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Resumo 
POTENCIAL ANTITUMORAL DE ALGINATOS ISOLADOS DA ALGA MARINHA MARROM 

Sargassum vulgare C. AGARDH (1820). 

 Autora: Alessandra de Paula Alves Sousa. Orientadora: Dra. Letícia Veras Costa-Lotufo. Programa de 

Pós-graduação em Farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do 

Ceará, 2006.  

 
    Alginato é um biopolímero natural, constituído por ligações lineares (1-4) de â-D-ácido 

á-L-ácido gulurônico arranjados em seqüências e proporções não regulares ao longo da 

cadeia. Este trabalho visou estudar o potencial antitumoral de dois alginatos com diferentes viscosidades 

isolados da alga marinha Sargassum vulgare, denominados de –V (menos viscoso) e +V (mais viscoso). 

Os ensaios atividade antimitótica no desenvolvimento do ouriço-do-mar, atividade antiproliferativa nas 

linhagens tumorais HCT-8, MCF-7, HL-60, CEM e B-16, atividade hemolítica e toxicidade em Artemia sp, 

mostraram que ambos os alginatos não possuem toxicidade in vitro. No entanto, os alginatos –V e +V 

apresentaram atividade antitumoral in vivo no modelo experimental do Sarcoma 180. Ambos os alginatos 

administrados por via oral e intraperitoneal nas concentrações de 50 e 100 mg/m2, bem como na 

concentração de 25 mg/m2 por via oral inibiram o crescimento do tumor sólido em camundongos 

transplantados com 5 x 105 células tumorais. O alginato +V administrado por via oral apresentou um 

maior efeito inibitório. O tratamento do alginato +V por via oral (25 mg/m2) associado ao 5-FU (15 mg/m2) 

promoveu um aumento da resposta contra o tumor quando comparado ao tratamento com o alginato +V 

isoladamente. A inibição da proliferação das células tumorais, determinada por imunohistoquímica com o 

Ki-67, foi observada em ambos os tratamentos por via oral e intraperitoneal com os alginatos –V e +V 

nas concentrações de 50 e 100 mg/m2. As análises histopatológicas revelaram que os alginatos V e +V 

administrados nas concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via oral e intraperitoneal possuem toxicidade 

hepática e renal, no entanto, o alginato V apresentou maior toxicidade que o alginato +V. O estudo da 

nefrotoxicidade avaliada no sistema de perfusão renal demonstrou que o alginato –V também apresenta 

um maior efeito que o alginato +V. A análise histopatólogica do baço revelou que ambos os alginatos 

levam a uma hiperplasia da polpa branca nos animais tratados, o que sugere que a atividade antitumoral 

esteja relacionada às propriedades imunomoduladoras desses compostos. De acordo com a análise 

hematológica, os animais tratados com o 5-Fu (15 mg/m2) apresentaram leucopenia e linfocitopenia, 

sendo este quadro revertido com o tratamento associado com os alginatos –V e +V (25 mg/m2). 

Palavras chave: Sargassum vulgare, alginato, alga marinha, antitumoral. 
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                                                                                                                                           Abstract 

 ANTITUMOR POTENTIAL OF ALGINATES ISOLATED FROM THE SEAWEED BROWN 

Sargassum vulgare C. AGARDH (1820).  

 Author: Alessandra de Paula Alves Sousa. Advisor: Dra. Letícia Veras Costa-Lotufo. Department of 

Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceará, 2006. 

 Alginates are natural polysaccharides composed of linear polymers of 1-4 linked β-D- mannuronic and 

α-L-guluronic acid residues in widely varying composition and sequential arrangements. The purpose of 

this study was to evaluate the anti cancer potential of two alginates –V (low viscosity) and +V (high 

viscosity), isolated from the seaweed Sargassum vulgare. Alginates were tested for cytotoxicity using the 

brine shrimp lethality assay, sea urchin development assay, hemolysis assay and MTT assay using HL-

60, MCF-7, CEM, HCT-8 and B16 tumor cell lines. None of the compounds tested showed in vitro toxicity. 

On the other hand, alginates showed antitumor activity in vivo against Sarcoma 180 cells transplanted in 

mice. Both alginates inhibited the growth of solid tumor in mice implanted with 5 x 105 tumor cells after 

both oral and intraperitoneal administration at 50 and 100 mg/m2, as well as 25 mg/m2 after oral 

administration. Alginate +V presented higher inhibition effects after oral administration. The association of 

alginate +V (25 mg/m2) with 5-FU (15 mg/m2) showed an increasing activity against tumor compared to 

+V individually. Alginates antitumor activity at 50 and 100 mg/m2 was related to the tumor proliferation 

rate inhibition, as observed by reduction of Ki-67 staining in tumor of the treated-animals. The 

histopathological analysis revealed that both alginates administrated at 50 and 100 mg/m2 presented 

hepatotoxicity and nefrotoxicity, being  -V was more toxic than +V. The kidney perfusion assay 

demonstrated that –V was more toxic than +V, corroborating date from histopathological analysis. The 

histopathological analysis of spleen showed that both alginates cause the enlargement of the white pulp 

of treated animals, suggesting that the observed antitumor activity could be related to alginates 

immunomodulatory properties. In fact, the alginates treatment (25 mg/m2) prevents the reduction number 

of leukocytes and lymphocytes, induced by 5-FU treatment as observed from the hematological analysis. 

 

 

Key words: Sargassum vulgare, alginate, seaweed, antitumor 
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1.Introdução 
 
 

1.1 Câncer 
 

O câncer é um dos principais problemas mundiais de saúde e uma das 

causas mais importantes de morbidade e mortalidade em crianças e adultos. 

causa de morte no mundo perdendo apenas para as doenças cardiovasculares. 

Apesar do considerável arsenal de drogas já existentes para o tratamento do 

câncer, ainda não se chegou ao sucesso terapêutico em vários tipos de 

neoplasias.  

De acordo com Parkin et al. (2001), no ano de 2000 foram registrados 5,3 

milhões de casos de câncer em homens e 4,7 milhões de casos em mulheres. A 

incidência mundial de câncer chega a mais de 10 milhões de novos casos, dentre 

os quais, 53% têm ocorrido nos países em desenvolvimento (Instituto Nacional do 

Câncer, 2004). No Brasil, estima-se que em 2005 surgirão mais de 467.440 novos 

casos (Ministério da Saúde, 2005). 

Os cânceres podem surgir basicamente através de 3 fatores, a 

predisposição genética, fatores ambientais e a ingestão de substâncias 

carcinogênicas através da dieta. Este último é responsável por cerca de 35% de 

todos os casos de cânceres no mundo. Quando é adicionado um carcinógeno 

como álcool e cigarro, este percentual aumenta para 60%. Acredita-se que a 

predisposição genética seja responsável aproximadamente por 20% dos casos de 

câncer, e a maioria desses casos está associada também a exposição a 

et al., 2003). Estatisticamente as maiores 

incidências no homem são o câncer de intestino, cólon, reto e próstata, enquanto 
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na mulher, são o câncer de mama, colo do útero, reto e estômago (Abdulla & 

Gruber, 2000). 

Acredita-se ser a transformação de uma célula normal em célula neoplásica 

um processo com muitos estágios que pode le

para se completar. Os estágios da carcinogênese incluem iniciação, promoção e 

progressão tumoral. O primeiro estágio envolve uma reação entre as substâncias 

promotoras do câncer (carcinógeno) e o DNA das células teciduais. Durante este 

estágio, a suscetibilidade genética é bastante limitante, podendo esta mutação 

permanecer inativa e o risco de desenvolvimento do câncer ocorre durante o 

estágio posterior. Este ocorre lentamente por um período de meses a anos (Reddy 

et al., 2003). No entanto, acredita-se que a transformação celular é um evento 

freqüente, que em muitos casos, não leva ao desenvolvimento tumoral. Isto ocorre 

provavelmente pelas inúmeras limitações metabólicas, fisiológicas e físicas dos 

ilância do sistema imune que elimina células 

potencialmente perigosas ao processo carcinogênico (Dunn et al., 2004). 

A massa tumoral originada a partir de um único clone celular é constituída 

por uma população de células heterogêneas. As subpopulações de c

diferem em relação a vários atributos fenotípicos, como cariótipo, responsividade 

hormonal e suscetibilidade a agentes antineoplásicos. Por exemplo, tumores com 

baixa fração de crescimento como o câncer de mama e de colo do útero possuem 

uma menor suscetibilidade à quimioterapia, bem como a ausência de 

antigenicidade das células proporciona uma maior resistência ao ataque 

et al., 2004). Diante desta grande diversidade biológica do 

câncer, a associação de diferentes tipos de terapias utilizadas atualmente no 

tratamento do câncer e a busca de novas estratégias de intervenção têm surgido 

com uma perspectiva de se atingir uma grande eficácia terapêutica. 

A quimioterapia atualmente é uma das principais modalidades terapêuticas 

comumente utilizada no tratamento de pacientes com vários tipos de câncer. 

Contudo, em muitos casos, somente a quimioterapia não leva a resultados 

terapêuticos satisfatórios como a remissão de tumores e a prevenção de 

metástase, além de induzir muitos efeitos colaterais nas doses efetivas (Salgaller 
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& Lodger, 1998). Recentemente, a imunoterapia tem sido estudada em vários 

modelos animais e em ensaios clínicos com pacientes acometidos com câncer, 

objetivando aumentar a eficiência da quimioterapia.  

As diversas formas de imunoterapia enquadram-se dentro de três 

categorias principais: anticorpos monoclonais, modificadores da resposta imune e 

vacinas (Kulcsar, 1997). Anticorpos monoclonais contra agentes específicos 

tumorais têm sido aprovados para o tratamento do câncer de mama 

(trastuzumab), linfoma nao-Hodgkin (rituximab) e no diagnóstico de certos 

cânceres (oncoscint) (Plunkett & Miles, 2002). Estudos pré-clínicos avaliaram 

várias estratégias de vacinas, utilizando células tumorais alogênicas, peptídeos, 

vetores virais, DNA e células dendríticas (Dermine et al., 2002; Liu et al., 2002). 

Os modificadores da resposta biológica são componentes capazes de 

interagir com o sistema imunológico e regular os efeitos biológicos através de um 

aumento ou diminuição da resposta imune (Ríhova, 2002). Esses componentes 

r de natureza extrínseca ou intrínseca. Os 

modificadores intrínsecos incluem as IL-

crescimento para célula B e fatores de crescimento hematopoéticos 

(principalmente como fator estimulador de colônia). Estes, portanto, podem 

influenciar a resposta imune em diferentes estágios. Os modificadores extrínsecos 

são potencializadores da resposta imunes como o Bacillus Calmette-Guérin 

(BCG), Corynebacterium parvum e endotoxinas que influenciam o crescimento 

tumoral (Adam et al., 2003) através de uma imunoestimulação não-específica 

(Bremers & Parmiani, 2000). O aumento ou supressão do sistema imune através 

de compostos depende de vários fatores, incluindo dose, rota e tempo de 

administração, bem como dos seus mecanismos de ação e r

 

Desde a década passada, a imunoterapia tem sido reportada 

continuamente em vários estudos clínicos de fase I e II. Alguns estudos clínicos de 

fase III com pacientes em estágios precoces de câncer foram realizados 

demonstrando que os imunomoduladores podem potencializar ou minimizar a 

toxicidade promovida pela administração dos quimioterápicos, dentre eles a 
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imunossupressão. Em um estudo utilizando vários tipos de imunoterapia e sua 

no tratamento de diferentes tumores, os 

imunoestimulantes obtiveram uma resposta clinica em mais de 10% dos casos 

para os cânceres de mama e melanoma, enquanto no tratamento do câncer de 

bexiga e gástrico estes já são regularmente usados na clinica como forma de 

terapia. Os agentes imunoestimulantes levamisole, BCG e OK 432 não possuem 

ou apresentam baixa toxicidade, e têm sido alvo de muitos estudos clínicos como 

adjuvantes no tratamento de carcinoma coloretal, melanoma e gástrico, 

respectivamente (Bremers & Parmiani, 2000). 

O OK 432 é um modificador da resposta biológica que tem sido comumente 

usado em pacientes com câncer no Japão, Coréia e Republica da China (Katsuta 

et al., 1989; Kinoshita et al.,1992). Consiste de uma preparação liofilizada de 

Streptococcus pyogenes na forma inativa (Hoshino et al.,1986), que estimula a 

liberação de citocinas como IL-1 e 2 (Ichimura et al., 1986), TNF (Yamamoto et al., 

1986), aumenta a citotoxicidade de células Natural Killer (NK) (Uchida & Mickshe, 

1981), bem como a estimulação de Killer ativados por linfocinas (LAK) e Linfócitos 

T citotóxico (Takahashi et al., 1998). A combinação do OK 432 e IL -2 com os 

agentes quimioterápicos ciclofosfamida e adriamicina foi estudada clinicamente 

em 24 pacientes com carcinoma hepatocelular, respondendo em 58% dos casos 

(Kawata et al., 1995). A levamisole combinada com o 5-FU possui uma eficácia 

terapêutica contra os cânceres de pescoço e cabeça, além de responder a 

 

   

1.2. Polissacarídeos com propriedades antitumorais 

 

Os carboidratos são aldeídos ou cetonas poliidroxílicos de forma empírica 

(CH2O)n e constituem as biomoléculas mais abundantes na face da terra. Existem, 

segundo o seu tamanho, três classes principais de carboidratos: 

ossacarídeos e polissacarídeos (a palavra “sacarídio” é 

derivada do grego sakkharon e significa açúcar) (Lehninger, 2000). 
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Os polissacarídeos consistem de longas cadeias contendo centenas ou 

milhares de unidades de monossacarídeos (Lehninger, 2000). Eles representam 

uma classe estruturalmente diversificada de macromoléculas ocorrendo na 

natureza. Diferente das proteínas e ácidos nucléicos, eles contém características 

estruturais repetitivas conhecidas como polímero, o qual é formado por resíduos 

de monossacarídeos unidos covalentemente entre si por uma ligação O-

glicosídica. Entre essas macromoléculas, os polissacarídeos oferecem a maior 

capacidade de carrear informações biológicas devido a sua grande variabilidade 

estrutural, além de conectar em vários alvos da célula (Sharon & Lis, 1993).  

