IgG1), que atua como inibidor do receptor de 

CLTA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte–associated antigen 4) na superfície de linfócitos T 

citotóxicos. O CTLA-4, quando estimulado, promove a inibição da função do linfócito 

T, desta forma o seu bloqueio potencializa a resposta antitumoral deste tipo celular 

(HODI et al., 2010; BOWYER et al., 2016). Eventos adversos do Ipilimumab ocorrem 

em aproximadamente 50% a 60% dos pacientes, dos quais 10% a 15% apresentaram 

efeitos colaterais mais severos. Os efeitos mais comumente encontrados foram 

erupções cutâneas, prurido, diarreia, colite, fadiga, hepatite e endocrinopatias (HODI 

et al., 2010).  

O Vemurafenib é um dos principais representantes da terapia direcionada. 

Trata-se de um potente inibidor específico da mutação BRAFV600E (presente em 

aproximadamente 60% dos melanomas) e não afeta células com o gene BRAF não 

mutado (wild-type) (CHAPMAN et al., 2011). O Vemurafenib foi associado com uma 

redução relativa de 63% no risco de morte em comparação com Dacarbazina 

(CHAPMAN et al., 2011), tendo sobrevida média de mais de 15 meses (SOSMAN et 

al., 2012). Os efeitos adversos comumente relatados são artralgia, erupção cutânea, 

fotossensibilidade, fadiga, alopecia, náuseas e diarreia. Além disso, entre 18% e 26% 

dos pacientes pode apresentar um tipo de neoplasia secundária decorrente do 
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tratamento, o carcinoma espinocelular ou epidermóide (CHAPMAN et al., 2011; 

SOSMAN et al., 2012). 

 

 

2.3.1 Polissacarídeos sulfatados e ação antitumoral 

 

2.3.1.1 Heparina 
 

A heparina é um polissacarídeo altamente sulfatado, da família dos 

glicosaminoglicanos. Farmacologicamente é utilizada com agente anticoagulante e 

antitrombótico, desde a década de 1950 (WARDROP E KEELING, 2008). Seu uso 

clínico no tratamento de pacientes com câncer está relacionado com a prevenção e 

tratamento da Síndrome de Trousseau, que consistem em eventos de trombose 

associados ao câncer (IKUSHIMA et al., 2016). Pacientes que receberam heparina ou 

sua forma fracionada (heparina de baixo peso molecular – LMHW) apresentaram 

aumento do tempo médio de sobrevida, sugerindo um efeito antitumoral. O efeito 

antimetastático está relacionado com a interação da heparina com moléculas de P-

selectinas, presentes na superfície das células tumorais. Esta interação diminui a 

adesão celular dificultando o processo de rolagem que antecede a diapedese e, 

consequentemente, impedindo a invasão de novos tecidos (MARAVEYAS et al., 

2010).  

Além disso, a heparina também possui efeito inibidor sobre a angiogênese e 

sobre a proliferação das células tumorais, cujo efeito está relacionado com a interação 

da heparina com as moléculas que possuem sítio característico para sua interação 

(heparin-binding). Dentre estas moléculas destacam-se fatores de crescimento e 

angiogênicos, como o VEGF e o FGF-2, cuja função pode ser inibida pela ligação com 

a heparina. Além disso, outro efeito decorrente de seu uso é a redução da expressão 

de proteases, como as MMPs e heparanases, o que também contribui para a redução 

do potencial metastático do tumor (NIKITOVIC et al., 2014). 

Segundo Bobek e colaboradores (2005), a heparina promove a ativação do 

sistema imune, aumentando a atividade citotóxica das células natural killers (NK), o 

que pode contribuir para a atividade antimetastática atribuída à heparina. 
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2.3.1.2 Fucoidanas 
 

As fucoidanas podem ser definidas como uma classe de polissacarídeos ricos 

em fucose, apresentando diferentes graus de sulfatação, e encontrados 

principalmente na parede celular de algas marrons e em alguns equinodermatas 

(ROCHA, COSTA e LEITE, 2011; FITTON, STRINGER E KARPINIEC, 2015). 

As fucoidanas podem ser utilizadas como adjuvante aos quimioterápicos 

aumentando a eficiência dessas drogas (BURNEY, et al., 2017).  

A fucoidana bruta possui uma ação pró-apoptótica em células 4T1, de câncer 

de mama em camundongos, por diminuir a expressão de bcl-2, levando a liberação 

de citocromo C para o citoplasma e consequente ativação de Caspase 3. Além disso, 

possui ação antiangiogênica no microambiente tumoral promovendo a redução da 

expressão de VEGF (XUE, et al., 2012). 

 

2.3.1.3 Fucana A  
 

Na busca por novos compostos com ação antitumoral há um grande interesse 

por compostos com atividade antitrombótica, sendo consideradas moléculas similares 

a heparina (ou heparin-likes), dentre as quais destacam-se as fucanas (FERREIRA, 

2012; SANTI, 2015).  

As fucanas são definidas como uma família de polissacarídeos sulfatados 

contendo grande quantidade de L-fucose, e podem ser obtidas de fontes vegetais, 

como a alga marrom Spatoglossum schröederi (ROCHA et al, 2001). Quando 

apresentam mais de um tipo de monossacarídeo em sua composição, estas 

moléculas podem ser denominadas heteropolissacarídeos ou heterofucanas 

(ROCHA, COSTA e LEITE, 2011). 

A fucana A é um dos três polissacarídeos ricos em fucose, extraídos de S. 

schroederi, e corresponde a 20% do total de polissacarídeos ácidos presente na alga. 

É uma heterofucana de 21KDa (Figura 4), composta por um núcleo oligossacarídico 

de 4,5 KDa, formado de ácidos glucurônicos β (1 - 3) ligados, com ramificações em 

C4 de cadeias de fucose α (1 - 3) ligadas. A fucose é, em grande parte, substituída 

em C4 por um grupo sulfato e em C2 com cadeias de xilose β (1 - 4), que, por sua vez 

também é parcialmente sulfatada (LEITE et al., 1998; BARROSO et al., 2008). 
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FIGURA 4 – ESTRURURA QUÍMICA DA FUCANA A 

 
FONTE: Adaptado de LEITE et al., 1998. 

LEGENDA: A Figura acima ilustra, de forma esquemática, a estrutura química proposta por Leite e 
colaboradores (1998), para a fucana A extraída da alga Spatoglossum schröederi (Dictyotaceae).  

 

Alguns efeitos biológicos desta fucana já foram descritos. Leite e 

colaboradores (1998) relatam que a fucana A é capaz de induzir a produção de 

proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) por células endoteliais de aorta de coelho.  

Barroso e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antitrombótica da 

fucana A e apresentam uma curva de dose/resposta (Gráfico 1), em que as doses de 

15 mg/kg e 20 mg/kg de fucana reduzem a formação de trombos em ratos, se 

administradas 24h antes da ligadura da veia cava. Esta atividade é tempo dependente 

e ocorre somente quando a fucana é administrada pelo menos 16h antes da produção 

de trombos. Barroso e colaboradores (2008) atribuem esta atividade à capacidade da 

fucana A em induzir a produção de PGHS por células endoteliais, como relatado por 

Leite e colaboradores (1998). 
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GRÁFICO 1 – A ATIVIDADE ANTITROMBÓTICA DA FUCANA TEMPO E DA DOSE 
DEPENDENTES. 

 
FONTE: Adaptado de BARROSO et al., 2008. 

LEGENDA: Gráfico que compara a atividade antitrombótica entre a fucana A e a Heparina, e mostra 
sua ação dependente de dose. B – O gráfico mostra que a atividade antitrombótica da fucana A é tempo 
dependente. 

 

Nos estudos realizados anteriores, em nosso grupo de pesquisa, Ferreira 

(2012) e Santi (2015), utilizando as fucanas A e C, obtidas da alga Spatoglossum 

schröederi, constataram que essas moléculas não se mostraram citotóxicas e nem 

alteraram a viabilidade das células de melanoma murino em cultura (linhagem 

B16F10). No entanto, foram capazes de reduzir o potencial de invasão dessas células 

(SANTI, 2015). Essa característica decorreu da diminuição da expressão de MMPs e, 

consequentemente, de sua atividade gelatinolítica, bem como de expressão de outras 

moléculas chaves no processo tumoral, como os proteoglicanos, e de enzimas que 

participam do seu remodelamento, como as sulfatases e heparanases (SANTI, 2015). 

Os resultados utilizando fucanas foram muito promissores, porque não 

alteraram a viabilidade das células, mas foram capazes de alterar a capacidade de 

invasão celular, o que é um evento chave para o processo de metástase. As fucanas 

são compostos obtidos de fontes renováveis e não apresentam efeito citotóxico, sendo 

possíveis candidatos ao desenvolvimento de novas terapias. No entanto, ainda não 

são conhecidos os possíveis efeitos sobre o melanoma em modelos in vivo, que foi a 

proposta do presente trabalho.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS   
 

3.1 LINHAGEM CELULAR 

 

As células utilizadas nos experimentos foram de melanoma murino, da 

linhagem B16F10 (ATCC número CRL-6322), obtidas do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas em cultivo celular, em meio DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB), contendo penicilina 1 U/mL, estreptomicina 1 μg/mL, e anfotericina 2,5 μg/L, 

em atmosfera úmida a 37º C contendo 5% CO2. 

Para os ensaios realizados no ICESP/ FMUSP, em São Paulo, foram 

utilizadas células B16F10 (ATCC), cultivadas em garrafas (Corning), com meio RPMI 

(GIBCO 31600-026), suplementado com 10% de SFB (GIBCO, CAT 10270-106), sem 

antibióticos, e então mantidas em incubadora a 37ºC, em atmosfera úmida, com 5% 

de CO2. 

Para a inoculação das células nos animais, cultura de células B16F10 com 60 

- 70% de confluência foram utilizadas, e estas foram desaderidas pela incubação por 

5 minutos com 2,5 mM de tripsina em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

pH 7,4. A seguir, as células foram ressuspensas em DMEM suplementado com 10% 

de SFB, para inibir a ação da tripsina.  

Posteriormente, as células foram centrifugadas e ressuspensas em tampão 

PBS.  A viabilidade celular foi verificada pelo método de Azul de Tripan, com o auxílio 

da câmara de Neubauer, sendo somente utilizadas suspensões de células que 

apresentaram viabilidade superior a 90%. A concentração de células foi ajustada para 

5.106 células viáveis/mL e as células foram mantidas em gelo até o momento da 

inoculação nos camundongos (máximo 1 hora, após a desadesão). 

 

3.2 POLISSACARÍDEO 

 

O polissacarídeo testado foi a fucana A, extraída da alga Spatoglossum 

schröederi (Dictyotaceae), gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Hugo Alexandre de 

Oliveira Rocha, Depto. Bioquímica, UFRN. 
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3.3 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO 

 

Foram utilizados dois modelos de experimentação para avaliar o potencial 

antitumoral da fucana A, ambos utilizando células de melanoma murino (B16F10) em 

camundongos da linhagem C57BL/6. O primeiro modelo foi o de desenvolvimento de 

tumores sólidos subcutâneos, conforme metodologia utilizada por Ferrari de Andrade 

e colaboradores (2016) e Biscaia e colaboradores (2017), com modificações. E o 

segundo modelo foi de colonização ou metástase pulmonar, conforme metodologia 

descrita por Ferrari de Andrade e colaboradores (2016), com modificações. 

Camundongos machos e fêmeas C57BL/6 de 6 a 8 semanas de idade, foram 

adquiridos do Biotério da PUC/PR, do Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz) e 

mantidos durante o experimento no biotério do Setor de Ciências Biológicas, UFPR. 

Também foram conduzidos ensaios no Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

USP (FMUSP) e no Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP) em parceria 

com Prof. Dr. Roger Chammas, para este foram utilizados camundongos machos de 

6 a 8 semanas de idade. Vale destacar que a inclusão de fêmeas nos experimentos 

pré-clínicos foi adotada seguindo uma recomendação do National Institutes of Health 

(NIH) (CLAYTON e COLLINS, 2014). 

Foram respeitados e seguidos todos os regimentos da Lei Nacional Nº 11.794, 

8 de outubro de 2008, para o manejo científico de animais. Todas as práticas utilizadas 

no presente estudo foram realizadas somente após serem submetidas à análise e 

aprovadas pelos Comitês de Éticas em Experimentação Animal da UFPR (CEUA-

UFPR) e da USP (CEUA-USP) (comprovantes em anexo 1, 2 e 3).  

 

3.3.1 Modelo de tumores sólidos subcutâneos  

 

Foram testadas as doses de 15, 30 e 100mg/Kg de fucana A sobre o 

desenvolvimento de tumores sólidos.  

Para os experimentos realizados no biotério da UFPR, os animais foram 

separados em grupos com n de 5 a 10 animais dependendo da disponibilidade de 

fornecimento pelo biotério, enquanto que, nos experimentos realizados no biotério da 

FMUSP os grupos foram formados com n = 9. Após a separação em grupos, os 

animais foram devidamente identificados, pesados e depilados na região flanco dorsal 

direita (Figura 5). No dia seguinte, as células foram injetadas, em no máximo 1 hora 
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após a desadesão da placa de cultivo, para evitar a diminuição da viabilidade, 

conforme descrito no item 2.1.  
 

FIGURA 5 – PREPARO DOS ANIMAIS PARA OS ENSAIOS REALIZADOS. 

 
FONTE: O Autor (2018). 

LEGENDA: Os animais foram pesados (A) e devidamente identificados (B), então a região flanco-dorsal 
direita no animal foi depilada para facilitar a inoculação das células tumorais, bem como possibilitar a 
medição do volume tumoral. 

 

Para a inoculação das células tumorais, a pele previamente limpa foi pinçada 

e a agulha inserida subcutaneamente, injetando então 100μL da suspensão celular 

(5.105 células viáveis em 100μL de PBS), cuidadosamente, até a formação de uma 

“bolha” sob a pele do animal. Em seguida o camundongo foi devolvido à sua caixa e 

o procedimento repetido até que todos os animais recebessem as células. O dia da 

inoculação foi identificado como o dia 0 (zero). O crescimento dos tumores foi 

acompanhado, a partir do 5º dia após tornarem-se palpáveis, e medidos diariamente 

até o final do experimento. 

Foram utilizadas duas abordagens experimentais, o pré-tratamento ou 

tratamento preventivo (apenas para a dose de 30mg/Kg) e o pós-tratamento ou 

tratamento terapêutico (para todas as doses testadas).  

Para os experimentos em que foi adotado o tratamento preventivo, os animais 

receberam injeções do tratamento pela via intraperitoneal, 48h, 24h e 2h antes da 

inoculação das células tumorais no dia 0, continuando diariamente até o dia 14.  
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Já para os animais dos experimentos com tratamento terapêutico, o início dos 

tratamentos ocorreu no 5º dia, após a inoculação das células, sendo realizado 

diariamente durante 10 dias.  

A medição diária dos diâmetros perpendiculares dos tumores foi realizada 

com o auxílio de um paquímetro digital (FORD), sendo possível acompanhar suas 

respectivas curvas de crescimento. No dia 15 os animais foram pesados, 

anestesiados via intraperitonial com xilazina (10mg/kg – relaxante muscular) e 

cetamina (100 mg/kg - anestésico), de acordo com o painel de eutanásia da American 

Veterinary Medical Association (Report of the AVMA Panel on Euthanasia - 2007) e 

da Resolução nº 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), de 11 

de Maio de 2012.  

Após a anestesia, a cavidade abdominal foi aberta e o sangue coletado pela 

veia cava. Os animais foram então eutanasiados e, a seguir, foram retirados e 

pesados os seguintes órgãos: pulmão, fígado, rins, baço, adrenais e coração. 

Posteriormente, o tumor subcutâneo foi removido, pesado e preservado por 

congelação ou formalina 10% para a análise histológica e imunofluorescência. 

Para estabelecer valores e referência, 5 animais saudáveis que não 

receberam células tumorais, nem qualquer tipo de tratamento foram pesados e 

eutanasiados. Foram coletados os órgãos e o sangue, para o cálculo dos índices de 

peso, o hemograma e perfil bioquímico. O grupo destes animais foi chamando de 

grupo Naive (controle normal). 