Desde décadas passadas, a atividade biológica dos polissacarídeos tem 

atraído muita a atenção na medicina e bioquímica. Numerosos polissacarídeos 

com potencial antitumoral foram descobertos a partir de cogumelos, fungos, 

leveduras, algas, liquens, plantas e de origem animal. Alguns são bem 

caracterizados e clinicamente relevantes na Medicina Tradicional Chinesa (Ooi & 

Liu, 2000). O primeiro polissacarídeo reportado com atividade antitumoral foi 

isolado em 1943 a partir da bactéria Serratia marcescens, o qual ficou conhecido 

como polissacarídeo de Shear (Whistler et al., 1976). O polissacarídeo de Shear 

consiste de um complexo lipídio-polissacarídeo que apresenta citotoxicidade 

contra células do tumor Sarcoma 37 em camundong

intraperitoneal. Contudo, este possui uma toxicidade indesejável que impossibilita 

a realização de testes clínicos. Muitos outros polissacarídeos isolados a partir de 

Escherichia coli, Streptococcus pyogenes (OK 432), Proteus 

vulgaris, Acetobacter xylinum e Salmonella typhimurium possuem efeito citotóxico 

contra tumores sólidos (Whistler et al., 1976), sendo estes lipopolissacarídeos 

 

Desde a década de 90, muitos pesquisadores demonstraram a bioatividade 

antitumoral e imunoestimulante de polissacarídeos isolados de diversas espécies 

Atractylodes (Inagaki et al., 2001), Angélica sinensis (Choy et al., 

1994), Panax ginseng (Lee et al., 1997), Curcuma zedoaria (Kim et al., 2000), 

Malva verticillata (Gonda et al., 1990), etc. Alguns polissacarídeos originados dos 

cogumelos (macrofungos) compostos de â-glucana, glucoronoglicana, 
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manoglucana e outros heteroglicanas, bem como os complexos polissacarídeos-

proteínas, são largamente utilizados na medicina (Saito et al., 1992; Lei & Lin, 

1993; Mizuno, 1995) devido às suas propriedades antitumoral e imunomoduladora. 

Mais de 50 espécies de fungos tem exibido atividade anticâncer in vitro ou em 

modelos animais (Daba & Ezeronye, 2003). Os polissacarídeos purificados de 

fungos tornaram-se largamente comercializados no Japão, entre eles destacam-se 

a lentinana, Schizophyllana e PSK, isolados da Lentinus edodes, Schizophyllum 

commune e Coriolus versicolor, respectivamente (Mizuno, 1995). Ambos a 

Lentinana e Schizophyllana são â -glucanas puras enquanto a PSK é uma â -

glucana ligado a peptídeos. Na China, o PSP (polissacaropeptídeo) foi isolado do 

fungo Coriolus versicolor e é atualmente usado no tratamento anticâncer (Yang et 

al., 1992).  

Muitos polissacarídeos de algas com o potencial antitumoral têm chamado 

a atenção para o desenvolvimento de novas drogas (Guven et al., 1991). Em 

1974, Yamamoto et al. reportaram que uma fração não dializada de algumas algas 

comumente utilizadas no Japão como: Sargassum fulvellum, S. kjiellmanianum, 

Laminaria angustata e L. angustata var. lonngissima, inibia o crescimento de 

células do sarcoma 180 implantadas subcutanêamente  em camundongos, e que 

esta fração consistia principalmente de polissacarídeos. A -carragenina, uma 

galactana sulfatada isolada da alga vermelha Chondrus ocellatus, inibi o 

crescimento tumoral do sarcoma 180 e H22 em camundongos através da 

proliferação de linfócitos e células NK do baço (Zhou et al., 2004). 

O potencial antitumoral de polissacarídeos provavelmente minimiza as 

insatisfações provocadas pelo tratamento do câncer através da quimioterapia e 

radioterapia. Um grande número de compostos químicos que têm sido 

identificados como agentes específicos para matar células tumorais, tam

tóxicos para células não neoplásicas. Desta maneira, muitas dessas drogas 

antitumorais possuem consideráveis efeitos colaterais, com baixa viabilidade para 

o uso clínico. Diante desta circunstância, a descoberta e identificação de novas 

drogas seguras com atividade antitumoral tornou-se uma importante meta da 

pesquisa nas Ciências Biomédicas. O aumento ou a potencialização dos 
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mecanismos de defesa emergiram como uma possível forma de inibição do 

crescimento tumoral sem prejudicar o organismo (Ooi & Liu, 2000).  

No estudo realizado por Furue et al., em 1981, demonstrou-se que a 

lentinana, prolonga a sobrevida de pacientes com câncer, especialmente nos 

casos de carcinomas coloretal e gástrico. Pacientes tratados com tegafur ou com 

uma combinação deste com a lentinana mostraram um aumento da sobrevida, em 

19.5% mais de um ano, 10.4% mais de dois anos e 6.5% mais de três anos, dados 

estes significativamente maiores para o grupo tratado com o tegafur associado a 

lentinana. A lentinana em conjugação com os agentes quimioterápicos reduz 

excepcionalmente os efeitos de debilidade dos quimioterápicos, por exemplo 

náuseas, dor, queda de cabelo e imunodepressão (Daba & Ezeronye, 2003) 

Inúmeros polissacarídeos de origem natural têm demonstrado atividade 

depressora no crescimento tumoral por ativação do sistema imune, com largas 

aplicações clínicas. Alguns agentes, que são usados principalmente na 

modalidade terapêutica, têm sido referidos como modificadores da resposta 

 (Ballow & Nelson, 1997) e novas descobertas envolvendo suas 

identificações têm se tornado um importante alvo de pesquisa na biomedicina. Os 

modificadores da resposta biológica revelaram-se em estudos clínicos de fase I e 

II potentes ferramentas para auxiliar o tratamento da quimioterapia, bem como 

eficazes na prevenção do câncer. Alguns pesquisadores utilizam conjugados de 

mitomicina C com polissacarídeos antitumorais, tipo schizophyllana (Usui et al., 

1994) e PSK (Fujii et al., 1989) com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais 

tóxicos provocados pelos agentes anticâncer, bem como promover uma resposta 

adjuvante no tratamento do câncer. 

Uma importante característica da atividade imunomoduladora dos 

polissacarídeos é a sua relação estrutura-atividade. Fatores como peso molecular, 

composição e conformação ou estrutura terciária são relevantes para a 

bioatividade dos polissacarídeos. Em geral, os polissacarídeos que apresentam 

em sua estrutura uma conformação ligações do tipo â1 -3, 1-4 ou 1-6 na cadeia 

são potencialmente bioativos, assim o complexo de ligação da cadeia, a presença 

de estruturas aniônicas e o alto peso molecular dos polissacarídeos os tornam 



 8

imunoestimulantes (Cleary et al., 1999). As diferentes bioatividades dos 

polissacarídeos podem estar relacionadas com as diferentes afinidades pelo 

receptor ou na interação receptor-ligante da superfície celular (Mueller et al., 

2000). 

A imunopotencialização pode ser definida como um processo que ocorre 

por estimular a maturação, diferenciação ou proliferação das células envolvidas 

diretamente nos mecanismos de defesa. Extratos biológicos brutos, substâncias 

de plantas e animais de variados graus de purificação, citocinas, e 

imunoglubulinas com um alto perfil de purificação têm sido utilizados como 

agentes imunopotencializadores (Ríhova, 2002).

pode ocorrer tanto a nível celular quanto molecular através da liberação de 

citocinas e quimiocinas. As principais células efetoras do sistema imune que 

eliminam potencialmente células perigosas (infectadas e neoplásicas) são 

macrófagos ativados, células naturais killer, linfócitos T citotóxicos (CLT) e killers 

ativados por linfocinas (LAK) (Ríhova, 2002).  

A lentinana foi isolada e estudada pela primeira vez por Chihara et al., 

1970, que demonstraram o seu efeito antitumoral. Somente em 1992 e 1999, este 

mesmo grupo de pesquisadores determinou que o mecanismo antitumoral da 

lentinana contra vários tipos de cânceres está diretamente relacionado com o seu 

potencial imunoestimulatório (figura 1). A interação da lentinana com vários tipos 

celulares do complexo imune ocorre por ligação em receptores próprios para o â-

glucana (de natureza fungica), bem como nos receptores iC3b (CR3, CD11b/ 

CD18) presentes em células NK e fagociticas. Quando isto acontece, ocorre 

s a fagocitose e/ou liberação de grânulos citotóxicos. 

Dentre os seus mecanismos, a lentinana também estimula os linfócitos do sangue 

periférico, ativa células NK, inibe os linfócitos T supressores e aumenta os níveis 

de linfócitos T citotóxicos no baço (Ross et al., 1999), além de potencializar as 

respostas inflamatórias principalmente com produção de proteínas de fase aguda 

(Suga et al., 1986), vasodilatação (Maede et al., 1991) e ativação e proliferação de 

linfócitos T auxiliares e citotóxicos (Chihara, 1992).     
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Figura 1- Destruição de células cancerígenas por mecanismos do sistema imune 

mediados pela Lentinan (Chihara, 1992).  
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1.3. Algas marinhas como fonte de produtos bioativos  

 

As algas constituem um grupo heterogêneo historicamente denominado de 

vegetais inferiores pertencentes ao Reino Protista, diferindo dos vegetais 

superiores (Reino Plantae) pela relativa simplicidade de organização quando 

comparadas com outros grupos de plantas, especialmente com as vasculares 

(Raven et al., 1996). As algas podem se desenvolver como formas unicelulares, 

coloniais e filamentosas, não apresentando diferenciação em órgãos (Round, 

1973). A diversidade de formas é grande, abrangendo desde células 

microscópicas com poucos micrômetros de diâmetro (m

algas da Antártica (macroalgas) com vários metros de comprimento e peso de 

 

Dentre as três divisões das macroalgas, onde estão contidos os organismos 

multicelulares, estão as algas verdes (Chlorophyta), as algas vermelhas 

(Rhodophyta) e as algas pardas (Phaeophyta). De acordo com Bold (1998), as 

algas diferenciam-se entre si, pelos seus pigmentos, substâncias de reserva, 

componentes da parede celular, habitat e número, posição e comprimento dos 

flagelos. 

Antes de 1950, as propriedades medicinais das algas ficaram restritas ao 

uso da medicina popular e tradicional (Lincoln, 1991). Durante as décadas de 80 e 

90, compostos com atividades biológicas, bem como propriedades farmacológicas 

s marinhas, invertebrados e algas (Mayer & 

Lehmann, 2000). 

A utilização mundial de macroalgas atualmente gera à indústria bilhões de 

dólares. Muitas delas são baseadas no cultivo de espécies comestíveis ou na 

produção de agar, carragenina e alginato. De todos os produtos derivados de 

algas, os hidrocolóides sofreram a maior influência da sociedade moderna 

ocidental. Elas, portanto, têm atraído significativamente o comércio através do uso 

explorado pelas indústrias devido suas propriedades gelificante, solubilizante e 

emulsificante (Renn, 1997). Contudo, em anos recentes a indústria farmacêutica 
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tem investido em organismos marinhos, incluindo algas, visando o 

desenvolvimento de novas drogas a partir de produtos naturais (Smit, 2004). 

De acordo com Ireland et al. (1993), as algas foram responsáveis por cerca 

de 35% das novas descobertas químicas de origem marinha entre os anos de 

1977 a 1987, seguidas das esponjas e dos cnidários com 29% e 22% 

respectivamente. Inúmeros compostos foram isolados das algas marinhas, e 

alguns desses têm sido ilustrados como metabólitos com propriedades 

 

Estudos têm demonstrado que vários compostos algais possuem atividade 

antiviral. Alguns polissacarídeos sulfatados isolados da alga vermelha como 

Aghardhiella tenera (Witvrouw et al., 1994) e Nothogenia fastigiata (Damonte et 

al., 1994; Kolender et al., 1995) apresentaram atividade contra o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), o vírus da herpes simples (HSV) tipo 1 e 2, bem 

como o vírus sincicial respiratório (RSV). A carragenina (figura 2a), isolada da alga 

marinha vermelha Gigarina skottsbergii possui um potencial antiviral in vitro e 

Zeitlin et al., em 1997, demonstraram o seu efeito como microbicida vaginal, o qual 

bloqueou o HIV e outros vírus sexualmente transmissíveis in vitro. Portanto, a 

carragenina foi alvo de um estudo clínico de fase III envolvendo 600 mulheres não 

-negativas na África do Sul e Botswana em 2003 (Spieler, 2002). 

Destaca-se entre as inúmeras propriedades biológicas de compostos 

presentes nas algas marinhas, as atividades relacionadas com o crescimento 

celular. Kawakubo et al. (1997) demonstraram que lectinas isoladas da Eucheuma 

serra apresentaram capacidade mitogênica em linfócitos de camundongo, 

estimulando assim a mitose de células quiescentes. Barbier et al., em 2001, 

investigaram a atividade antiproliferativa da caulerpenina (figura 2b), um 

sesquiterpeno isolado da alga marinha tropical Caulerpa taxifolia anteriormente 

apresentando citotoxicidade para muitas linhagens celulares. A caulerpenina inibiu 

a proliferação de células de neuroblastoma humano in vitro (CI50= 10µM) através 

da inibição da polimerização de microtúbulos. O Kahalalida F (figura 2c) é um 

depsipeptídeo cíclico produzido pela alga verde Bryopsis sp. (e do molusco Elysia 

rufescens) que possui propriedades anticâncer (Hamann et al., 1996, Newman & 
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Cragg, 2004), interferindo no crescimento de tumores do intestino, cólon e próstata 

(Hongen et al., 2000; Sparidans et al., 2001). Este foi patenteado com possível 

uso para o tratamento de carcinoma de intestino humano (Scheuer et al., 2000), e 

foi também alvo de estudos de fase clínica II como possível uso na terapêutica do 

et al., 2002, Newman et al., 2003). O seu mecanismo 

de ação está relacionado com a membrana lissosomal e portanto difere de todos 

os compostos naturais anticâncer conhecidos atualmente. Contudo, também induz 

necrose celular in vivo com seletividade a alvos celulares tumorais in vitro 

(Hamann and Scheuer, 1993).  

Historicamente, extrato de algumas espécies de algas têm sido utilizados 

na indústria alimentícia em determinados países Asiáticos principalmente China, 

Coréa, e Japão. Certas algas têm um uso prolongado na tradicional medicina 

 para o tratamento de tumores malignos (Itoh et al., 

1995). Harada et al., em 2002, caracterizaram a atividade antitumoral in vitro e in 

vivo do ácido palmítico (figura 2d) isolado da alga vermelha Amphiroa zonata. 

Este, portanto, apresentou uma toxicidade seletiva e induziu apoptose em 

linhagens celulares leucêmicas, enquanto concomitantemente demonstrou baixa 

toxicidade para linhagens celulares normais utilizadas como controle neste estudo.  

Um estudo realizado durante o ano de 2002 de farmacologia pré-clinica 

com o deidrotirsiferol (figura 2e), um poliéster triterpenóide isolado da alga 

vermelha Laurencia viridis sp. nov. (Pec et al., 2002), não apresentou substrato 

para o mecanismo de grande relevância na resistência clinica de drogas 

rte de droga dependente da proteína 1 associada a 

screening, nos Estados Unidos, conduzido pelo Instituto Nacional 

do Câncer (NCI), demonstrou uma atividade citotóxica do Halomon, um 

monoterpeno pentahalogenado isolado da alga Portieria hornemannii, sendo 

selecionado para o desenvolvimento pré-clínico de drogas anticâncer (Carte, 

1996).   
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Figura 2- Alguns compostos isolados de algas marinhas com propriedades 

farmacológicas. A- Carragenina; B- Caulerpenina; C- Kahalalida F; D-Ácido palmítico; E-

Deidrotirsiferol.  
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1.4. - Sargassum vulgare C. Agardh 

 

A divisão Phaeophyta compreende os organismos chamados popularmente 

de algas pardas ou marrons. Esta coloração deve-se a grande quantidade de 

fucoxantinas, um carotenóide presente em seus cloroplastos, que mascara a 

clorofila, como também pela presença em alguns casos de taninos (polifenóis). 

Esta classe contem cerca de 256 gêneros e 1500-2000 espécies. A grande 

maioria das algas pardas é marinha e vivem fixas em substratos rochosos ao 

longo das zonas costeiras (Haven et. al., 1996).  

A maioria das espécies da ordem Fucales habita regiões de ambientes 

aquáticos temperados e frios, entretanto a ordem é bem representada por 

Sargassum. Este é freqüente 

nas águas rasas do sublitoral tropical e subtropical (Paula & Oliveira Filho, 1980). 

A alga marinha Sargassum vulgare C. Agardh (figura 3) é uma espécie muito 

abundante na costa Sudoeste do Brasil, presente em uma grande extensão da 

costa Brasileira e biomassa (Paula, 1988; Széchy & Paula, 2000).   

 

Tabela 1- Classificação da espécie Sargassum vulgare C. Agardh de acordo com a 

classificação de Wynne & Bold, 1978. 

 

                            
 

 

 

                 REINO                                                 Protista 

                 DIVISÃO                                          Phaeophyta 

                 ORDEM                                               Fucales 

 FAMÍLIA                                         Sargassaceae 

                GÊNERO                                            Sargassum 

               ESPÉCIE                               Sargassum vulgare C. Agardh 
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Figura 3- Fotografia da alga marinha Sargassum vulgare C. Agardh 
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1.5. Alginatos 

 

Os polissacarídeos produzidos pelas macroalgas marinhas formam a base 

de uma importante economia e expansão da industrial global. Seus principais 

produtos são o ágar, agarose, carragenina e alginato (Renn, 1997). 

   Alginato é um biopolímero natural, constituído por unidades de â-D-ácido 

manurônico (M) e á -L-ácido gulurônico unidos por ligação linear (1-4), arranjado 

em seqüências e proporções não regulares ao longo da cadeia (figura 4). A adição 

de íons de cálcio e outros cátions di e polivalentes nas soluções de alginatos 

et al., 1998). Na natureza, os alginatos são 

encontrados principalmente como parte estrutural das algas marinhas marrons 

podendo chegar a 40% do peso seco total, além de ser produzido pela bactéria 

oportunista Pseudomonas aeroginosa na forma de um exopolissacarídeo, um tipo 

de patógeno que coloniza pacientes com fibrose cistítica (May et al., 1991) e pode 

causar severa infecção em seres humanos. A biossíntese (figura 5) de alginatos 

ocorre através de várias reações enzimáticas, onde o papel enzimático da C-5 

epimerase na reação final da biossíntese é essencial, pois este age diretamente 

nas cadeias de ácido manurônico convertendo assim as unidades de ácido 

s de ácido gulurônico (G) (Haug & Larsen, 1971). 

Esses polissacarídeos têm numerosas aplicações na indústria alimentícia, 

farmacêutica, têxtil, de cosméticos, papel, borracha etc. Nas Ciências 

Farmacêuticas são usados como sistemas de liberação de drogas, sistemas de 

bioadesão, agentes emulsificantes e implantes (Fiona et al., 1997). Os alginatos 

não possuem nenhum valor nutricional, mas são bastante usados como aditivos 

para melhorar, modificar e estabilizar a textura de certos alimentos, como por 

exemplo, no preparo de sorvetes por impedirem a formação de cristais 

macroscópicos de gelo, o que dá ao produto uma característica cremosa (Moe et 

al., 1995).   

Polímeros naturais vêm sendo utilizados no encapsulamento de antígenos 

o o qual é bastante relevante para o 

desenvolvimento de vacinas (Singh & Hagan, 1998). Microesferas de alginatos 
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têm sido alvo de muitos estudos de imunização oral e nasal devido várias 

propriedades favoráveis, entre elas a capacidade de ligação com íons di ou 

trivalentes como o cálcio (McDowell, 1977) garantindo proteção ao antígeno em 

decorrência das condições desfavoráveis do ambiente. Possui, ainda, 

propriedades mucoadesivas (Junginger, 1991), o que pode aumentar o tempo de 

contato entre a microesfera de alginato e o epitélio de absorção (Bowersock et al., 

1994), baixo toxicidade e baixa imunogenicidade (Gombotz et al., 1998). 

Na área médica, os alginatos têm sido usados na imobilização das ilhotas 

de Langerhans para tratamento da diabete mellitus em ratos (Soon-Shiong et al., 

1994) e no tratamento de úlceras pépticas e esofagites (Daigo et al., 1981). 

Kimura e colaboradores, em 1996, demonstraram em animais experimentais que o 

alginato de sódio diminui os níveis de colesterol e glicose plasmática, em 

decorrência de alterações destes no sistema de absorção no estômago e intestino 

delgado. Foi também demonstrado que blocos poliméricos M (ácido Manurônico) e 

MG (ácidos Manurônicos e Gulurônicos) possuem a capacidade de estimular a 

 IL-1, IL-6 e TNF- ócitos 

ativados (Otterlei et al., 1991), bem como aumentarem a taxa de sobrevida de 

animais transplantados com Sarcoma 180 (Lizima-Mizui et al., 1985), efeito este 

que pode ser relacionado com as suas propriedades imunomodulatórias. 

Dois alginatos com diferentes viscosidades extraídos da alga marinha 

Sargassum vulgare C. Agardh, nomeados de alginato –V (menos viscoso) e 

alginato +V (mais viscoso) potencializaram a síntese de anticorpos totais, tanto 

pela via subcutânea como pela via oral em camundongos imunizados com a 

proteína ovalbumina. Neste trabalho foi sugerido que os alginatos V e +V podem 

vir a ser utilizados como adjuvantes para expressarem antígenos em vacinação 

animal e/ou humana. Além disso, os alginatos –V e +V exerceram efeitos pro-

inflamatório, recrutando neutrófilos e macrófagos através dos métodos 

experimentais bolsa de ar subcutânea e efeito inflamatório em cavidade peritoneal. 

Ambos os alginatos provocaram aumento do teor de proteínas, mas somente o 

alginato +V foi capaz de aumentar a permeabilidade vascular (Torres, 2003). 
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Figura 4- Representação química dos monômeros de alginato de acordo com Moe e 

colaboradores, 1995. (a)- conformação Haworth de M: â -D-manuronato e G: á-L-

guluronato; (b)- cadeias de alginato na conformação de cadeira; (c)- representação 

simbólica de uma cadeia de alginato M e G 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

    

 

 
 

 

 

 

 

Figura 5- Biossíntese de alginato (Moe et al., 1995). 
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Os polissacarídeos representam uma classe de moléculas de ocorrência 

natural de maior diversidade estrutural e, portanto, possuem uma grande 

capacidade de carrear informações biológicas. O uso de polissacarídeos de 

origem natural é uma cultura muito antiga empregada pela Tradicional Medicina 

Chinesa no tratamento adjuvante do câncer. Desta maneira, a investigação das 

propriedades anticâncer dos polissacarídeos de fonte natural tem despertado o 

interesse de muitos pesquisadores que buscam uma terapêutica de baixa 

toxicidade e seletiva para as diversas formas de neoplasias. Vários estudos têm 

demonstrado que uma das principais atividades farmacológicas dos 

s são seus efeitos imunomodulatórios e antitumorais. 

Os alginatos são polissacarídeos constitutivos das algas marinhas marrons 

que têm sido comercialmente explorados a mais de 40 anos. Devido sua grande 

aplicação nas áreas farmacêutica e biotecnológica, os

muitos estudos, a fim de elucidar suas propriedades físico-químicas, bem como 

compreender sua relação estrutura-atividade nos sistemas biológicos. Alguns 

estudos com alginatos isolados da alga marinha Sargassum vulgare têm 

demonstrado seus efeitos inflamatórios, adjuvante no processo de vacinação, no 

entanto, suas propriedades antitumorais ainda não foram elucidadas. Acredita-se 

que o ácido manurôrico possua importante atividade imunomoduladora, mas sua 

feito biológico ligado ao ácido gulurônico são assuntos 

que ainda permanecem desconhecidos. Desta forma, estudar as propriedades 

antitumorais desses polissacarídeos, bem como sua toxicidade poderá levar a 

uma maior compreensão dos seus efeitos farmacológicos.   
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2.Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Estudar a atividade antitumoral de dois alginatos com diferentes 

viscosidades extraídos da alga marinha marron Sargassum vulgare C. Agardh.  

 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

Avaliar a citotoxicidade dos alginatos nos modelos experimentais in vitro: 

atividade mitótica em ovos do ouriço-do-mar Lytechinus variegatus, atividade 

hemolítica em eritrócitos de camundongos, a citotoxidade em larvas de artemia 

salina e a viabilidade celular pelo MTT em 5 linhagens tumorais. 

 

Avaliar a inibição do crescimento tumoral de camundongos (Mus musculus) 

tratados com os alginatos –V e +V, e em associação ao quimioterápico 5-FU no 

modelo experimental do Sarcoma 180. 

 

Determinar a toxicidade hepática, renal e esplênica dos alginatos V e +V 

em relação ao peso, bem como através do estudo histopatológico. 

 

 Determinar a nefrotoxicidade dos alginatos –V e +V no modelo de perfusão 

renal. 

 

Determinar os parâmetros hematológicos e bioquímicos provocados pelos 

alginatos –V e +V e também em associação ao 5-FU em animais transplantados 

com o Sarcoma 180. 
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3. Material 

 
 

3.1 Algas marinhas 
 

As algas marinhas foram coletadas na Praia de Pacheco, localizada no 

Município de Caucaia-CE durante o mês de Agosto de 2003, no mesolitoral, em 

marés de sizígia (nível 0,0).  

 

3.2 Material Biológico 

 

3.2.1 Animais  

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus fêmeas (25 a 30 

g, 11 cm) e ratos albinos Wistar machos, adultos jovens pesando entre 250 a 350 

g, provindo do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará e mantidos em 

colônia fechada no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da mesma 

instituição. Os animais foram mantidos em condições adequadas de luz e 

temperatura, e alimentados com ração padrão e água ad. Libitum. 

 

3.2.2 Animais marinhos 

Foram utilizados ouriços-do-mar da espécie Lytechinus variegatus, o qual 

pertence ao Filo Echinodermata, classe Echinoide, subclasse Euechinoidea 

(Rupert & Barnes, 1996). Estes foram coletados na praia da Lagoinha- CE e 

mantidos em aquário no Laboratório de Ecotoxicologia do Laboratório de Ciências 

do Mar (LABOMAR).   

Foram utilizadas larvas de Artemia salina mantidas também no Laboratório 

de Ecotoxicologia. O gênero Artemia é classificado como pertencente ao Filo 

Artropoda, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda (Rupert &Barnes, 1996).  
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3.2.3 Células tumorais 

As linhagem tumorais HL-60, MCF-7, HCT-8, CEM e B-16 (tabela 2) foram 

doadas pelo Instituto Nacional do Câncer (NCI) dos Estados Unidos (Bethesda, 

MD, EUA) e mantidas no Laboratório de Oncologia Experimental da Faculdade de 

Medicina da Universidade Federal do Ceará.  

 

Tabela 2 - Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro 

 

Linhagem Tipo de neoplasia Origem 

CEM Leucemia linfocítica Humano 

HL-60 Leucemia promielocítica Humano 

HCT-8 Cólon Humano 

B16 Pele Murino 

MCF-7 Mama Humano 

 

3.3 Equipamentos 

 

Agitador de placa - MLW Modelo Thys 2 

Aquário marinho 

Centrífuga Centimicro FANEN Modelo 212 

Centrífuga Excelsa Baby I FANEN Modelo 206 

Centrífuga de placas Eppendorf Modelo Centrifuge 5403 

Espectrofotômetro de placas Packard Spectra Count 

Fluxo laminar VECO 

Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow 

Microscópico óptico Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab 

Microscópio óptico de inversão Nikon Diaphot 

Balança analítica - Gehaka 

Câmara de Neubauer-CLAY ADAMS 
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Estufa incubadora de CO2 –NUAIRE 

Microscópio Óptico Olympus CH-2- Olympus 

Bomba de perfusão – Watson 

Banho Maria – Fanem 

Bomba aquecedora com termostato – MGW Lauda 

 

3.4 Soluções e Reagentes 

Nome   Concentração Marca 

Água do mar filtrada   

Ácido Acético                             32 N REAGEN 

Ácido Clorídrico 0,1 N VETEC 

Azul de tripan 10%  10 mg de Azul de tripan 

PBS q.s.p. 100 mL de solução 
Sigma 

Formalina neutra 100mL de Formaldeído 37% 

4g de Fosfato de sódio monobásico 

6,5g de Fosfato de sódio dibásico 

H2O q.s.p. 900mL 

Vetec 

Labsynth 

Labsynth 

- 

KCl 0,5M 37,3g de Cloreto de potássio 

H2O q.s.p. 1L de solução 

Labsynth 

- 

Meio de cultura de 

células RPMI 1640 

Diluído em água deionizada e 

esterilizada, filtrado em filtro 

Millipore – 0,22mm – e 

complementado com 10% SBF, 1% 

de glutamina, 1% de antibióticos, 

1% de bicarbonato de sódio (0,75%) 

e 25nM de HEPES 

Cultilab 

MTT 20mg de MTT 

PBS q.s.p. 100mL de solução 

Sigma 

- 

Penicilina-estreptomicina Penicilina 10.000 U.I./mL Cultilab 
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Estreptomicina 10mg/mL Cultilab 

Pentobarbital sódico   - Cristália 

Manitol  -  Reagen 

5-Fluorouracil 250 mg/ 10mL ICN 

Farmacêutica 

Solução salina para 

hemólise 

NaCl 0,85% 

CaCl2 10mM 

 