 

3.3.2 Modelo de colonização experimental ou metástase pulmonar 

 

Foram conduzidos dois experimentos independentes com n de 10 animais por 

grupo, onde foi testada a dose de 30mg/Kg com a abordagem do tratamento 

preventivo. Para tanto, os animais receberam injeções do tratamento pela via 

intraperitoneal, 48h, 24h e 2h antes da inoculação das células tumorais no dia 0 (zero), 

continuando diariamente até o dia 20. 

No dia 0 (zero), os camundongos foram injetados com 5 x 105 células de 

melanoma B16F10, por via intravenosa, através da veia caudal lateral (Adaptado de 

GOMES, et al., 2015; OVERWIJK e RESTIFO, 2001). 

No dia 21 os animais foram pesados, anestesiados via intraperitonial com 

xilazina (10mg/kg – relaxante muscular) e cetamina (100 mg/kg - anestésico), de 
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acordo com o painel de eutanásia da American Veterinary Medical Association (Report 

of the AVMA Panel on Euthanasia - 2007) e da Resolução nº 1000 do Conselho 

Federal de Medicina Veterinária (CFMV), de 11 de Maio de 2012.  

Após a anestesia, a cavidade abdominal foi aberta e o sangue coletado pela 

veia cava. O animal então foi eutanasiado e a seguir, foram retirados e pesados os 

seguintes órgãos: pulmão, fígado, rins, baço, adrenais e coração. Os pulmões foram 

fixados em paraformaldeído à 4% overnight, e o número de focos de metástase em 

toda a superfície dos pulmões foi contado com o auxílio de um estereomicroscópio. 

Posteriormente, os pulmões foram preservados por congelação para processamento 

histológico.  

 

3.4 ANÁLISE DOS PARÂMETROS FISIOLÓGICOS 

 

Com o intuito de avaliar possíveis efeitos adversos da fucana A no organismo 

animal, foram avaliados alguns parâmetros fisiológicos como: o peso dos órgãos 

coletados em relação ao peso corporal do animal, hemograma e perfil bioquímico.  

A análise do peso dos órgãos foi realizada adotando um índice calculado de 

acordo com a fórmula: índice de peso dos órgãos = peso do órgão (mg) / peso corporal 

(g) (TANG et al, 2016). 

Para o hemograma foram avaliados leucócitos totais, linfócitos, monócitos, 

glóbulos vermelhos, hemoglobina, hematócrito e plaquetas.  

 Com relação ao perfil bioquímico, o plasma foi obtido após centrifugação do 

sangue a 3000g durante 10 minutos, e então determinado as dosagens de ALT, AST, 

fosfatase alcalina, colesterol, triglicerídeos, creatinina e ureia. Estes parâmetros foram 

detectados utilizando um analisador químico (Mindray BS-200), de acordo com as 

instruções do fabricante do kit (Kovalent, Reagelabor). As análises bioquímicas e 

hemograma foram realizadas no Hospital Veterinário da UFPR, sob a 

responsabilidade da Prof. Dra. Rosangela Locatelli Dittrich, e do MSc. Olair Carlos 

Beltrame. 

 

3.5 ANÁLISE MORFOLOGICA DOS TECIDOS 

 

Após a fixação por paraformaldeído 4%, os órgãos e tumores coletados (item 

3.3) foram colocados por 24h em solução de sacarose 30% para serem então 
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congelados em freezer à – 80ºC. Em seguida os tumores ou pulmões com nódulos 

foram emblocados em Tissue-Tek® O.C.T. (Sakura® Finetek), cortados à 10 μm em 

criostato Leica CM1860 à – 20ºC, corados com Hematoxilina e eosina (HE) ou 

processados para marcação de imunofluorescência.  

Os órgãos fixados em formalina 10% foram encaminhados para 

processamento histológico de rotina, isto é, foram desidratados, emblocados em 

parafina, cortados no micrótomo e corados com HE. 

Após o processamento, todos os cortes histológicos corados com HE foram 

fotografados utilizado o microscópio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado 

com software de captura automatizada Metafer 4/VSlide (Metasystems, Altlussheim, 

DE). 

 

3.6 IMUNOFLUORESCÊNCIA  

 

Os tumores coletados e preservados por congelação foram emblocados em 

Tissue-Tek® O.C.T. (Sakura® Finetek) e cortados à 10 μm em criostato Leica 

CM1860. Os cortes foram então processados para imunofluorescência, com o 

anticorpo primário anti-VEGF (Thermo Fisher Scientific) monoclonal de cabra e 

anticorpo secundário anti-goat conjugado com Alexa Fluor 488. As imagens foram 

obtidas utilizando o microscópio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com 

software de captura automatizada Metafer 4/VSlide (Metasystems, Altlussheim, DE). 

Para a quantificação de Ki-67, os cortes foram marcados utilizando-se o anticorpo 

primário anti-Ki-67 (Thermo Fisher Scientific) monoclonal de coelho e anticorpo 

secundário anti-rabbit conjugado com Texas Red. As imagens foram obtidas utilizando 

o sistema de imagem confocal A1R MP+ (Nikon, Tokyo, Japão).  

 

3.6.1 Análise de imagem das imunofluorescência. 

 

Para a quantificação de VEGF, as imagens obtidas foram analisadas 

utilizando o programa FIJI (SCHINDELIN et al., 2012) para quantificação da 

intensidade de fluorescência de cada corte como um todo. A partir das imagens dos 

controles secundários da reação de imunofluorescência, tanto o background como a 

marcação inespecífica foram calculados e removidos das imagens de interesse por 

threshold, obtendo-se a área correspondente à marcação e a somatória das 
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intensidades de fluorescência foi calculada. O valor da somatória de intensidade de 

fluorescência foi dividido pela área tecidual e o valor de intensidade/área foi 

comparado entre os grupos. 

Para a quantificação do Ki-67, foram obtidas 10 regiões aleatórias dos cortes 

de tecido tumoral e a quantidade de células com marcação Ki-67 positivas foi 

quantificada manualmente e dividida pela área total analisada utilizando-se o 

programa FIJI (SCHINDELIN et al., 2012), obtendo o número de células Ki-67 

positivas por mm².  

 

3.7 ANÁLISE DOS DADOS  

 

O volume tumoral foi medido diariamente com o paquímetro digital e calculado 

de acordo com a equação: Volume tumoral (cm3) = 0,52 x d2 x D, onde d representa 

o diâmetro menor e D o diâmetro maior e 0,52 é o fator do cálculo do volume da elipse 

(DE AGUIAR et al, 2016).  

A taxa de inibição do tumor foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: 

índice de inibição do crescimento tumoral (ICT) = (1 – média de peso dos tumores do 

grupo tratado / média de peso do grupo controle) x 100% (TANG et al, 2016). 

A análise estatística foi realizada no software Prism 6 para Windows (Versão 

6.01, GraphPad Software) a partir de testes não paramétricos, pareado (Wilcoxon 

matched pairs test, two tailed) para análise da curva de crescimento tumoral. Os dados 

diários de volume foram analisados no software Prism 6 e ajustados para uma curva 

de regressão não linear, que descreve o crescimento exponencial dos tumores, 

calculando o tempo necessário para que os tumores dobrem de volume (tempo de 

dobramento). O tempo de dobramento tumoral de cada animal foi calculado 

separadamente, e foram analisados pelo teste estatístico não paramétrico e não 

pareado (Mann Whitney), assim como os demais dados. 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

No presente trabalho a fucana A foi avaliada quanto sua capacidade de inibir 

tanto o desenvolvimento de tumor pré-estabelecido, numa ideia de tratamento 

terapêutico, quanto a formação de novos tumores, isto é, num conceito de tratamento 

preventivo.  

 

 

4.1 FUCANA A COMO POSSÍVEL TRATAMENTO TERAPÊUTICO 

 

Inicialmente vale destacar que o conceito de tratamento terapêutico, neste 

trabalho, foi adotado numa hipótese de um futuro tratamento após o surgimento dos 

sintomas e a descoberta da presença do tumor primário. Para tanto, foi utilizado o 

modelo in vivo de tumor sólido subcutâneo e o tratamento iniciou-se 5 dias após a 

inoculação das células de melanoma, quando os tumores crescem o suficiente para 

tornarem-se palpáveis. Portanto, nestes casos, o tratamento se deu após a formação 

do tumor. 