Soro fetal bovino - Cultilab 

Heparina  - Roche 

Solução salina NaCl 0,015 M  

Dimetilsulfóxido (DMSO)  VETEC 

Formalina neutra 10% 100 mL de Formaldeído 37% 

4 g de Fosfato de sódio monobásico 

6,5 g Fosfato de sódio dibásico 

H2O q.s.p. 900 mL 

VETEC 

Labsynth 

Labsynth 

- 

Eosina 0,5% 0,5 g de Eosina 

80 mL de EtOH 

0,5 mL de Ácido acético 

20 mL de H2O 

Doles 

VETEC 

VETEC 

- 

Hematoxilina 0,1% 0,5 g de Hematoxilina 

10 mL de Glicerina 

25 g de Sulfato de alumínio 

0,1 g de Iodeto de potássio 

Doles 

Labsynth 

Labsynth 

Labsynth 

Ki-67 marcador imunohistoquímico 
nuclear. Diluição utilizada:1:60. Immunotec 

Anticorpo biotinilidado 
anti-imunoglobulina de 
camundongo 

1 µL de anticorpo anti-
imunoglobulina 

BSA 5% q.s.p. 100 µL de solução 

Sigma 

Dako 

Tampão fosfato (PBS) 8,766 g de Cloreto de sódio Labsynth 
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2,14 g de NaHPO4.7H2O  

0,276 g de NaHPO4.H20  

H20 q.s.p. 1 L de solução (pH = 7,2) 

Labsynth 

Labsynth 

- 

Tampão Tris (TBS) 10X 

Cloreto de sódio 1,5 M 

Tris 0,5 M (pH= 7,6) 

Labsynth 

Proquímios 

Tripsina 0,25% 50 mL de Tripsina 2,5% 

0,125 g de EDTA 

500 mL de PBS 

Cultilab 

Proquímios 

- 

Solução Ringer com 
lactato 500 mL  

Solução perfusora de 

Krebs-Henseleit 

modificada 

138g de NaCl 

7,0g de KCl 

3,2g de NaH2PO4.H2O 

5,8g de MgSO4 

10,0g de Uréia 

4,2g de NaHCO3 

0,74g de CaCl2.2H2O 

2,0g de Glicose 

50mg de Penicilina 

6g de Albumina bovina 

0,15g de Inulina 

H2O bidestilada q.s.p. 2L de solução 

Synth 

Merck 

Synth 

Reagen 

Reagen 

Synth 

Reagen 

Squibb 

Squibb 

Sigma 

Sigma 
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4. Métodos 

 
 

4.1 Armazenamento das algas marinhas 
 

Após a coleta, as algas foram limpas com retirada de eventuais organismos 

epífitantes, restos de animais marinhos, areia e em seguida submetidas à lavagem 

com água destilada e armazenamento em sacos plásticos à temperatura de -20�C 

até a sua utilização no processo de extração e purificação dos alginatos. 

 

 
4.2 Identificação das espécies 

 
Para identificação das espécies de macroalgas coletadas, foram utilizadas 

chaves de descrições oriundas da lista de classificação de Wynne & Bold (1978). 

 

 

4.3 Extração e purificação dos alginatos 

 

As algas marinhas da espécie Sargassum vulgare C. Agardh foram 

submetidas a um processamento de extração e purificação de alginatos (figura 6) 

de acordo com o método de Calumpong et al. (1999) com algumas modificações. 

Primeiramente, 300 g de algas secas à 60°C na estufa foram homogeneizadas até  

o estado de pó, fixadas em formaldeído 2% por 24 horas, em seguida lavadas com 

água destilada e imersas em solução de HCl 0,2 N por 24 horas. Novamente, as 

algas foram lavadas com água destilada e adicionada uma solução de carbonato 

ntão separadas igualmente em duas amostras e 

submetidas à extração na temperatura de 60°C utilizando -se banho-maria com 

agitação constante. As amostras foram filtradas e coletadas nos tempos de 1 e 5 

horas após o inicio da extração, centrifugadas por 30 mi
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equivalente a 6000 rpm. Os precipitados foram descartados e os sobrenadantes 

foram utilizados como extratos brutos. Os extratos de alginatos brutos foram 

submetidos à purificação, sendo estes dissolvidos em água destilada, precipi tados 

com etanol (200 mL para 100 mL de extrato), lavados com acetona e secos com 

ar quente. Em seguida as amostras de alginatos purificados foram pesadas para 

determinação do rendimento total.   

 

4.3.1 Caracterização físico-química 

 

Após purificação, os alginatos foram caracterizados no Departamento de 

Química Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. A tabela abaixo exibe as 

-químicas apresentadas de acordo com o trabalho de Torres 

(2003). 

     

Tabela 3 – Características físico-químicas dos alginatos –V e +V extraídos de 

Sargassum vulgare. 

 

 
Alginato extraído à 1h  

(-V) 

Alginato extraído à 5h  

(+V) 

Viscosidade intrínseca 5,4 g/dL 9,1 g/dL 
HRMN Fmm= 0,6 ; Fggg= 0,4 Fmm= 0,67 ; Fggg= 0,2 

Peso molecular 19,3 x 104 g/mol 24,8 x 104 g/mol 

Cinzas 2% 1% 

Umidade 14% 16% 

Teor de proteínas 1,0% 1,3% 

Hidrogênio 5,15 4,49 

Carbono 27,667 28,090 

Nitrogênio 0,17799 0,16377 

 

Microanálise   

de íons (%) 

 Enxofre 0 0 
HRMN: ressonância magnética nuclear de hidrogênio; Fmm e Fggg: fração de ácido 

manuronico e ácido guluronico, respectivamente;  
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Figura 6- Roteiro de extração e purificação dos alginatos. 
 

 

Banho-maria à 60°C por 1 e 5h. 

Extrato bruto (sobrenadante) 

Alginato Bruto  

Purificação dos alginatos  

Repetir 1x 
para 

purificação 

Trituração no liquidificador 

Imersão por 24h. em formol 2% 

Lavagem com água destilada  

Adição de HCl 0,2N por 24h. 

Lavagem com água destilada 

Imersão em NaCO3 2% e liquidificação 
por 5 min. 

 

Filtração em meia nylon 

Centrifugação a 6.000 rpm por 30 min. à 4°C

Precipitado descartado 

Precipitação com etanol 

Lavagem com acetona 

Secagem com ar quente 

Dissolução do alginato em água 

destilada e agitação por 10 min. 

Algas secas a 60°c por 24 horas 
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4.4 Estudo da citotoxicidade dos alginatos –V e +V in vitro 

 

4.4.1 Avaliação da atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro.  

 

Os alginatos –V e +V foram testados em diferentes linhagens celulares 

(tabela 2) para avaliação da citotoxicidade e verificação da seletividade em 

diferentes células tumorais (Mosmann, 1983). O método consiste numa análise 

 baseada na conversão do sal 3-(4.5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-

brometo de tetrazolium (MTT) de cor amarela para o composto azul formazam, 

pela atividade da enzima mitocondrial succinil-desidrogenase das células viáveis. 

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plásticos para cultura 

(25cm2, volume de 50mL para células aderidas e 75cm3, volume de 250mL para 

células em suspensão); utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado 

com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos (penicilina/estreptomicina). As 

células foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO2. As 

células em suspensão ou monocamadas foram distribuídas em placas de 96 
6 células/mL, para células suspensas, 0,7x105 

células/mL para HCT8 e 0,6x105 células/mL para B-16. Os alginatos –V e +V 

foram incubados por 72 horas com a suspensão de células na concentração de 25 

a 200 µg/mL. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Após o período 

de incubação, as placas foram centrifugadas (1500rpm/15min) e o sobrenadante 

foi descartado. Cada poço recebeu 200µL da solução de MTT (0,5 mg/mL em 

meio RPMI 1640), e as placas reincubadas por 3 horas em estufa a 37ºC e 

atmosfera de 5% de CO2. Após este período, as placas foram novamente 

centrifugadas (3000rpm/10min), com descarte do sobrenadante e ressuspensão 

do precipitado em 150µL de DMSO. A quantificação de células viáveis foi 

realizada pela leitura da absorbância no comprimento de onda 550nm em um 

espectrofotômetro de placa. Esta técnica permite analisar a viabilidade e o estado 

metabólico das células, sendo assim, uma ferramenta útil na avaliação da 

citotoxicidade. 
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4.4.2 Avaliação do potencial antimitótico sobre o desenvolvimento do ouriço-do-

mar Lytechinus variegatus.  

 

A espécie Lytechinus variegatus foi escolhida para avaliação do potencial 

antimitótico pela fácil manutenção em laboratório, além de apresentar-se fértil todo 

o ano e possuir ovos não muito pigmentados, proporcionando a visualização dos 

de fecundação como as várias fases do 

desenvolvimento embrionário podem ser facilmente visualizadas à microscopia 

óptica. Os exemplares foram coletados na praia da Lagoinha, litoral cearense e 

mantidos em aquário marinho no laboratório de Ecotoxicologia do Labomar 

(Instituto de Ciências do Mar). O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia 

descrita em 2002 por Costa-Lotufo et al. 

A eliminação dos gametas foi induzida pela injeção de até 3mL de KCl 0,5M 

na cavidade celômica (perivisceral) dos animais. 

pela coloração alaranjada e os espermatozóides, pela coloração esbranquiçada. 

Após a eliminação dos gametas, os óvulos foram lavados três vezes em uma 

proveta com água do mar filtrada para a remoção da camada gelatinosa que 

envolve o óvulo. Os espermatozóides coletados foram mantidos a baixa 

temperatura, 4°C, até o momento do uso. Por sua vez, os óvulos foram 

ressuspendidos em 50mL de água do mar filtrada. A fecundação foi realizada pela 

adição de 1mL da suspensão de espermatozó

em 2,45mL de água do mar filtrada) à suspensão de óvulos (50mL). Após cerca de 

dois minutos, a fecundação foi confirmada pela visualização da membrana de 

fecundação (figura 7b) no microscópio óptico. O plaqueamento foi realizado pela 

adição de 1mL da solução de ovos em placas com 24 poços, contendo os 

alginatos –V e +V em concentrações de 100 a 1000 µg/mL . Em seguida, os ovos 

foram incubados num volume final de 2mL e mantidos à temperatura ambiente (26 

± 2ºC) sob agitação constante. Alíquotas de 0,2mL foram fixadas em 0,2mL de 

formalina 10%, em intervalos correspondentes às fases de primeira (Figura 7c) e 

terceira (figura 7e) divisões e blástula (figura 7f), bem como a fase de larva com 24 
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horas (figura 8) Cem embriões de cada amostra foram contados, ao microscópio 

óptico, para obtenção da porcentagem de inibição.  

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 7 – Fotomicrografias da embriogênese do ovo de ouriço-do-mar Lytechinus 

variegatus. A: óvulo não fecundado; B: ovo fecundado com a membrana de fe

C: estágio de 2 células; D: estágio de 4 células; E: estágio de 8 células e F: estágio de 

 

                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8– Fotomicrografias da larva Pluteus do ouriço-do-mar Lytechinus variegatus. 
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4.4.3 Avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos de camundongos Mus 

musculus Swiss.  

 

A avaliação da atividade hemolítica pode informar um possível mecanismo de 

ação relacionado com a lise da membrana plasmática. O teste utiliza eritrócitos de 

camundongos, os quais apresentam grande semelhança com os eritrócitos 

humanos, principalmente em sensibilidade (Costa-Lotufo et al., 2002). 

O sangue de camundongos Mus musculus Swiss foi coletado pela via orbital 

e diluído em 30 volumes de solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10mM). Os 

eritrócitos foram lavados duas vezes em solução salina por centrifugação 

(5000rpm/3min) para redução da contaminação plasmática e foram ressuspensos 

em solução salina para obtenção de uma suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. O 

ensaio foi realizado em placas com 96 poços. Cada poço da 1ª  fileira recebeu 

100µL da solução salina. Na 2ª , os poços receberam 50µL da solução salina e 

50µL do veículo de diluição da substância teste, neste caso, água destilada. Aos 

poços da 3ª  fileira, foram adicionados 100µL de solução salina e 100µL da 

substância teste em solução. Da 4ª  fileira em diante, os poços receberam 100µL 

da solução salina, exceto a última fileira, que recebeu 80µL de solução salina e 

20µL de Triton X-100 1% (controle positivo). As diluições foram feitas do 3ª  ao 11ª  

-se 100µL da solução do poço anterior e transferindo para o 

seguinte, de modo que as concentrações foram sempre diluídas à metade e que 

variaram de 0,78 a 200 µg/mL. Em seguida, 100µL da suspensão de eritrócitos 

foram acrescidos a todos os poços. Após incubação por 1h sob agitação constante 

à temperatura ambiente (26 ± 2ºC) e centrifugação a 5000rpm por 3min, o 

sobrenadante foi transferido para uma outra placa e a hemoglobina liberada foi 

medida pela leitura da absorbância a 540nm. 
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4.4.4 Determinação da toxicidade aguda em larvas de Artemia salina 

 

Artemia salina é um pequeno crustáceo que tem sido bastante utilizado em 

muitos estudos fisiológicos. O ensaio da letalidade em larvas Artemia salina é 

considerado uma das mais importantes ferramentas para os estudos preliminares 

de avaliação da toxicidade de uma substância. A Artemia salina possui o 

desenvolvimento indireto, com capacidade de encistamento. Os náupilos (larvas) 

são facilmente obtidos através da hidratação dos c

simples que permite a avaliação da toxicidade aguda de extratos brutos, frações 

ou substâncias puras provenientes de produtos naturais. 

Os cistos de Artemia salina foram mantidos por 24h em um béquer com água 

do mar filtrada, sob aeração suave e iluminação intensa, até a eclosão dos 

. Estas larvas foram separadas em um segundo béquer e mantidas ali 

por mais 24h para atingirem o estágio de náupilo II. O plaqueamento foi realizado 

pela adição de 10 náupilos em placas com 24 poços, contendo os alginatos V e 

+V em concentrações que variaram de 0,01 a 1 mg/mL, em triplicata. Como 

controle negativo, foi utilizada água do mar filtrada duas vezes. As placas foram 

incubadas à temperatura ambiente, por 24h. Depois foram contados os 

vivos e mortos correspondentes a cada poço. 

 

4.4.5 Análise estatística 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro-padrão da média 

de n experimentos.  
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4.5 Estudo in vivo da atividade antitumoral dos alginatos –V e +V no 

modelo experimental do Sarcoma 180 

 

4.5.1 Cultura do tumor Sarcoma 180 

 

As células do Sarcoma 180, provenientes do Laboratório de Oncologia 

Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará, foram 

mantidas em cultura na cavidade peritoneal de camundongos Mus musculus 

Swiss sob a forma ascítica. A manutenção das células tumorais é realizada por 

transferência destas de camundongos infectados para camundongos sadios. No 

-se o animal por deslocamento cervical e em seguida é feito 

assepsia da região abdominal com álcool iodato para a coleta do líquido ascítico 

da cavidade peritoneal. Retirou-se cerca de 1,5 mL do líquido ascítico, em seguida 

foi adicionado 15 mL da solução de Ringer com lactato e 300 ì L de gentamicina. 

Desta solução preparada, retirou-se uma alíquota e adicionou-se o corante azul de 

tripan (na proporção de 1:1) para determinar o número de células tumorais viáveis 

utilizando câmara de Neubauer e microscópio óptico.  

 

4.5.2 Avaliação dos alginatos –V e +V na inibição do crescimento tumoral. 

 

Para implantação do tumor sólido, 0,5 mL da solução preparada contendo 

células do tumor Sarcoma 180 foi injetado via subcutânea na axila esquerda de 

cada camundongo. Os animais foram inoculados com 5 X 105 células, em seguida 

foram divididos aleatoriamente em grupos (n=10) e tratados após 24 horas com 

d –V e +V), salina e 5-FU por 7 dias consecutivos. 

Avaliou-se a inibição do crescimento tumoral dos alginatos por ambas as vias de 

administração oral e intraperitoneal nas concentrações de 50 e 100 mg/m2, 

enquanto a salina e o 5-FU utilizados como controle negativo e positivo 

respectivamente, foram administrados por via intraperitoneal, sendo 25 mg/m2 a 

concentração usada para o 5-FU. A salina fisiológica estéril foi utilizada tanto 

como controle negativo quanto como veículo para os alginatos –V e +V. Os 
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animais foram sacrificados por deslocamento cervical no décimo dia após a 

-se para pesagem o tumor e os órgãos: baço, 

 

O tratamento das substâncias testadas foi realizado de acordo com o 

cálculo da superfície corporal:  

 

Superfície (m2) =  0,008416 �P(Kg) x h(cm) 

 onde: 

P = peso do animal 

h = cumprimento do animal da cabeça ao início da cauda 

 

O percentual de inibição do crescimento tumoral foi feito de acordo com a 

 

                         % de inibição= [A – B/ A] x 100  

onde;  

A: é a média dos pesos dos tumores do grupo controle; 

           B: é a média dos pesos dos tumores do grupo tratado. 

 

4.5.3 Avaliação dos alginatos –V e +V associados ao 5-fluorouracil na inibição do 

crescimento tumoral. 

 

Para avaliar o potencial antitumoral dos alginatos – V e +V associado ao 

quimioterápico 5-FU, utilizou-se as concentrações de 25 e 15 mg/m2, 

respectivamente. Os animais foram divididos em 6 grupos (n= 10) os quais 

receberam 200 µL por via oral somente dos alginatos –V e +V, ambos dissolvidos 

em salina estéril 0,015 M e também  associados a 200µL do 5-FU administrado 

por via intraperitoneal. A salina e o 5-FU foram utilizados como controle negativo e 

positivo, respectivamente. O procedimento experimental foi realizado de acordo 

com o descrito anteriormente e antes do sacrifício no décimo dia, os animais foram 

levemente anestesiados com éter sulfúrico e amostras de sangue foram coletadas 
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via plexo orbital com microcapilar de vidro para realização das dosagens 

bioquímicas, bem como a contagem de leucócitos totais e diferenciais. 

  

 

4.5.4 Análise histológica 

 

Ao final de cada experimento foram retirados os órgãos: baço, fígado, rins, 

além do tumor e armazenados em formaldeído 10% para posterior exame 

histológico. Os materiais foram cortados em pequenos fragmentos e submetidos à 

desidratação e diafanização, e em seguida cortados, numa espessura de 5µm. 

Foram realizadas colorações de hematoxilina-eosina (HE) e as lâminas analisadas 

m microscópio óptico. 

As lâminas usadas em nosso estudo foram confeccionadas pelo 

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceará.   

 

4.5.5 Avaliação da proliferação tumoral por imunohistoquímica com KI-67. 

          

      Foram confeccionadas lâminas referentes ao tecido tumoral dos animais para 

análise da proliferação celular por imunohistoquímica com o marcador nuclear, KI-

67. Foram analisados os grupos de animais submetidos aos tratamentos com os 

alginatos –V e +V na concentração de 100 mg/m2 por ambas as vias de 

administração, i.p e v.o, 5-FU na concentração de 25, os alginatos V e +V na 

concentração de 25 mg/m2 (administrado por via oral) e estes associados ao 5-FU 

na concentração de 15 mg/m2 (administrado por via i.p) e salina. 

As lâminas foram colocadas dentro de jarras plásticas de Colpe (furadas 

no fundo), estas permaneceram dentro de um béquer contendo tampão citrato em 

pH 6,0 de forma a cobrir toda a extensão das lâminas. O Béquer foi levado ao 

microondas em potência máxima, o qual permaneceu por 10 minutos após atingir 

-se o béquer e este ficou durante 20 minutos em 

temperatura ambiente. O tampão citrato foi descartado e as lâminas foram lavadas 

com TBS cuidadosamente para não remover os cortes histológicos. 
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Em seguida, acrescentou-se peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% em 

metanol por 10 minutos com a finalidade de bloquear a peroxidase endógena, 

enzima esta que pode interferir no experimento. As lâminas foram novamente 

lavadas com TBS, enxugadas e retirado o excesso de parafina oriunda do 

processo de fixação. O material presente nas lâminas foi circundado com caneta 

hidrofóbica e a esta região adicionou-se TBS. Posteriormente, o TBS foi aspirado 

e as lâminas foram incubadas em câmara úmida com soro normal de coelho – 

BSA (1:5) por 20 minutos (70µL de soro/lâmina). O BSA foi aspirado e o material 

foi incubado novamente em câmara úmida com anticorpo primário (1:5), sendo 

mantido em overnight (16-24 horas) em refrigerador (± 8ºC). 

No dia seguinte, o material foi retirado da geladeira e permaneceu por 

15 minutos em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo primário foi 

removido por lavagem com TBS por 5 minutos e após ser retirado, as lâminas com 

o material foi em seguida incubado com o anticorpo secundário (coelho anti-

mouse biotinilado) por 30 minutos. Após este período, as lâminas foram lavadas 

com TRIS, adicionado Estreptavidina e 30 minutos depois o material foi lavado 

com TBS (5 minutos) em borel vertical com ranhura. 

Foi adicionado o fotoreagente (DAB) por 3 minutos (ou até os fragmentos 

adquirirem coloração mais escura). Retirou-se então o DAB e corou-se o material 

em hematoxilina na concentração de 1:1, o qual foi secado a temperatura 

ambiente. Posteriormente, as lâminas foram lavadas 3 vezes em etanol absoluto 

100% e em xilol 100% para desidratação e montadas com Bálsamo do Canadá 

 

 

4.5.6 Determinação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos. 

 

Os parâmetros hematológicos e bioquímicos foram avaliados nos grupos de 

animais (n=8) transplantados com o tumor Sarcoma 180, tratados com os 

alginatos –V e +V na concentração de 25 mg/m2 por via oral, e com os alginatos 
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associados ao 5-FU na concentração de 15 mg/m2 e salina. Utilizou-se como 

controle animais saudáveis e sem tumor. 

 As alíquotas de sangue destinadas à determinação dos parâmetros 

bioquímicos foram coletadas em tubos com gel separador e centrifugadas (3000 

rpm/10 minutos) para separação do soro para avaliação da função renal e 

hepática. Para realização da contagem de leucócitos tota

adicionados a 380 µL de corante de Turck e realizada imediatamente a contagem 

em câmara de Neubauer e microscópio óptico. Para determinação dos leucócitos 

diferenciais, foram feitas lâminas com esfregaço do sangue de cada amostra e 

submetidos à contagem em microscópio óptico.      

 Foi avaliada a função renal dos animais normais e implantados com o 

tumor Sarcoma 180, os quais foram tratados com os alginatos –V e +V (25 

mg/m2), 5-FU (15 mg/m2), os alginatos –V e +V associados ao 5-FU nas mesmas 

concentrações utilizadas e salina fisiológica.  A função renal foi avaliada pelos 

parâmetros séricos de dois marcadores clássicos da integridade renal: uréia e 

creatinina. Para tanto se utilizou kits da LABTEST® sistemas para diagnóstico, 

seguindo-se a metodologia descrita por este fabricante.  

 Para investigação de dano no hepatócito foi determinada, no soro dos 

animais, a atividade da aspartato amino transaminase (AST), enzima de elevada 

atividade no hepatócito, portanto importante como marcador de dano neste órgão. 

Com esta finalidade, foram utilizados kits com sistemas para determinação de 

atividade enzimática in vitro, seguindo a metodologia descrita pelo fabricante 

LABTEST® sistemas para diagnóstico.  

 

4.5.7 Análise estatística 

Os efeitos dos alginatos –V e +V no crescimento tumoral in vivo e nos 

parâmetros hematológicos e bioquímicos foram avaliados utilizando o programa 

Prism versão 4.0 (GraphPad Software). Os dados foram analisados a partir da 

média e do erro padrão da média. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise 
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de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, com valores 

significantes,* p<0,001; ** p<0,05 e ***p<0,01. 

 

4.6 Estudo da nefrotoxicidade dos alginatos –V e +V  

 

4.6.1 A solução perfusora e seu preparo. 

A solução empregada nas experiências foi a de Krebs-Henseleit 

modificada, associada com albumina bovina 6g%. Essa adição à solução foi 

desenvolvida para manter as funções renais sem alteraç

experimento. 

A solução de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes, 

continha NaCl (138g),  KCl (7,0g), NaH2PO4 . H2O (3,2g), MgSO4. 7H2O (5,8g), e 

Uréia (l0g). No tempo de 48 horas antes do experimento, foram separados 100 mL 

desta solução e acrescentados NaHCO3 (4,2g), CaCl2 . 2H2O (0,74g), glicose 

(2,0g), e penicilina G Potássica Cristalina (0,050g). Em seguida, o volume foi 

completado para 2000mL com água bidestilada. Foram retirados 300 mL desta 

última solução, na qual foi adicionada albumina bovina (6g%). Em seguida foi 

realizado a diálise desta solução com albumina, auxiliada por um 

homogeneizador. Esta diálise tem como objetivo retirar substâncias contaminantes 

como piruvato, citrato e lactato (Hanson & Ballard, 1968; Cohen et al., 1977; 

Schurek et al., 1970; Ross, 1978). Em 1700mL restantes foram usados como 

solução para a diálise, a qual foi trocada com 24 horas. No final, após 48 horas de 

diálise, foi acrescentado 0,15g de inulina. O pH da solução perfusora foi mantido 

entre os valores de 7,3 e 7,4. 

 

4.6.2 Perfusão renal  

O sistema de perfusão renal usado foi desenvolvido por Bowman e Maack 

(1974) e Ross (1978) e modificado por Fonteles & Jeske (1980) através da 

adaptação do pulmão artificial do tipo silástico, baseado no modelo de Hamilton et 

al., (1974) (figura 9). 
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Figura 9- Sistema de perfusão de rim isolado 

 

O sistema de perfusão de rim isolado consiste dos seguintes componentes 

(figura 10): 

 

Condensador - reservatório de aquecimento da solução perfusora. 

Coletor de urina - frasco que recebe a urina do rim. 

Seringa coletora de perfusato - coletor da solução de perfusão no 

sistema. 

Bomba de perfusão (Watson) – bomba peristáltica para a manutenção do 

fluxo de perfusão renal. 

Filtro de milipore (8ì m) – promove a filtração constante da solução 

perfusora. 

Banho Maria (Fanem - modelo 100) – aquece e mantém o pulmão artificial 

a 37 �C. 

Fluxômetro – mede o fluxo de perfusão durante o experimento. 

Manômetro de mercúrio – mede a pressão de perfusão. 

Catabolhas – câmara que retira as bolhas formadoras no sistema, evitando 

embolia gasosa do órgão. 
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Oxigenador ou pulmão artificial - promove as trocas gasosas (95% O2/5% 

CO2). 

Bomba aquecedora com termostato – mantém o sistema de perfusão a 

37 �C. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Representação esquemática do sistema de perfusão de rim isolado 

 

4.6.3 Calibração do sistema de perfusão renal 

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e água 

destilada aquecida, montado e então calibrado. 

Fluxômetro  

Seringa 

Oxigenador 

Catabolhas Manômetro 

Cânula 
arterial 

Coletor 
de urina Aquecedor 

O2/CO2 

FiltroBomba 

Aquecedor 
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A calibração foi sempre feita com o sistema em funcionamento na 

presença de solução salina a 0,9%, aquecida entre as temperaturas de 36 - 37°C. 

A cada unidade da bomba de perfusão (l, 2, 3, 4 e 5), foi coletado a salina por l 

minuto em proveta milimetrada (fluxo na ponta da cânula), e anotado a medida do 

fluxômetro e a pressão de perfusão, através do manômetro de mercúrio ligado ao 

sistema. Para melhor adaptação do sistema às unidades da bomba, foram 

estabelecidos 3 minutos de intervalo entre cada coleta. 

A calibração foi feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusão em 

face da resistência da própria cânula. Para tanto, os resultados de calibração 

obtidos nos grupos tratados foram compilados em curvas, onde foram plotadas a 

velocidade da bomba nos eixos das abscissas (X) contra a pressão de perfusão, o 

valor obtido no fluxômetro e volume de salina coletado (fluxo) no eixo das 

ordenadas (Y) (Figura 11).  

 

 

        

 

Figura 11 – Calibração do sistema. A- Velocidade da bomba X Pressão de perfusão.  
B - Velocidade da bomba X Fluxômetro. 

 

4.6.4 Técnica cirúrgica 

Os ratos foram mantidos em jejum nas 24 horas que antecediam os 

experimentos, com água ad libitum. Estes foram anestesiados por via 

intraperitoneal com pentobarbital sódico na dose de 50 mg/Kg de peso corporal. 

Em seguida, a veia femural esquerda foi isolada e 3 mL de manitol a 20% foram 
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administrados. Foi feita assepsia da parede abdominal e iniciada a cirurgia com 

uma incisão mediana e duas incisões perpendiculares à linha alba. A cavidade 

abdominal foi exposta e as vísceras abdominais afastadas para o lado esquerdo e 

�C. Após esse 

procedimento, o ureter direito foi isolado e dissecado, sendo em seguida canulado 

com tubo de polietileno (PE 50), a uma distância aproximadamente de 3 cm do 

pedúnculo renal. O rim foi descapsulado e dissecado, a suprarenal foi isolada e 

seccionada. A artéria renal direita e a artéria mesentérica superior foram 

identificadas e isoladas. O rim foi isolado com pinças hemostáticas e a artéria 

renal canulada através da artéria mesentérica superior (Weiss, 1959; Nishiitsutsuj-

uwo et al., 1967). Logo após, o rim foi retirado juntamente com o ureter e fixado à 

cânula perfusora do sistema, sem interrupção do fluxo vascular (figura 12) 

Figura 12 – Técnica cirúrgica. A= veia femural; B= ureter canulado; C= art
mesentérica; D= cânula arterial. 