 

4.1.1 Determinação da dose para tratamento terapêutico 

 

4.1.1.1 Efeito do tratamento terapêutico da dose de 15mg/kg de fucana A sobre o 
crescimento tumoral. 
 

Baseado no trabalho de Barroso e colaboradores (2008) sobre o efeito 

antitrombótico apresentado pela fucana A, foi eleita a dose de 15 mg/kg desse 

polissacarídeo para avaliar seu efeito sobre o crescimento dos tumores sólidos 

subcutâneos.  

 Quando comparado ao grupo controle, não houve diferença significativa na 

curva que representa o crescimento dos tumores do grupo FA 15 mg/kg (p > 0,05) 

(gráfico 2A), assim como não foi observada diferença significativa entre o peso tumoral 

(gráfico 2B).  

Na avaliação dos índices de peso dos órgãos não houve diferença significativa 

(p > 0,05) entre nenhum dos tratamentos em relação ao controle (Dados não 

mostrados).  
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GRÁFICO 2 – EFEITO DO TRATAMENTO COM A DOSE DE 15mg/kg DE FUCANA A SOBRE O 
CRESCIMENTO TUMORAL. 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Curva de crescimento tumoral comparando o volume tumoral em cm³ no grupo FA 15 
mg/kg em relação ao controle (PBS). B - Peso dos tumores em g, no último dia do experimento. Foram 
realizados dois experimentos independentes, contendo um “n” de 5 animais por grupo em cada um 
deles. O gráfico acima é representativo de um dos experimentos. *p<0,05. FA = fucana A. A dose de 
15 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das 
células tumorais. 

 

Como a dose de 15mg/kg não apresentou efeito relevante sobre a inibição do 

crescimento tumoral, o próximo passo foi avaliar doses maiores, iniciando pelo dobro 

(30mg/kg) daquela testada anteriormente. 

 

4.1.1.2 Efeito do tratamento terapêutico da dose de 30mg/kg de fucana A sobre o 
crescimento tumoral. 
 

Conforme ilustrado nas curvas que representam o crescimento tumoral 

(gráfico 3A), o volume dos tumores no grupo tratado com 30mg/kg de fucana A 

acompanhou a curva de crescimento do grupo controle, não diferindo 

significativamente deste (p > 0,05). Ao final do experimento, os pesos dos tumores do 

grupo FA 30 mg/kg também não apresentaram diferenças significativas quando 

comparados ao grupo controle (p > 0,05) (gráfico 3B). 
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GRÁFICO 3 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM AS DOSES DE 30mg/Kg DE FUCANA A SOBRE 
O CRESCIMENTO TUMORAL. 

 

 
 

FONTE: O Autor (2018)  
LEGENDA: A – Curva de crescimento tumoral mostrando a diferença no volume em cm³ dos tumores 
tratados em comparação ao controle. B - Peso dos tumores em g. FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg 
de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células 
tumorais. 

 

Como a dose de 30mg/kg também não apresentou interferência sobre 

crescimento tumoral, o próximo passo foi aumentar a dose para 100mg/kg. 

 
4.1.1.3 Efeito do tratamento terapêutico da dose de 100mg/kg de fucana A sobre o 

crescimento tumoral. 
 

O tratamento terapêutico com 100 mg/kg de fucana A mostra que a curva de 

crescimento tumoral difere significativamente (p < 0,01) em relação ao controle 

(gráfico 4A). Avaliando-se a inibição do crescimento tumoral pela média de seu 

volume, o índice de inibição de crescimento tumoral (ICT) deste tratamento foi de 

49,54%. Entretanto na comparação do peso final dos tumores não houve diferença 

significativa em relação ao controle (gráfico 4B).  
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GRÁFICO 4 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM A DOSE DE 100 mg/Kg DE FUCANA A SOBRE 
O CRESCIMENTO TUMORAL. 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Curva de crescimento tumoral mostrando a diferença no volume em cm³ dos tumores 
tratados em comparação ao controle (** P < 0,01). Os dados são expressos em média ± SD por grupo. 
B - Peso dos tumores em g, não apresentam diferença estatística (P > 0,05). Foram utilizados 
camundongos em grupos com n = 7. FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada 
por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células tumorais. 

 

Os dados do desenvolvimento tumoral foram reanalisados utilizando 

regressão não linear, o que permitiu calcular a equação que descreve a curva de 

crescimento exponencial (gráfico 5A). A partir da equação que descreve o 

desenvolvimento tumoral de cada indivíduo foi possível calcular o tempo, em dias, 

necessário para o tumor dobrar de volume. Com esta forma de análise pode-se 

verificar que houve uma diferença no tempo de dobramento dos tumores, sendo de 

1,7 ± 0,35 dias nos animais do controle, para 2,23 ± 0,34 dias nos animais tratados 

com a dose de 100mg/kg de fucana A. Isto nos mostra claramente que esses tumores 

crescem mais lentamente, quando comparados com aqueles dos animais do grupo 

controle, diferindo significativamente deste (p < 0,05) (gráfico 5B).  
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GRÁFICO 5 – CURVAS DE CRESCIMENTO TUMORAL E TEMPO DE DOBRAMENTO. 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Curva de crescimento exponencial calculado a partir das médias por grupo 
evidenciando a diferença entre o tratamento com a dose de 100mg/kg de fucana A e o controle. C – 
Tempo de dobramento, isto é, o tempo em dias necessário para que os tumores dobrem o seu volume. 
Os tumores do grupo tratado com 100mg/kg de fucana A apresentaram um tempo de dobramento 
significativamente maior do que os tumores do grupo controle (p < 0,05). FA = fucana A. A dose de 100 
mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células 
tumorais. 

 

Após a análise das curvas de crescimento e do tempo de dobramento 

verificou-se que a fucana A foi capaz de inibir o crescimento de tumores sólidos pré-

estabelecidos de melanoma murino na dose de 100mg/kg, sendo desta forma 

estabelecido uma dose terapêutica. O próximo passo foi avaliar os possíveis efeitos 

adversos que a fucana A pudesse apresentar. Para isso foram analisados os 

seguintes parâmetros fisiológicos: índice de peso de órgãos, perfil hematológico e 

bioquímico. 

 

4.1.2 Efeito do tratamento terapêutico da dose de 100mg/kg de fucana A sobre os 

paramentos fisiológicos em camundongos 

 

Foi estabelecido um grupo sem tumor e sem tratamento, grupo Naive, para 

comparar os índices de peso dos órgãos e os perfis, bioquímico e hematológico, de 

animais em condições “normais” com os animais que receberam células tumorais.  

Os índices de peso dos órgãos avaliados não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos Naive, tratamento e controle (p > 0,05) (gráfico 6). 
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GRÁFICO 6 – EFEITO DO TRATAMENTO TERAPÊUTICO COM A DOSE DE 100 mg/kg DE FUCANA 
A SOBRE O PESO DOS ÓRGÃOS DOS ANIMAIS. 

 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão para o índice de peso dos 
órgãos coletados em mg/g. Foi observada diferença significativa no índice de peso dos fígados em 
relação ao controle (*p < 0,05), contudo, não ocorreu diferença estatística entre controle e tratado para 
os demais órgãos (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada por via 
intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células tumorais. 

 

O perfil hematológico (gráfico 7) do grupo tratado com 100 mg/kg de fucana A 

não apresentou diferença significativa em relação aos parâmetros analisados no 

controle e no grupo Naive (p > 0,05). Contudo, quando foi analisado o perfil 

bioquímico, pode-se notar que os animais portadores de tumores tiveram alterações 

em AST/TGO (com maiores concentrações) ao comparar-se o grupo controle com o 

grupo Naive. No entanto, o grupo tratado não difere significativamente entre os outros 

grupos. O tratamento com fucana A levou a uma redução significativa nos níveis 

séricos da fosfatase alcalina quando comparados ao grupo Naive e ao grupo controle 

(p < 0,01) (gráfico 8). 
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GRÁFICO 7 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM 100 mg/Kg DE FUCANA A SOBRE O PERFIL 
HEMATOLÓGICO. 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de 
fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células tumorais. 