 

4.6.5 Protocolo experimental 
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Os experimentos foram iniciados após a estabilização e adaptação do 

órgão às novas condições. Os 30 minutos iniciais foram utilizados como controle 

interno. A cada 5 minutos foram registrados a pressão de perfusão e o fluxo de 

perfusão em manômetro e fluxômetro, respectivamente, em um período total de 

120 minutos. As amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada 10 

minutos, e em seguida foram armazenadas a temperatura de -20 �C para 

dosagem de sódio, potássio, cloro, inulina e osmolaridade, importantes na 

 

Os rins foram perfundidos com a solução de Krebs-Henseleit contendo 6g% 

de albumina, sendo adicionado os alginatos –V e +V (10 µg/mL) aos 30 minutos 

de perfusão (n=6).  

 

4.6.6 Análise bioquímica 

Em amostras de urina e perfusato foram feitas dosagens de sódio, potássio 

pelo método de fotometria de chama (Flame photometer- modelo 443 IL). As 

dosagens de cloro foram realizadas seguindo o método descrito pelo kit do 

fabricante Labtest. A inulina do perfusato e urina foram determinadas por hidrólise 

direta, conforme Walson et al. (1955) e Fonteles et al. (1983), com modificações 

que reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade 

das amostras de urina e perfusato foram medidas utilizando um osmômetro (Vapor 

pressure osmometer- modelo 5100c WESCOR). Todos os testes bioquímicos 

foram realizados na Unidade de Pesquisas Clínicas da Universidade Federal do 

Ceará. 

 

4.6.7 Cálculo dos parâmetros renais 

As fórmulas abaixo foram utilizadas para determinação dos parâmetros de 

-Maldonado et al., 1978; Fonteles & Jeske, 1980). 

 

FU (mL.g-1. min-1) = Fluxo Urinário 

    FU = Peso do volume urinário / Peso do rim esquerdo. 10 

*Admitiu-se que a urina possui a mesma densidade da água. 
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PP = Pressão de perfusão (mmHg) = Análise direta em manômetro 

 

RVR (mmHg / mL.g-1. min-1) = Resistência vascular renal 

 

RFG ((mL.g-1. min-1) = Ritmo de filtração glomerular 

    RFG = DOUin / DOPin. FU 

    DOUin = Densidade ótica da inulina na urina 

    DOPin = Densidade ótica da inulina no perfusato 

 

FNa+ (µEq. g-1. min-1) = Sódio filtrado 

    FNa+  = RFG. PNa+ 

      PNa+ = Concentração de sódio no perfusato 

 

ENa+ (µEq. g-1. min-1) = Sódio excretado 

    ENa+  = FU. UNa+ 

      UNa+ = Concentração de sódio na urina 

 

TNa+ (µEq. g-1. min-1) = Sódio transportado 

    TNa+  = FNa+ - ENa+ 

       

%TNa+ = Percentual de sódio transportado 

     %TNa+ = TNa+. 100 /FNa+ 

 

Cosm (mL.g-1. min-1) = Clearance osmótico 

    Cosm = (Uosm/Posm). FU 

    Uosm = Osmolaridade urinária 

   Posm = Osmolaridade do perfusato 

 

CH2O (mL.g-1. min-1) = Clearance de água livre 

      CH2O = FU- Cosm 
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dTNa+ (mL.g-1. min-1) = Transporte distal de sódio 

       dTNa+ = C H2O . PNa+ 

 

AdNa+ (µEq. g-1. min-1) = Aporte distal de sódio 

       Ad = dTNa+ + ENa+ 

 

pTNa+  (µEq. g-1. min-1) = Transporte proximal de sódio 

      pTNa+  = FNa+. AdNa+ * 

* Aporte distal de sódio 

 

%pTNa+ = Percentual de transporte proximal de sódio 

     %pTNa+ = pTNa+. 100 /FNa+ 

 

Todos os cálculos realizados para determinar os parâmetros de sódio, 

acima citados, foram repetidos para o cloro e potássio. 

 

4.6.8. Análise estatística 
 

Foi utilizado o programa Sigmastat para análise estatística dos dados. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância ANOVA (teste t de Bonferroni) 

e teste t Student pareado, com significância de * p <0,05. A análise permitiu a 

avaliação da ocorrência de alterações funcionais renais durante o período de 

o. Os dados desse trabalho foram expressos em média(x) ± E.P.M.  

Todas as tabelas e gráficos que avaliaram os parâmetros renais foram 

estudados de acordo com a variável tempo, e os dados compilados em intervalos 

de 30 minutos. 
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5.Resultados 

 
 
 
 
5.1 Estudo da citotoxicidade dos alginatos –V e +V in vitro. 
 

Os alginatos –V e +V não apresentaram atividade citotóxica in vitro contra 

as linhagens tumorais: HL-60, MCF-7, HCT-8, CEM e B-16. Ambos os alginatos 

também não apresentaram citotoxicidade em larvas de Artemia salina, bem como 

não apresentaram atividade hemolítica. 

 Os alginatos –V e +V não apresentaram atividade antimitótica sobre o 

desenvolvimento do ouriço do mar Lytechinus variegatus correspondente aos 

estágios embrionários de primeira e terceira divisões e blástula. Na fase larval, os 

alginatos –V e +V foram pouco citotóxicos, apresentando a IC50 maior que 1000 

µg/mL. 

 
 
5.2 Estudo in vivo da atividade antitumoral dos alginatos no modelo 

experimental do Sarcoma 180. 

 

5.2.1 Inibição tumoral 

   

 O peso tumoral dos animais transplantados com o Sarcoma 180, estes 

tratados ou não com os alginatos V e +V (50 e 100 mg/m2) por via intraperitoneal 

e oral, 5-FU (25 mg/m2) está representado nas figuras 13 e 14. 

Os alginatos –V e +V nas concentrações de 50 e 100 mg/m2, ambos 

administrados por via i.p e v.o. inibiram o crescimento do tumor Sarcoma 180. O 

efeito antitumoral do alginato –V foi maior no grupo de animais tratados por via 

oral, causando inibição do crescimento tumoral de 51,8% (±9,2) e 74,8% (±6,1) 
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para as concentrações de 50 e 100 mg/m2, respectivamente. Quando 

administrado por via i.p, o alginato –V nas concentrações de 50 e 100 mg/m2 

apresentou inibição de aproximadamente 36,7% para ambas as doses. 

Os animais tratados com o alginato +V nas concentrações de 50 e 100 

mg/m2 por via intraperitoneal apresentaram uma inibição tumoral de 27,3% (±10.0) 

e 46,9% (±8.5), respectivamente. Já os animais tratados com o alginato +V por via 

oral apresentaram inibição de 66,2% (±9,7) e 88,2% (±3,8) nas concentrações de 

50 e 100 mg/m2, respectivamente. O alginato +V revelou ser mais efetivo na 

concentração de 100 mg/m2 por ambas as vias de administração. 

Na figura 15 está representado o peso tumoral dos animais transplantados 

com o Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V por via oral na 

concentração de 25 mg/m2, 5-FU na concentração de 15 mg/m2, bem como a 

associação de ambos os tratamentos. 

Os animais tratados por via oral com os alginatos –V e +V na concentração 

de 25 mg/m2 apresentaram um percentual inibitório do tumor Sarcoma 180 de 

43,0% (±12,3) e 51,0% (±9,1), respectivamente. O tratamento com os alginatos V 

e +V (25 mg/m2) por via oral associado com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2 

causou cerca de 48,7% (±8,9) e 76,2% (±2,3) de inibição do crescimento tumoral, 

respectivamente. A associação do alginato +V com o 5-FU levou a uma resposta 

antitumoral maior do que quando os compostos foram administrados 

isoladamente.  

O 5-FU e a salina fisiológica foram utilizados como controle positivo e 

negativo, respectivamente. O 5-FU na concentração de 25 e 15 mg/m2 apresentou 

uma atividade inibitória tumoral de 75,5% (±8,1) e 65,3% (±8,3), respectivamente. 

Em visão geral, os tratamentos com os alginatos -V e +V nas concentrações 

de 25, 50 e 100 mg/m2 nas suas respectivas vias de administração foram efetivos 

para inibir o crescimento tumoral, no entanto o alginato +V e a via oral 

demonstraram ser mais eficazes, sugerindo que as propriedades físico-químicas 

dos alginatos, bem como a via de administração são fatores relevantes para a 

atividade antitumoral.   
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Figura 13 - Determinação do peso do tumor no décimo dia dos animais 
transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados durante 7 dias consecutivos 
com o Alginato –V ip e vo nas concentrações de 50 e 100 mg/m2, 5-FU (25 mg/m2) 
e salina ambos i.p. Os dados estão expressos com média ± E.P.M. Os resultados 
foram comparados por ANOVA, seguido por Student Newman Keuls com valores 
significantes para *p< 0,05.    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 - Determinação do peso do tumor no décimo dia dos animais 
transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados durante 7 dias consecutivos 
com o Alginato +V ip e vo nas concentrações de 50 e 100 mg/m2, 5-FU (25 mg/m2) 
e salina ambos i.p. Os dados estão expressos com média ± E.P.M. Os resultados 
foram comparados por ANOVA, seguido por Student Newman Keuls com valores 
significantes para *p< 0,05.    
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Figura 15 - Determinação do peso corpóreo dos animais transplantados com o 
tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V (25mg/m2), 5-FU (15 
mg/m2), a associação de ambos, e salina. Os dados estão expressos com média ± 
E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por teste de 
Bonferroni, com valores significantes para *p< 0,001 em relação ao controle. 
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5.2.2 Histopatologia do tumor Sarcoma 180 

 

 As microfotografias dos cortes histológicos dos tumores dos animais 

transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos nas 

concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via intraperitoneal e oral, 5-FU (25 mg/m2) 

estão representadas nas figuras 16 e 17 para os alginatos V e +V, 

respectivamente.  

Na análise histopatológica, verificou-se na massa tumoral a presença 

células pleomórficas, hipercromáticas, exibindo bi-nucleação, anisocariose e 

mitoses, com invasão muscular e áreas de necrose intra-tumoral no grupo tratado 

com salina. 

O tumor dos animais tratados com o 5-FU na concentração de 25 mg/m2, 

bem como com os alginatos –V e +V nas concentrações de 50 e 100 mg/m2 por 

ambas as vias de administração, apresentaram extensas áreas de necrose de 

coagulação tumoral em relação aos animais do grupo salina.  

O tumor dos animais tratados com os alginatos –V e +V por via oral na 

concentração de 25 mg/m2 apresentaram poucas áreas de necroses, porém o 

tratamento com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2 apresentaram muitas áreas 

de necroses em relação ao grupo salina. O tratamento associado dos alginatos V 

e +V na concentração de 25 mg/m2 ao 5-FU na concentração de 15 mg/m2 

apresentaram extenas áreas de necroses em relação ao grupo salina. 
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Figura 16 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do tumor Sarcoma 180 
no décimo dia, após 7 dias de tratamento. A- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- 
alginato –V i.p ,50 e 100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 
mg/m2 , respectivamente. 
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Figura 17 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do tumor Sarcoma 180 
no décimo dia, após 7 dias de tratamento. A- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- 
alginato +V i.p ,50 e 100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 
mg/m2 , respectivamente. 
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5.2.3 Imunohistoquímica do Ki-67 

 

 A figura 18 mostra o número de células positivas para o antígeno ki-67 por 

campo dos tumores dos animais tratados com os alginatos –V e +V na 

concentração de 100 mg/m2 por via intraperitoneal e oral e 5-FU na concentração 

de 25 mg/m2. O tratamento com ambos os alginatos promoveram uma inibição na 

ais quando comparados com o grupo salina. O 

alginato +V inibiu 94,2% (±2,8) e 100% (±0) a proliferação celular quando 

administrado por via oral e intraperitoneal, respectivamente. Já o alginato V inibiu 

57,9% (±4,1) e 76,8% (±5,7) a proliferação celular quando administrado por via 

oral e intraperitoneal, respectivamente. Entre as vias de administração e os 

alginatos, a atividade antiproliferativa das células do tumor Sarcoma 180 foi 

significativamente maior no tratamento por via intraperitoneal, bem como pelo 

alginato +V. O tratamento com o alginato +V por via intraperitoneal exibiu um 

efeito inibitório semelhante ao 5-FU (25 mg/m2) que foi 98,5% (± 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18– Determinação do número de células positivas marcadas para o 
-67 do tumor Sarcoma 180 no décimo dia nos animais tratados durante 

7 dias consecutivos com o Alginato –V e +V i.p e v.o na concentração de 100 
mg/m2 , 5-FU (25 mg/m2) e salina ambos i.p. Os dados estão expressos com 
média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por 
Student Newman Keuls com valores significantes para *p< 0,05.    
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5.3 Estudo da toxicidade  

 

5.3.1 Determinação do peso dos órgãos dos animais inoculados com o 

Sarcoma 180 e tratados com os alginatos. 

 
De acordo com as figuras 19 e 20, os alginatos –V e +V nas concentrações 

de 50 e 100 mg/m2 respectivamente, bem como o 5-FU na concentração de 25 

mg/m2 promoveram alterações no peso dos órgãos: fígado (A), rim (B) e baço (C) 

dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180. 

 Os animais tratados com os alginatos –V e +V por via i.p. na concentração 

de 50 mg/m2 apresentaram um aumento significativo do peso dos órgãos 

avaliados (fígado, rim e baço) quando comparados com o grupo controle salina. O 

tratamento com o alginato –V na concentração de 100 mg/m2 por via 

intraperitoneal promoveu aumento no peso do baço, enquanto o tratamento por via 

oral apresentou uma diminuição do peso do baço dos animais. O tratamento com 

o alginato +V na concentração de 100 mg/m2 promoveu uma diminuição do peso 

dos órgãos fígado, rim e baço dos animais tratados por via oral, ao contrário da via 

intraperitoneal que apresentou significativamente um aumento do baço em relação 

ao grupo salina. 

O peso dos órgãos fígado, rim e baço dos animais tratados com o 5-FU na 

concentração de 25 mg/m2 foi significativamente menor em relação ao grupo 

controle salina. 