 

GRÁFICO 8 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM 100 mg/Kg DE FUCANA A SOBRE O PERFIL 
BIOQUÍMICO. 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de 
fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a inoculação das células tumorais. 
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Como os resultados mostram que a dose de 100 mg/kg fucana A não provoca 

alterações dos parâmetros fisiológicos que indique um efeito adverso, o próximo 

passo foi realizar a análise histológica dos tumores e investigar marcadores 

relacionados ao desenvolvimento tumoral. 

 

4.1.3 Efeito do tratamento terapêutico da dose de 100mg/kg de fucana A sobre a 

morfologia dos tumores  

 

Para a quantificação da porcentagem de área de vasos e da área de morte 

em relação a área total, os tumores foram corados com hematoxilina e eosina (H.E.). 

Na avaliação morfológica da área de vasos sanguíneos (figura 6A e 6B) pode-se 

observar uma redução significativa (p < 0,01) de 83,25% na média das áreas de vasos 

presentes nos tumores dos animais que receberam o tratamento com 100mg/kg de 

fucana (0,67%) quando comparado com média do controle (4%).  

 

FIGURA 6 – QUANTIFICAÇÃO MORFOLOGIA DA ÁREA DE VASOS SANGUÍNEOS 

 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Imagem representativa do corte histológico, que foi inteiramente documentado utilizando 
scanner de lâminas histológicas. Tecidos tumorais corados com H.E. Na avaliação da área de vasos 
sanguíneos verifica-se que há diferença significativa entre o grupo controle e o tratamento (p < 0,01). 
A – Controle; B – Tratado com 100mg/kg de Fucana A; C – Médias + SD da porcentagem da área de 
vasos sanguíneos, em relação a área total do tumor no corte histológico.  ( ) Vasos sanguíneos 



49 
 

 

intratumorais. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia 
após a inoculação das células tumorais. 

 

Com a redução da área de vasos intratumorais nos animais tratados com 

100mg/kg de fucana A, o próximo passo foi quantificar a presença de VEGF por 

imunofluorescência, tanto nas amostras, provenientes do tecido tumorais (figura 7C), 

quanto daquelas referentes ao tecido conjuntivo adjacente ao tumor (figura 7F).  

A intensidade da marcação do VEGF presente dos animais tratados com 

fucana A não difere significativamente daquela observada nas amostras do controle 

(p > 0,05) nos dois tipos de tecidos analisados (tumoral e tecido conjuntivo adjacente 

ao tumor) (figura 7A e 7B). 
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FIGURA 7 – QUANTIFICAÇÃO VEGF NO TECIDO TUMORAL E NO TECIDO ADJACENTE AO 
TUMOR. 

 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A e B – Gráficos de dispersão de pontos, ilustrando média e desvio-padrão da intensidade 
de fluorescência das imunomarcações de VEGF, dividida pela área dos tumores ou dos tecidos 
adjacentes aos tumores. Não foram observadas diferenças significativas entre a intensidade de 
marcação de VEGF dos animais tratados com 100mg/kg fucana A e daqueles do grupo controle (p > 
0,05). A – Intensidade de fluorescência por área nos tecidos tumorais. B – Intensidade de fluorescência 
por área nos tecidos adjacentes aos tumores. C à H – Imagens de microscopia confocal nas quais é 
possível identificar os tecidos tumorais ( ) e os tecidos adjacentes aos tumores (*) e quantificar a 
intensidade de marcação fluorescente. C – Contraste de interferência diferencial – DIC do grupo 
controle; D – Núcleos marcados com Dapi do grupo controle; E – Marcação imunofluorescente de VEGF 
do controle; F – DIC do grupo tratado com 100mg/kg de fucana A; G – Núcleos marcados com Dapi do 
grupo tratado com fucana A; H – Marcação imunofluorescente de VEGF do grupo tratado com fucana 
A. FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º 
dia após a inoculação das células tumorais. 
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Na avaliação morfológica da área de morte tecidual (figura 8), o tratamento 

com fucana A apresentou média menor (16,37%) quando comparada com a média do 

controle (32,55%), contudo após análise estatística com o teste Mann Whitney 

verificou-se que o tratamento não difere estatisticamente do controle (p > 0,05). 

 

FIGURA 8 – QUANTIFICAÇÃO MORFOLOGIA DA ÁREA DE MORTE 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Tecidos tumorais corados com H.E. Na avaliação da área de morte não há diferença 
estatística entre controle e tratamento (p > 0,05). A – Controle; B – Tratado com 100mg/kg de Fucana 
A; C – Médias + SD das áreas de morte em porcentagem da área total do tumor. ( ) Regiões de morte 
celular. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir do 5º dia após a 
inoculação das células tumorais. 

 
Para a avaliação da proliferação celular foi realizada a marcação 

imunofluorescente de Ki-67 presente nos tumores (figura 9). O número de células em 

proliferação nos tumores dos animais tratados com 100mg/kg de fucana A foi de 38,17 

células por mm² (± 34,22), enquanto que nos controles foi de 26,31 células por mm² 

(± 35,28). Estes valores não diferem estatisticamente entre si, quando analisados pelo 

teste Mann Whitney (p > 0,05). 
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FIGURA 9 – QUANTIFICAÇÃO DA MARCAÇÃO DE KI-67 NO TECIDO TUMORAL 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Gráfico de dispersão de ponto ilustrando média e desvio-padrão do número de núcleos 
positivos para a imunomarcações de Ki-67 divididas pela área dos tumores. Não foram observadas 
diferenças significativas entre número de núcleos Ki-67 positivos por mm² dos animais tratados com 
100mg/kg fucana A e os animais do grupo controle (p > 0,05). B à G – Imagens de microscopia confocal 
nas quais é possível identificar os tecidos tumorais positivamente marcados ( ) e os tecidos adjacentes 
aos tumores (*). B – Marcação imunofluorescente de Ki-67 do controle; C – Contraste de interferência 
diferencial – DIC do grupo controle; D – Sobreposição das imagens de fluorescência e de DIC - controle; 
E – Marcação imunofluorescente de Ki-67 do grupo tratado com 100mg/kg de fucana A; F – DIC do 
grupo tratado com fucana A; G – Sobreposição das imagens de fluorescência e de DIC do grupo tratado 
com fucana A. FA = fucana A. A dose de 100 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a 
partir do 5º dia após a inoculação das células tumorais. 
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4.1.4 Discussão dos resultados do tratamento terapêutico 

 

Os estudos prévios com fucana A, realizados por Santi (2015), foram restritos 

aos ensaios in vitro, mas foram suficientes para sugerirem que este polissacarídeo 

apresenta uma atividade biológica sobre as células de melanoma murino. Para avaliar 

se essa ação ocorre quando o melanoma está presente in vivo, onde os parâmetros 

e variáveis aumentam em complexidade, foi realizada uma série de experimentos com 

o modelo de tumor sólido subcutâneo em camundongos. 

Nos resultados obtidos no presente trabalho (com tumor sólido), observou-se 

que as doses 15 e 30mg/kg de fucana A não apresentaram ação antitumoral 

terapêutica. Entretanto, a dose de 100 mg/kg foi capaz de inibir o crescimento tumoral 

em cerca de 50%. 

Para investigar os motivos pelos quais fucana A leva a esta redução do 

desenvolvimento tumoral, buscou-se na literatura trabalhos com polissacarídeos 

similares e seus efeitos in vivo. Uma possibilidade seria em decorrência da redução 

da angiogênese, que já foi relatada para outros polissacarídeos sulfatados similares 

às fucanas, entre eles a heparina e as fucoidanas. Neste sentido, destaca-se o 

trabalho de Lee e colaboradores (2009), que descrevem a redução do volume tumoral 

e da angiogênese produzida pela heparina em modelo de tumor sólido de melanoma 

murino (B16F10), de carcinoma murino de células escamosas (SCC7) e de carcinoma 

pulmonar de Lewis (LLC1), por sua interação com fatores de crescimento como o 

VEGF e o FGF. Xue e colaboradores (2012), utilizando células de câncer de mama 

(4T1) de camundongos em modelo in vivo, descrevem que a fucoidana possui uma 

ação antiangiogênica, por reduzir a expressão de VEGF nos tumores sólidos.  

No presente trabalho também observou-se que fucana A leva a uma menor 

formação de vasos sanguíneos intratumorais. No entanto, essa ação antiangiogênica 

parece não ser decorrente da disponibilidade de VEGF, tendo em vista que sua 

marcação nos tumores tratados, não diferiu da marcação dos controles, sendo 

necessário procurar novas abordagens para propor um mecanismo de ação para a 

menor formação de vasos sanguíneos que foi observada. Por outro lado, uma menor 

angiogênese pode levar ao menor desenvolvimento do tumor devido a menor 

disponibilidade de nutrientes, o que consequentemente poderia levar a morte celular. 

Essa hipótese foi verificada no presente trabalho. No entanto, quando foi 

avaliado nos cortes histológicos, observou-se que o tratamento com fucana A não 
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resultou em aumento de regiões de morte celular no modelo de tumores sólidos. Esse 

resultado corrobora com os dados de Ferreira (2012) e Santi (2015), os quais mostram 

que essa molécula não se apresenta citotóxica e nem altera a viabilidade das células 

de melanoma murino em cultura (linhagem B16F10). Embora na literatura observa-se 

que as fucoidanas podem interagir com componentes das vias de sinalização da 

apoptose (ATASHRAZM et al.,2015) e, adicionalmente, Ale e colaboradores, 

demonstraram que as fucoidanas brutas extraídas de Sargassum sp. de F. 

vesiculosus, são capazes de induzir a apoptose em células da linhagem B16 de 

melanoma. Devemos lembrar que o tanto a fucana A como as fucoidanas são 

polissacarídeos sulfatados ricos em fucose sendo que esta pode estar substituída em 

maiores ou menores graus por outros monossacarídeos como xilose, ácido 

glucurônico e outros. E, apesar de suas similaridades na composição sacarídica, 

apresentam diferenças estruturais, podendo explicar a razão pela qual a ação 

apoptótica pode não ser generalizada para todos heteropolissacarídeos sulfatados 

contendo fucose, uma vez que a fucana A não apresenta essa ação.  

Por outro lado, quando se observa a curva de crescimento tumoral, dos 

tumores de animais tratados com fucana A verifica-se que houve diferença 

significativa quando comparada com o controle. Calculando-se o tempo de 

dobramento pode-se observar que o tratamento com fucana A elevou o tempo em que 

o tumor leva para dobrar de tamanho, passando de 1,7 para 2,23 dias, o que resultou 

ao final do experimento em tumores com cerca de metade do tamanho daqueles 

apresentados pelo grupo controle. Apesar da redução no volume tumoral, ao analisar 

a proliferação celular (com o marcador Ki-67) não houve diferença significativa no 

número de células marcadas por mm² quando o tratamento com fucana A é 

comparado ao controle.  

Este conjunto de dados (alteração da angiogênese, sem levar a morte celular, 

mas reduzindo o crescimento tumoral) sugerem que a fucana A possivelmente 

interfere no ciclo celular. Deve-se levar em consideração o fato de que não houve 

alteração na marcação com Ki-67, o que sugere que as células não estão em G0 

(período de latência), mas que fucana A leva, na verdade, a um retardo dos eventos 

do processo de divisão, contudo, sem interrompê-lo. Corroborando com essa ideia, 

há o trabalho de Park e colaboradores (2014), no qual é descrita a ação de uma 

fucoidana comercial, mostrando que esta também é capaz de interferir na progressão 

do ciclo celular, aumentando a porcentagem de células que permanecem em G1. O 
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mecanismo responsável pelo aumento da porcentagem de células nessa fase do ciclo 

celular envolve a regulação de CdKs/ciclinas: como a redução das Ciclinas D1 e, o 

aumento da Cdk inibidora de p21 e a desfosforilação da proteína retinoblastoma 

(pRB), essenciais para a transição de G1 para S (Park et al., 2014). Essa avaliação 

pode ser analisada, em trabalho futuros, utilizando uma abordagem que emprega a 

dissociação das células da massa tumoral e, uma vez em suspensão podem ser 

avaliadas em ensaio com marcação do conteúdo de DNA e análise em citometria de 

fluxo, conforme descrito previamente por nosso grupo (Ferrari de Andrade, et al. 

2016).  

Assim, os mecanismos da atividade antitumoral da fucana A ainda são 

desconhecidos, e necessitam mais estudos para serem elucidados.  

Por outro lado, a inibição sobre o desenvolvimento tumoral observada pela 

fucana A, não é acompanhada de alterações fisiológicas importantes, tendo em vista 

que com este composto não foram observadas alterações tanto no índice de peso dos 

órgãos, quanto nos parâmetros hematológicos e bioquímicos, o que sugere sua 

segurança quanto a possíveis efeitos adversos. 

 

4.2 FUCANA A COMO POSSÍVEL TRATAMENTO PREVENTIVO 

 

Uma vez que as algas marrons são uma fonte recorrente de compostos 

naturais bioativos, o consumo destas algas, bem como o uso de seus extratos ou de 

compostos isolados, pode contribuir para reduzir a incidência de câncer (FITTON, 

STRINGER e KARPINIEC, 2015). Assim, considerando que fucana A é obtida de 

algas marrons, buscou-se verificar se esse polissacarídeo poderia apresentar efeito 

preventivo no desenvolvimento do câncer, em especial no melanoma, que é o nosso 

objeto de estudo. 

Vale destacar que o protocolo de tratamento do melanoma humano se inicia 

com a remoção cirúrgica do tumor primário (WAGNER et al., 2000), e o início de um 

tratamento, que previna ou retarde o surgimento de tumores secundários, é de grande 

relevância. Desta forma, o tratamento preventivo foi abordado em dois modelos in 

vivo, utilizando o modelo de tumor sólido subcutâneo e o modelo de colonização e/ou 

metástase pulmonar. Adicionalmente, como foi um tratamento no qual os animais 

receberam o polissacarídeo por mais tempo, optou-se por iniciar com a dose de 

30mg/kg.  
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4.2.1 Efeito do tratamento preventivo da dose de 30mg/kg de fucana A sobre o 

crescimento tumoral em modelo de tumor sólido 

 
O tratamento preventivo foi iniciado 48h antes da inoculação das células da 

linhagem B16F10 (adaptado de JIANG et al., 2014), utilizando a dose de 30 mg/kg de 

fucana A. Os resultados estão ilustrados no gráfico 9, onde observa-se que nessa 

condição a fucana A foi capaz de inibir o crescimento tumoral (ICT) em 33,13% e a 

curva da evolução do volume tumoral difere significativamente (p < 0,01) em relação 

ao controle (gráfico 9A). Entretanto, na comparação do peso final dos tumores não 

houve diferença significativa (gráfico 9B). 

 

GRÁFICO 9 – EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM A DOSE DE 30 mg/Kg DE FUCANA 
A SOBRE O CRESCIMENTO TUMORAL 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Curva de crescimento tumoral mostrando a diferença no volume em cm³ dos tumores 
tratados em comparação ao controle. B - Peso dos tumores em mg. ** p < 0,01 FA = fucana A. A dose 
de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das 
células tumorais. 

 

Os dados do experimento foram reanalisados através de regressão não linear 

(gráfico 10A), que como já descrito anteriormente, ao permitir o cálculo da equação 

que descreve uma curva de crescimento exponencial, possibilita observar as 

diferenças apontadas pelos dados relativos ao aumento do volume do tumor. Os 

dados mostraram que o tempo de dobramento dos tumores passou de 1,78 dias (± 

0,15) nos animais do grupo controle, para 2,19 dias (± 0,26) nos animais tratados 

preventivamente com a dose de 30 mg/kg de fucana A. A exemplo do que foi verificado 
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no tratamento terapêutico, o tratamento preventivo com 30 mg/kg de fucana A, 

também resulta no crescimento mais lento dos tumores, quando comparados com o 

grupo controle, diferindo significativamente deste (p < 0,05) (gráfico 10B).  