De acordo com a figura 21, o tratamento com os alginatos –V e +V, 

administrado na concentração de 25 mg/m2 por via oral e 5-FU na concentração 

de 15 mg/m2, bem como a associação de ambos os tratamentos não causou 

alterações no peso dos órgãos (fígado, rim e baço) dos animais transplantados 

com o Sarcoma 180.  
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Figura 19- Determinação do peso dos órgãos (A- fígado; B- rim e C- baço) no 
décimo dia dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180 tratados 
durante 7 dias consecutivos com o Alginato –V ip e vo nas concentrações de 
50 e 100 mg/m2, 5-FU (25 mg/m2) e salina ambos i.p. Os dados estão 
expressos com média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, 
seguido por Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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Figura 20- Determinação do peso dos órgãos (A- fígado; B- rim e C- baço) 
dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180 tratados durante 7 dias 
consecutivos com o Alginato +V ip e vo nas concentrações de 50 e 100 
mg/m2, 5-FU (25 mg/m2) e salina ambos i.p. Os dados estão expressos com 
média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por 
Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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Figura 21 - Determinação do peso dos órgãos (A- fígado; B- rim; C- baço) 
no décimo dia dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180 
tratados durante 7 dias consecutivos com o Alginato –V e +V v.o na 
concentração de 25 mg/m2 e ambos na mesma concentração associados ao 
5-FU (15 mg/m2, i.p), 5-FU (15 mg/m2) e salina ambos i.p. Os dados estão 
expressos com média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por 
ANOVA, seguido por Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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5.3.2 Análise histopatológica dos órgãos dos animais inoculados com o 

Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V 

 

 As microfotografias dos cortes histológicos do fígado dos animais 

transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos nas 

concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via intraperitoneal e oral, 5-FU (25 mg/m2) 

estão representadas nas figuras 22 e 23 para o alginato V e +V, respectivamente. 

 O fígado dos animais inoculados com o Sarcoma 180 e tratados com salina 

fisiológica apresentou focos inflamatórios, discreta tumefação turva dos 

hepatócitos com hiperplasia das células de Kupffer. Já o grupo correspondente ao 

tratamento com 5-FU na concentração de 25 mg/m2, apresentou intensa 

tumefação turva dos hepatócitos, hemorragia sinusoidal, extensas áreas de 

esteatose, intensa hiperplasia das células de Kupffer, bem como a presença de 

pigmentos de hemossiderina. Houve uma diminuição dos efeitos tóxicos no 

tratamento com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2 revelado por focos discretos 

de esteatose. 

 Ambos os alginatos administrados por via oral e intraperitoneal provocaram 

alterações no fígado em relação ao grupo controle, apresentando diferenças entre 

as concentrações de 50 e 100 mg/m2, bem como entre os alginatos –V e +V. O 

tratamento com os alginatos –V e +V por via oral e intraperitoneal provocou 

intensa tumefação turva dos hepatócitos, hemorragia sinusoidal, hiperplasia das 

células de Kupffer e focos inflamatórios no fígado dos animais administrados com 

as concentrações de 50 e 100 mg/m2. 

As alterações hepáticas apresentadas no fígado dos animais tratados com 

os alginatos – V e +V nas concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via intraperitoneal 

e oral são de caráter reversível, portanto indicando leve hepatotoxicidade.     

O fígado dos animais tratados com o alginato V e +V na concentração de 

25 mg/m2 apresentou o mesmo padrão morfológico do grupo tratado com salina 

(descrito anteriormente). O tratamento associado do alginatos –V na concentração 

de 25 mg/m2 com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2 promoveu esteatose e 

necrose focal dos hepatócios, enquanto o alginato +V apresentou hemorragia 
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sinusoidal. Portanto, os alginatos –V e +V na concentração de 25 mg/m2 quando 

administrados isoladamente não provocaram toxicidade hepática nos animais 

transplantados com Sarcoma 180, porém ambos quando associados ao 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2 causam toxicidade hepática de caráter reversível. 

As microfotografias dos cortes histológicos do rim dos animais 

transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos nas 

concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via intraperitoneal e oral, 5-FU (25 mg/m2) 

estão representadas nas figuras 24 e 25 para o alginato V e +V, respectivamente.  

 Os rins dos animais inoculados com o tumor Sarcoma 180 e tratados com 

salina exibiram túbulos proximais normais, glomérulos preservados sem 

alterações nos ductos distais. O tratamento com o 5-FU na concentração de 25 

mg/m2 causou tumefação turva do epitélio tubular, além de hemorragia tubular e 

glomerular. Houve uma diminuição dos efeitos tóxicos renais nos animais tratados 

com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2, porém verificaram-se alterações 

morfológicas das células dos túbulos proximais, além de pontos hemorrágicos.  

 Os alginatos –V e +V nas concentrações de 50 e 100 mg/m2 causaram 

hemorragia glomerular e tubular, tumefação turva do epitélio tubular em ambas as 

vias de administração. Os alginato V e +V na concentração de 100 mg/m2 

provocaram vacuolização do epitélio tubular renal dos animais tratados por via 

oral, alterações estas de caráter reversível. O tratamento com o alginato V em 

ambas as concentrações por via intraperitoneal, provocou necrose tubular aguda 

(NTA) nos rins dos animais. Em geral, as alterações renais foram mais intensas no 

grupo de animais tratado com alginato –V do que o grupo tratado com o alginato 

+V. 

O rim dos animais tratados com os alginatos –V e +V na concentração de 

25 mg/m2 por via oral apresentou discreta tumefeção turva do epitélio tubular, 

glomérulos preservados, mas somente o alginato -V provocou vacuolização em 

trechos do epitélio tubular. O tratamento com os alginatos V e +V na 

concentração de 25 mg/m2 associados ao 5-FU (15 mg/m2) provocaram alterações 

renais com a presença de vacuolização do epitélio tubular, além de tumefação 
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turva do epitélio tubular, porém os glomérulos exibiram um padrão normal com a 

 

As microfotografias dos cortes histológicos do baço dos animais 

transplantados com o tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos nas 

concentrações de 50 e 100 mg/m2 por via intraperitoneal e oral, 5-FU (25 mg/m2) 

estão representadas nas figuras 26 e 27 para o alginato V e +V, respectivamente. 

O baço dos animais tratados com salina fisiológica apresentou poucos 

megacariócitos e a polpa branca circunscrita. O tratamento com o 5-FU nas 

concentrações de 25 e 15 mg/m2 promoveu imunossupressão revelado por uma 

diminuição do número de megacariócitos.   

 Ambos os alginatos –V e +V administrados por via intraperitoneal e oral nas 

concentrações de 50 e 100 mg/m2 promovem um aumento do número de 

megacariócitos distribuídos pelo córtex e medula, bem como aumento da polpa 

branca no baço dos animais. Entretanto, o alginato +V causa uma hiperplasia da 

polpa branca mais intensa que o alginato –V. Não houve diferenças entre os 

tratamentos realizados por via oral e intraperitoneal com os alginatos –V e +V.  

O baço dos animais tratados com os alginatos V e +V na concentração de 

25 mg/m2 por via oral, bem como sua associação ao 5-Fu na concentração de 15 

mg/m2 não apresentaram significativa proliferação da polpa branca 

significativamente em relação ao grupo controle. 
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Figura 22 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do fígado dos animais, 
após 7 dias de tratamento. A- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- alginato –V i.p., 
50 e 100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 , 
respectivamente. 
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Figura 23 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do fígado dos animais, 
- salina; B- 5-FU (mg/m2 ); C e D- alginato +V i.p ,50 e 

100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 , 
respectivamente. 
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Figura 24 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do rim dos animais, 
- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- alginato –V i.p 

,50 e 100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 , 
respectivamente. 
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Figura 25 – Microfotografia dos cortes histológicos (400X) do rim dos animais, 
- salina; B- 5-FU (mg/m2 ); C e D- alginato +V i.p ,50 e 

100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 , 
respectivamente. 
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Figura 26 – Microfotografia dos cortes histológicos (100X) do baço dos animais, 
- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- alginato –V i.p 

,50 e 100 (400X) mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 
, respectivamente.  

Megacariócitos 
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Figura 27 – Microfotografia dos cortes histológicos (100X) do baço dos animais, 
- salina; B- 5-FU (25 mg/m2 ); C e D- alginato +V i.p 

,50 e 100 mg/m2 , respectivamente; E e F- alginato -V v.o , 50 e 100 mg/m2 , 
respectivamente. 
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5.3.3 Nefrotoxicidade dos alginatos –V e +V no sistema de perfusão renal 

 

O efeito dos alginatos –V e +V na concentração de 10 µg/mL está 

representado nas figuras: 28 - pressão de perfusão (A) e resistência vascular renal 

(B); 29- fluxo urinário (A) e ritmo de filtração glomerular (B); 30- transportes de 

íons sódio (A), potássio (B) e cloreto (C) e 31- excreção de íons sódio (A), 

potássio (B) e cloreto (C).  

O alginato –V aumentou significativamente a pressão de perfusão (PP) de 

forma crescente ao longo dos tempos 60, 90 e 120 minutos (127.9 ± 3.7, 137.2 ± 

5.5 e 142.4 ± 5.0, respectivamente) em relação ao controle nos respectivos 

tempos 60, 90 e 120 minutos (112.4 ± 4.2, 113.1 ± 4.3 e 113.8 ± 3.3), e o alginato 

+V aumentou significativamente a pressão de perfusão nos tempos 90 e 120 

minutos (119.2 ± 4.5 e 112.1 ± 4.1) em relação ao controle. Os alginatos V e +V 

aumentaram significativamente a resistência vascular renal (RVR) nos tempos 90 

(6.6 ± 0.18 e 6.3 ± 0.45, respectivamente) e 120 minutos 

respectivamente) em relação ao controle (5.3 ± 0.53). O alginato V aumentou 

intensamente de forma crescente o fluxo urinário nos tempos 90 e 120 minutos 

(0.39 ± 0.05 e 0.65 ± 0.11, respectivamente) em relação ao controle (0.17 ± 0.02), 

bem como aumentou o ritmo de filtração glomerular também nos tempos 90 e 120 

minutos (1.37 ± 0.16 e 2.8 ± 0.56, respectivamente) em relação ao controle (0.59 ± 

0.06 e 0.63 ± 0.11 nos tempos 90 e 120 minutos). Já o alginato +V aumentou 

significativamente o ritmo de filtração glomerular somente no tempo de 90 minutos 

V e +V não alteraram o transporte dos íons sódio 

(%TNa+) e potássio (%TK+), porém promoveram uma diminuição significativa do 

transporte de íons cloreto (%TCl-) nos tempos 60, 90, 120 (70.9 ± 4.4, 64.2 ± 5.7 e 

71.2 ± 2.5) e 120 (74.8 ± 3.7), respectivamente em relação ao controle (80.3 ± 

2.4). O alginato –V aumentou intensamente de forma crescente a excreção nos 

tempos 60, 90 e 120 minutos dos íons sódio, potássio e cloreto em relação ao 

controle, no entanto o alginato +V aumentou significativamente a excreção dos 

íons sódio e cloreto somente no tempo de 90 minutos. 
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Figura 28 – Efeito do alginato –V (�), alginato +V (�) na concentração de 10 
µg/mL na pressão de perfusão (A) e resistência vascular renal (B) no 

(controle externo (�)). Os dados estão expressos 
com média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido 
por Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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Figura 29 – Efeito do alginato –V (�), alginato +V (�) na concentração de 10 
µg/mL no fluxo urinário (A) e ritmo de filtração glomerular (B) no sistema de 
perfusão renal (controle externo (�)). Os dados estão expressos com média 
± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por Student 
Newman Keuls, *p< 0,05.    
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Figura 30 – Efeito do alginato –V (�), alginato +V (�) na concentração de 10 
µg/mL no transporte de íons sódio (A), potássio (B) e cloreto (C) no sistema 
de perfusão renal (controle externo ( �)). Os dados estão expressos com 
média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por 
Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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5.4 Análise dos parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

Figura 31 – Efeito do alginato –V (�), alginato +V (�) na concentração de 10 
µg/mL na excreção de íons sódio (A), potássio (B) e cloreto (C) no sistema 
de perfusão renal (controle externo(�)). Os dados estão expressos com 
média ± E.P.M. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido por 
Student Newman Keuls, *p< 0,05.    
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5.4 Análise dos parâmetros bioquímicos e hematológicos  

 

Foi realizada a análise bioquímica dos animais transplantados com o tumor 

Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V por via oral (25mg/m2), 5-FU 

(15 mg/m2), a associação de ambos, salina (controle tumor), bem como no grupo 

de animais sem tumor e não tratados (controle normal). O níveis séricos das 

enzimas aspartato amino transaminases (UI/L), uréia (mg/dL) e creatinina (mg/dL) 

 

Os animais tratados com os alginatos –V e +V e o 5-FU na concentração de 

25 e 15 mg/m2, respectivamente, bem como a associação de ambos os 

tratamentos não apresentaram alterações dos níveis séricos de creatinina e uréia 

em relação ao grupo controle normal. 

Os animais tratados com os alginatos –V e +V na concentração de 25 

mg/m2 não apresentaram alterações nas enzimas aspartato amino transaminases 

(AST) em relação ao controle normal. Entretanto, o grupo administrado com o 5-

FU na concentração de 15 mg/m2, bem como sua associação com os alginatos V 

e +V na concentração de 25 mg/m2 apresentaram um grande aumento na 

atividade das enzimas hepáticas. O nível enzimático das AST dos animais 

tratados somente com o 5-FU não apresentou diferenças significativas em relação 

aos animais tratados com os alginatos –V e +V associados ao 5-FU. A partir da 

análise bioquímica da atividade enzimática das AST, pode-se concluir que 

diferentemente do 5-FU na concentração de 15 mg/m2, os alginatos –V e +V na 

concentração de 25 mg/m2 não causam toxicidade hepática e que ambos os 

alginatos diminuíram significativamente o efeito tóxico hepático promovido pelo 5-

FU quando administrados em associação.  

A partir da análise hematológica, determinou-se o número de leucócitos 

totais e linfócitos (figura 32 A e B, respectivamente) nos animais transplantados 

com o tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V na concentração 

de 25 mg/m2 por via oral, 5-FU na concentração de 15 mg/m2, a associação de 

ambos os tratamentos, salina (controle tumor), bem como em animais sem tumor 

e não tratados (controle normal).   
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Os animais transplantados com o Sarcoma 180 e tratados com os alginatos 

–V e +V na concentração de 25 mg/m2 e salina (grupo tumor) não apresentaram 

diferenças significativas do número de leucócitos totais em relação ao grupo de 

animais sem tumor e não tratados (grupo controle), porém o número de linfócitos 

encontrou-se significativamente diminuído. O tratamento com o 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2 promoveu uma intensa diminuição do número de 

leucócitos totais e linfócitos quando comparado com o grupo controle normal.  