 

GRÁFICO 10 – CURVAS DE CRESCIMENTO TUMORAL E TEMPO DE DOBRAMENTO DO 
TRATAMENTO PREVENTIVO COM A DOSE DE 30 mg/Kg DE FUCANA A 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A – Curva de crescimento exponencial calculado a partir das médias por grupo 
evidenciando a diferença entre os tratamentos. B – Tempo de dobramento, isto é, o tempo necessário 
para que os tumores dobrem o seu volume (em dias). Os tumores do grupo tratado preventivamente 
com 30mg/kg de fucana A apresentaram um tempo de dobramento significativamente maior do que os 
tumores do grupo controle (p < 0,05). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada 
por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 
 

Como o tratamento preventivo com a dose de 30mg/kg de fucana A, foi eficaz 

em inibir o crescimento dos tumores sólidos, verificou-se possíveis efeitos adversos 

através dos seguintes parâmetros fisiológicos: índice de peso de órgãos, perfil 

hematológico e perfil bioquímico.  

 

4.2.2 Efeito do tratamento preventivo da dose de 30mg/kg de fucana A sobre os 

parâmetros fisiológicos em camundongos  

 

Em relação ao peso dos órgãos não foram observadas diferenças 

significativas entre o grupo controle e o grupo de tratado preventivamente com 30 

mg/kg de fucana A (p > 0,05), avaliados através do índice de peso dos órgãos (gráfico 

11).  
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GRÁFICO 11 – EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM A DOSE DE 30 mg/Kg DE FUCANA 
A SOBRE O PESO DOS ÓRGÃOS DOS ANIMAIS NO MODELO DE TUMOR SÓLIDO 

 
FONTE: O Autor (2018) 

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão para o índice de peso dos 
órgãos coletados em mg/g. Não foi observada diferença estatística entre controles e tratados (p > 0,05). 
FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h 
antes da inoculação das células tumorais. 

 
Os perfis, hematológico (gráfico 12) e bioquímico (gráfico 13) do grupo tratado 

preventivamente com 30mg/kg de fucana A, também não apresentaram diferenças 

significativas em relação aos parâmetros analisados no controle (p > 0,05).  
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GRÁFICO 12 – EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM A DOSE DE 30 mg/Kg DE FUCANA 
A SOBRE O PERFIL HEMATOLÓGICO NO MODELO DE TUMOR SÓLIDO 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana 
A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 

 
GRÁFICO 13 – EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM A DOSE DE 30 mg/Kg DE FUCANA 

A SOBRE O PERFIL BIOQUÍMICO NO MODELO DE TUMOR SÓLIDO 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana 
A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 
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4.2.3 Efeito do tratamento preventivo da dose de 30mg/kg de fucana A sobre o modelo 

colonização ou metástase pulmonar 

 

O tratamento preventivo foi iniciado 48h antes da inoculação das células da 

linhagem B16F10 (adaptado de GOMES, et al., 2015; OVERWIJK e RESTIFO, 2001), 

utilizando a dose de 30 mg/kg de fucana A.  

Ao final do experimento, conforme ilustrado na figura 10, o tratamento com 

fucana A resultou em uma redução significativa (p < 0,001) no número de nódulos 

tumorais no pulmão, sendo de 52,2 nódulos (±24,35) no grupo controle, para 17,3 

nódulos (±15,05) nos animais tratados, o que corresponde a uma redução de 66,86%. 
 

FIGURA 10 – FUCANA A LEVA A UMA REDUÇÃO DA QUANTIDADE DE NÓDULOS 
PULMONARES 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: A figura acima ilustra o efeito de fucana A sobre o desenvolvimento/implantação de nódulos 
pulmonares, num modelo de metástase experimental. Para tanto, células B16F10 foram inoculadas 
pela veia caudal em camundongos e o tratamento foi iniciado 48h antes da injeção, sendo que os 
animais tratados receberam solução contendo 30mg/kg de fucana A e o tratamento seguiu por mais 21 
dias subsequentes. Ao final do ensaio (no 21º dia), os animais foram eutanasiados, sendo o pulmão 
dissecado. A e B - Observa-se pulmões com nódulos metastáticos de melanoma. A - Grupo controle. 
B - Grupo tratado com 30mg/kg de fucana A. C - Gráfico de dispersão de pontos contendo média e 
desvio padrão da contagem do número de nódulos em toda a superfície dos pulmões. Foi observada a 
redução significativa no número de nódulos implantados nos pulmões dos animais tratados com fucana 
A em relação ao grupo controle (p < 0,001). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana A foi 
ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 

 
Os dados mostram que houve uma menor quantidade de nódulos tumorais, 

quando os animais foram tratados com fucana A. No entanto, nota-se que tamanho 

dos nódulos tumorais não é homogêneo, apresentando nódulos grandes e outros bem 

pequenos. Assim, para entender se o tratamento interferiu no desenvolvimento dos 

nódulos, esses foram avaliados utilizando uma escala relativa de tamanho, que varia 
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de 1 até 5, onde 1 corresponde a nódulos pequenos e 5 corresponde aos maiores 

nódulos (figura 11A). Na análise visual, com o auxílio de um estereomicroscópio, 

observou-se que a variação, em porcentagem, nos tamanhos dos nódulos não difere 

entre o controle e o tratamento com 30mg/kg de fucana A (figura 11B).  
 

FIGURA 11 – VARIAÇÃO DO TAMANHO DOS NÓDULOS TUMORAIS 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Não foi observada diferença entre a variação do tamanho dos nódulos implantados nos 
pulmões. A – Escala visual relativa da variação de tamanho de 1 a 5. B – Variação de tamanho dos 
nódulos observados em porcentagem do total de cada grupo.  

 

 

4.2.4 Efeito do tratamento preventivo da dose de 30mg/kg de fucana A sobre os 

parâmetros fisiológicos em camundongos no modelo colonização ou metástase 

pulmonar 
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Em relação ao peso dos órgãos foi observada uma alteração significativa no 

índice de peso apenas no fígado dos animais tratados com 30mg/kg, quando 

comparado ao grupo controle (p < 0,01). Contudo para os demais órgãos não foram 

observadas diferenças significativas entre o grupo controle e o grupo de tratado 

preventivamente de fucana A, avaliados através do índice de peso dos órgãos (gráfico 

14). 

 

GRÁFICO 14 – EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM 30mg/Kg DE FUCANA A SOBRE O 
PESO DOS ÓRGÃOS DOS ANIMAIS NO MODELO DE METÁSTASE PULMONAR 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão para o índice de peso dos 
órgãos coletados em mg/g. Foi observado aumento do índice de peso do fígado dos animais tratados 
preventivamente com 30mg/kg de fucana A quando comparado aos animais controle (p < 0,01). Não 
foi observada diferença estatística entre controles e tratados para o índice dos demais órgãos 
analisados (p > 0,05). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada por via 
intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 

 
O perfil hematológico (gráfico 15) do grupo tratado preventivamente com 30 

mg/kg de fucana A não apresentou diferença significativa em relação aos parâmetros 

analisados no controle (p > 0,05). Contudo, no perfil bioquímico pode-se notar que o 

tratamento com fucana A levou a uma redução significativa nos níveis séricos da 

fosfatase alcalina quando comparados ao grupo controle (p < 0,05) (gráfico 16). 
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GRÁFICO 15 – EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM 30mg/Kg DE FUCANA A SOBRE O PERFIL 
HEMATOLÓGICO NO MODELO DE METÁSTASE PULMONAR 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados (P > 0,05). FA = fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana 
A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação das células tumorais. 

 
GRÁFICO 16 – EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM 30mg/Kg DE FUCANA A SOBRE O PERFIL 

BIOQUÍMICO NO MODELO DE METÁSTASE PULMONAR 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Gráfico de dispersão de pontos contendo média e desvio padrão. Foi observada uma 
redução significativa nos valores séricos de fosfatase alcalina (p < 0,01) nos animais tratados 
preventivamente com 30mg/kg de fucana A, quando comparada ao grupo controle. Não foi observada 
diferença estatística entre controles e tratados para os demais parâmetros analisados (p > 0,05). FA = 
fucana A. A dose de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes 
da inoculação das células tumorais. 
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4.2.5 Efeito do tratamento preventivo da dose de 30mg/kg de fucana A sobre 

morfologia dos nódulos pulmonares  

 

Para a avaliação morfológica dos tecidos, os cortes de pulmão com nódulos 

tumorais, foram corados com hematoxilina e eosina (H.E.). Pode-se verificar na figura 

12 a grande similaridade morfológica entre os nódulos implantados no tecido 

pulmonar.  

 

FIGURA 12 – AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA DOS NÓDULOS TUMORAIS NO TECIDO PULMONAR 

 
FONTE: O Autor (2018)  

LEGENDA: Imagem ilustrativa da avaliação histológica (corada com HE) onde pode-se verificar a 
similaridade entre o tamanho, ausência de áreas de morte, ausência de vasos intratumorais e presença 
de melanina dos nódulos tumorais. A – Controle. B – Tratado (30mg/kg de fucana A). FA = fucana A. A 
dose de 30 mg/kg de fucana A foi ministrada por via intraperitoneal a partir de 48h antes da inoculação 
das células tumorais. 
 

 

4.2.6 Discussão dos resultados dos tratamentos preventivos com fucana A 

 

Quando a dose de 30mg/kg de fucana A foi administrada a partir de 48h antes 

da inoculação das células tumorais, e seguiu diariamente até a eutanásia, essa foi 

capaz de inibir o crescimento tumoral em 33,13%.  

Com o tratamento preventivo, foi possível observar que a curva de 

crescimento tumoral do tratamento apresentou diferença significativa quando 

comparada com o controle, diferentemente do que foi observado com o tratamento 

terapêutico com a mesma dose de 30mg/kg. Calculando-se o tempo de dobramento 

pode-se observar que o tratamento com fucana A elevou o tempo necessário para o 

tumor dobrar de tamanho, o que produziu ao final do experimento tumores 33,13% 

menores em relação aos apresentados pelo grupo controle. 
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Jiang e colaboradores (2014) demonstraram que o tratamento preventivo com 

o polissacarídeo sulfatado denominado de ascophyllan, obtido da alga marinha 

Ascophyllum nodosum, também iniciado dois dias antes da inoculação das células 

tumorais, foi eficaz em inibir o crescimento de tumores sólidos de sarcoma-180. A 

administração de ascophyllan apresentou efeito biológico tanto por via oral como pela 

via intraperineal (JIANG, et al., 2014). Vale destacar que a fucana A, assim como o 

polissacarídeo ascophyllan, são obtidos de algas marrons (de diferentes gêneros). 

Ainda, assim como ascophyllan, fucana A também foi capaz de inibir do crescimento 

tumoral (fucana A em melanoma). Esses dados sugerem que o consumo alimentar de 

algas marinhas, e seus derivados, pode contribuir como uma estratégia complementar 

de tratamento de câncer, de modo preventivo. 

Por outro lado, vale destacar que o modelo de tumor sólido, possui mais 

proximidade com o tumor primário e não tem relação com metástase. Mas os trabalhos 

de Santi (2015), embora in vitro indicam que a fucana A reduz a capacidade invasiva 

e perfil metastático de B16F10. Por isso, buscou-se avaliar também se a fucana A 

pode ter efeito em modelo de metástase pulmonar in vivo. Neste modelo, a dose de 

30mg/kg de fucana A também foi capaz de reduzir em mais de dois terços a 

quantidade média de nódulos tumorais nos pulmões de animais.  

A análise dos cortes histológicos dos pulmões de animais portadores de 

melanoma (pulmonar), mostrou que os nódulos presentes nos pulmões dos animais 

controles como nos tratados apresentam grande similaridade de tamanho e 

morfologia, isto é, a alteração foi apenas em quantidade, mas não no desenvolvimento 

dos nódulos pulmonares. Estes dados sugerem que a fucana A possivelmente esteja 

envolvida na fase de implantação das células no pulmão, dificultando a colonização 

do tecido, mas sem interferir no crescimento dos nódulos decorrentes das células que 

conseguiram se implantar neste órgão. Neste sentido, devido as características 

bioquímicas dos polissacarídeos sulfatados, como a fucana A e as fucoidanas, serem 

semelhantes à da heparina, é possível buscar indicações sobre os mecanismos de 

ação a serem estudados.  

Neste sentido destaca-se os estudos sobre a atividade antimetastática da 

heparina, que está relacionada a sua capacidade de inibir a interação de moléculas 

de adesão celular com as P-selectinas, L-selectinas e integrinas. A interação das 

células tumorais presentes na circulação sanguínea com outros tipos celulares, como 

plaquetas, leucócitos e células endoteliais, é crucial para o estabelecimento de 
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nódulos metastáticos (BENDAS e BORSIG, 2012). A redução dessas interações leva 

a uma redução no número de nódulos pulmonares formados (GOMES, et al., 2015). 

De forma similar, a fucana A também pode levar a menor implantação das células 

tumorais, uma vez que estando circulante, pode interagir com as moléculas adesivas 

presentes na superfície das células tumorais e, consequentemente, alteram sua 

capacidade de interação com o microambiente pulmonar, o que poderia explicar a 

menor implantação de nódulos tumorais. No entanto, esta hipótese permanece em 

aberto, devendo ser confirmada em ensaios futuros.  

Com relação aos parâmetros fisiológicos, verificou-se alteração apenas no 

índice de peso do fígado dos animais tratados com fucana A quando comparado com 

o controle negativo. Vale destacar que só foi verificada alteração no peso do fígado 

nos animais que foram pré-tratados com fucana A e submetidos aos ensaios de 

metástase pulmonar, o que pode ser explicado, pois somente nesses ensaios houve 

um tratamento mais prologado, uma vez que foi iniciado 2 dias antes da inoculação e 

seguiu até a véspera da eutanásia, que neste caso aconteceu no 21º dia após a 

inoculação das células tumorais. Portanto, nesses ensaios, os animais foram tratados 

por 23 dias e nos ensaios de tumor sólido por 17 dias (também no caso de tratamento 

preventivo).   

A alteração no peso do fígado dos animais tratados com fucana A poderia ser 

preocupante, mas deve-se considerar que, quando este órgão está comprometido por 

algum distúrbio ocorre um aumento na concentração plasmática total da fosfatase 

alcalina. A fosfatase alcalina, segundo Rosalki e Foo (1984), possui importante valor 

diagnóstico estabelecido em doenças ósseas e hepáticas. No entanto, no presente 

trabalho não foi observada redução dos níveis séricos da fosfatase alcalina, o que 

mostra que o fígado dos animais tratados com fucana A, não estavam comprometidos.  

Quando os dados fisiológicos e bioquímicos são avaliados em conjunto, nos 

dois modelos in vivo testados, indicam que a fucana A não produz alterações nocivas 

ao organismo dos animais tratados. Sendo assim, o presente trabalho mostra, de 

forma clara que a fucana A possui ação antimelanoma, o que sugere uma possível 

atuação como coadjuvante de quimioterápicos, podendo contribuir para um 

tratamento efetivo.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A análise dos dados obtidos no presente trabalho sugere que a fucana A 

possui atividade antimelanoma, reduzindo o crescimento in vivo de tumores sólidos e 

a formação de metástases pulmonares de melanoma murino. A dose de fucana A que 

produziu este efeito terapêutico em tumores pré-estabelecidos foi de 100mg/kg, 

enquanto que a dose que produziu o efeito preventivo contra o surgimento de novos 

tumores e nódulos pulmonares foi de 30mg/kg. 

Os tumores sólidos formados nos camundongos cresceram mais lentamente 

e apresentaram uma menor área de vasos sanguíneos quando os animais foram 

tratados com fucana A.  

A fucana A não provocou alterações fisiológicas adversas, se mostrando 

segura para uso na terapia contra melanoma. 

 

 

 

 

5.1 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

O mecanismo de ação pelo qual a fucana A atua sobre o melanoma ainda é 

desconhecido, e necessitam mais estudos para ser elucidado. Para futuros trabalhos 

sugerem-se:  

 Investigar a ação da fucana A sobre o ciclo celular de B16F10; 

 Avaliar marcadores, e fatores de crescimento relacionados à 

angiogênese; 

 Avaliar a interação da fucana A com moléculas de adesão, 

especialmente selectinas e integrinas. 

 Avaliar a se a fucana A possui efeito adjuvante à outras terapias 

anticâncer. 
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