Os animais tratados com a associação dos alginatos V e +V na 

concentração de 25 mg/m2 ao 5-FU na concentração de 15 mg/m2 não 

apresentaram diferenças significativas do número de leucócitos totais em relação 

ao grupo controle, no entanto em relação ao tratamento com o 5-FU houve um 

expressivo aumento do número de leucócitos. A associação de ambos os 

alginatos com o 5-FU apresentou uma diminuição significativa do número linfócitos 

em relação ao grupo controle normal, porém em relação aos animais tratados com 

o 5-FU houve um expressivo aumento do número de linfócitos. Portanto, os 

alginatos –V e +V na concentração de 25 mg/m2 promoveram um resgate do 

quadro de leucocitopenia e linfocitopenia apresentado pelos animais tratados com 

o 5-FU na concentração de 15 mg/m2. 
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Tabela 4 – Análise bioquímica das enzimas aspartato amino transaminases (AST), 

uréia e creatinina dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180 e 

tratados com os alginatos –V e +V na concentração de 25 mg/m2, 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2, bem como a associação de ambos os tratamentos. O 

grupo controle normal representa os animais sem tumor e não tratados e o grupo 

controle tumor representa os animais transplantados com o Sarcoma 180 e 

tratados com salina fisiológica. 

 

Grupo AST (UI/L) Uréia (mg/ dL) Creatinina 
(mg/dL) 

Controle normal 82,3 ± 3,7 50,3 ± 6,4   0,14 ± 0,02 
Controle tumor 133,0 ± 10,4 35,8 ± 21   0,15 ± 0,03 

5-FU 199,4 ± 49,2*** 34,8 ± 14 0,1 ± 0,04 
-V 136,0 ± 12,9 34,6 ± 9,4 0,1 ± 0,03 
+V 147,0 ± 6,5 39,6 ± 13   0,09 ± 0,02 

-V + 5-FU 156,0 ± 15,4** 28,8 ± 6.0 0,1 ± 0,04 
+V + 5-FU 163,0 ± 13,4* 33,8 ± 4,6   0,12 ± 0,02 

 
* p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p< 0,001 em relação ao grupo controle normal. Foi 
realizado análise de variância (ANOVA), teste de Bonferroni. 
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Figura 32- Análise hematológica dos animais transplantados com o 
tumor Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V (25mg/m2), 
5-FU (15 mg/m2), a associação de ambos, e salina (tumor). Já o 
grupo controle representa os animais sem tumor e não tratados. Os 
dados estão expressos com média ± E.P.M. Os resultados foram 
comparados por ANOVA, seguido por teste de Bonferroni, com 
valores significantes para *p< 0,01 em relação ao controle e # p< 0,01 
em relação ao 5-FU. 

controle tumor 5-FU -V +V -V +V
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controle tumor 5-FU -V +V -V +V



Tabela 5- Resumo dos resultados obtidos com os alginatos –V e +V da alga marinha 
Sargassum vulgare C. Agardh. 
 

                                                                                                                                                  
Alginate –V                     Alginato +V 
Propriedades Físicos-Químicas 
 
Viscosidade Intrínsica ç[g/dL                                                                                            
5,4                                 9,1 
Frações MM e GGG                                                                                                     0,6 
e 0,4                       0,67 e 0,2 
Estudo da Atividade Citotóxica in vitro 
 
Inibição da Proliferação de Células Tumorais- MTT                 -                                      

- 
Potencial Antimitótico em Ovos de Ouriço do Mar                                                            -                                      
- 
Toxicidade Aguda em Artemia sp                                                                                      -                                      
- 
Atividade Hemolítica                                                                                                          -                                      
- 
Estudo Antitumoral in vivo 
 
Via de administração oral                                                                                                ++                                   
+++ 
Via de administração intraperitoneal                                                                               ++                                   
+++ 
Associação com o 5-Fluouracil                                                                                       ++                                   
+++ 
Detecção de Ki-67 por imunohistoquímica                                                                    
+++                                  +++ 
Estudo da toxicidade 
 
Dano hepático                                                                                                                ++                                      
+ 
Imunomodulação no baço                                                                                              ++                                    
+++ 
Nefrotoxicidade                                                                                                              
+++                                    + 
Análise Bioquímica e Hematológica  
 
Função Hepática e Renal                                                                                               +                                       
+ 
Reversão da leucocitopenia e linfocitopenia do 5-FU                                                  +++                                   

                                                                                                                                           
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
+ Fracamente ativa; ++ Ativa; +++Fortemente ativa; - Não ativa 



 

6.Discussão 
 

A partir da década de 50 com a descoberta do DNA por Watson & Crick, 

iniciou-se uma revolucionaria área de pesquisa a fim de compreender vários 

processos biológicos que a ciência até então desconhecia. Com o 

sequenciamento do genoma humano, foram elucidados vários produtos 

protéicos associados aos genes constituintes e descobriram-se diversos alvos 

moleculares envolvidos em vários tipos de doenças, como por exemplo, em 

diabetes, obesidade e câncer. Nos últimos anos têm ocorrido uma grande 

descoberta de alvos moleculares que podem ser utilizados para o diagnóstico, 

prevenção e tratamento de doenças humanas (Newman et al., 2003). Uma 

análise dos últimos 6 anos apontam que as novas drogas introduzidas no 

mercado para o tratamento de doenças humanas foram desenvolvidas a partir 

de produtos naturais, e, de acordo com dados do FDA (United States Food and 

Drug Administration), mais de 60% e 75% das drogas utilizadas na clínica para 

tratar câncer e doenças infecciosas, respectivamente, são provenientes de 

produtos naturais. 

Nas últimas três décadas, mais de 3.000 novas substâncias foram 

identificadas a partir de organismos marinhos, demonstrando o grande potencial 

do ambiente marinho como fonte de novas classes de moléculas bioativas, 

dentre elas, aquelas com propriedades anti-câncer (Schwartsmann et al., 2001).  

Historicamente, as algas marinhas têm sido utilizadas por vários países 

orientais como fonte de alimentação. Em vários programas de screening, a 

investigação de algas marinhas tem evidenciado numerosos extratos com efeito 

antitumoral para diversas linhagens (Xu et al., 2004). Os polissacarídeos 

sintetizados por macroalgas marinhas formam a base de uma indústria alimentar 

com grande importância econômica e em rápida expansão (Renn, 1997). Além 

stria alimentar, esses compostos são, ainda, utilizados na 
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indústria farmacêutica e na indústria têxtil (Moe et al., 1995). Os polissacarídeos 

bioativos de origem natural têm sido utilizados na tradicional medicina chinesa 

especialmente como adjuvante no tratamento do câncer (Chang, 2002).  

A descoberta de inúmeros compostos utilizados no tratamento clínico 

de neoplasias está associada principalmente à evolução da oncologia 

experimental (Pott, 1987). A quimioterapia do câncer, seja em animais 

experimentais ou em humanos, tem como objetivo a redução do número de 

células neoplásicas viáveis, abaixo do qual, as células que sobrevivam ao 

tratamento com uma determinada droga não sejam capazes de restabelecer a 

 

Descrito pela primeira vez pelo químico britânico Stanford, E. C. em 

1881, os alginatos são polissacarídeos formados por unidades de ácido 

manurônico e ácido gulurônico, ligados a partir de ligação 1-4 e, atualmente, são 

bastante explorados pelas indústrias farmacêutica, biotecnológica

(Moe et al., 1995). 

Os alginatos estudados neste trabalho foram isolados da alga marinha 

Sargassum vulgare, extraídos à temperatura de 60°C nos tempos de 1 e 5 

horas. De acordo com a caracterização físico-química reportada por Torres 

(2003), os alginatos extraídos a 1 hora e 5 horas apresentam diferentes 

viscosidades, sendo a viscosidade intrínseca equivalente a 5,4 g/dL e 9,1 g/dL, 

respectivamente. Diante destes resultados convencionou-se de –V (menos 

viscoso) e +V (mais viscoso) os alginatos extraídos a 1 e 5 horas, 

respectivamente. 

 Nos ensaios in vitro realizados, foi avaliado o potencial tóxico dos 

alginatos –V e +V de S. vulgare através da avaliação do efeito antiproliferativo 

em 5 linhagens tumorais: HL-60, MCF-7, HCT-8, CEM e B16, da toxicidade em 

larvas de Artemia salina, da atividade lítica em membrana de eritrócitos, bem 

como no estudo da atividade antimitótica sobre o desenvolvimento embrionário 

-do-mar Lytechinus variegatus. Nesses testes realizados, os alginatos –

V e +V não apresentaram efeito, com exceção da fase larval do ouriço-do-mar. 
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As substâncias originadas de produtos naturais com potencial citotóxico 

para vários tipos de tumores apresentam diferentes mecanismos de ação que 

podem estar relacionados com a interação com o DNA, indução de apoptose por 

vias de sinalização das caspases e/ou liberação de componentes mitocôndrias 

envolvida no processo, modulação dos fatores de crescimento entre outros 

(Mayer & Gustafson, 2004). Durante a mitose celular, que é um processo 

constante nas neoplasias, as drogas com potencial inibitório podem interferir em 

diferentes alvos moleculares associados com a progressão do ciclo celular. 

Desta maneira, as substâncias antitumorais possuem alvos intracelulares ou na 

r. Sabe-se que a membrana plasmática é permeável 

aos compostos de natureza lipofílica e que geralmente as substâncias que não 

são permeáveis à barreira celular possuem efeito biológico via receptores e/ou 

canais de membrana. 

Os alginatos são polímeros, caracterizados pela repetição de monômeros 

M e G interligados covalentemente por ligações â (1-4) podendo variar em 

arranjo e seqüência estrutural. A ausência de atividade nos ensaios de 

toxicidade in vitro pode estar relacionada com as propriedades físico-químicas 

desses polímeros. O conhecimento dessas propriedades faz-se necessário para 

compreender os eventuais efeitos biológicos que estes polímeros podem 

apresentar. Os alginatos podem não ter apresentado efeito nos ensaios in vitro 

em conseqüência da baixa permeabilidade das membranas biológicas a esses 

compostos devido a fatores como tamanho e/ou pela própria natureza do 

composto (hidrofílica), ou ainda, pela ausência de receptores de membrana para 

esses compostos nos sistemas estudados. 

Macedo et al. (2005) demonstraram a relação entre o aparecimento de 

receptores e a atividade de lectinas vegetais utilizando como modelo o 

desenvolvimento embrionário do ouriço do mar. Neste modelo, a ação das 

lectinas é visualizada apenas em estágios mais avançados do desenvolvimento 

embrionário (gástrula e larva) ou durante o processo de fertilização. Atrav

utilização de lectinas conjugadas com FITC (fluoresceína isotiocinato), os 

autores demonstraram que a superfície dos ovos dos ouriços apresentam uma 
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diversidade de glicanos que não podem ser visualizados nos primeiros estágios 

s glicanos começam a reaparecer a partir dos estágios 

de blástula e gástrula, estando todos, aparentemente, presentes na superfície da 

larva. No presente trabalho, os alginatos –V e +V de S. vulgare também 

apresentaram efeito inibitório apenas no estágio l -do-mar. Ambos 

os alginatos apresentaram a IC50 maior que 1000 µg/mL, concentração esta 

bastante elevada se comparada com as lectinas. Baseado nestes achados, a 

toxicidade dos alginatos –V e +V durante a fase larval do ouriço-do-mar 

Lytechinus variegatus também pode estar relacionada com a presença de 

glicanos na membrana destas células. 

Nos estudos in vivo, avaliou-se o potencial antitumoral dos alginatos –

V e +V de S. vulgare no modelo experimental do Sarcoma 180. O Sarcoma 180 

foi, inicialmente, identificado no Croker Laboratory (Columbia University, New 

York) em 1914. É um tumor de natureza sólida, que foi inicialmente classificado 

como carcinoma mamário, por surgir espontaneamente na região axilar de 

camundongos. Em 1919, após muitos tran

forma sarcomatosa e manteve-se sem alterações até os dias atuais (Schabel et. 

al., 1977,). A forma sólida caracteriza-se por ter um rápido crescimento e a 

inoculação de 5 x 105 células em camundongos “swiss” tratados com apenas 

com salina fisiológica originou uma massa tumoral de aproximadamente 2,12g (± 

0,17) com 10 dias de inoculação de acordo com o presente trabalho. 

Os quimioterápicos são classificados de acordo com sua estrutura 

química e mecanismo de ação, tais como os agentes alquilantes, anti-

metabólicos, inibidores da topoisomerase I e II, anti-mitóticos, compostos 

platinos etc. (Espinosa et al., 2003). Neste estudo, o 5-FU foi utilizado nos 

ensaios in vivo como controle positivo e administrado por via intraperitoneal na 

concentração de 25 e 15 mg/m2.O 5-Fluorouracil é um agente antimetabólico da 

classe dos análogos da pirimidina que em última instância levam a um bloqueio 

da timidilato sintase, sendo bastante utilizado na clínica (Hardman & Limbird, 

1996).  
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O tratamento com os alginatos –V e +V nas concentrações de 50 e 100 

mg/m2 inibiu significativamente o crescimento do tumor sólido do Sarcoma 180 

transplantado em camundongos, quando administrados por via oral e 

intraperitoneal. Embora os alginatos –V e +V tenham apresentado um potente 

efeito antitumoral por ambas as vias de administração, a administração por via 

oral foi mais eficiente para ambos os alginatos.  

Na prática clínica, a via de administração é extremamente importante 

tanto para o paciente no que se diz respeito à invasibilidade, bem como em 

relação a farmacocinética da droga. A ingestão oral é o método mais comum de 

administração de drogas por ser considerado mais seguro, mais conveniente e, 

et al., 1996). Na área da quimioterapia 

antineoplásica, a existência de drogas que possam ser administradas por via 

oral representa um avanço no que diz respeito à melhoria da qualidade de vida 

dos pacientes (Gebbia & Puozzo, 2005).  

De acordo com Kimura et al. (1996), quando alginatos de sódio naturais 

são administrados por via oral, eles são convertidos a ácido algínico livre no 

estômago. O ácido algínico, por sua vez, não seria absorvido no intestino 

delgado devido à falta de enzimas digestivas específicas em mamíferos e 

funcionaria como uma fibra. Ao contrário do que esses autores sugerem, os 

dados do presente trabalho sugerem que os alginatos –V e +V de S. vulgare 

sejam absorvidos por via oral, uma vez que essa via de administração foi a mais 

eficiente na inibição do crescimento tumoral, e, ainda, pela presença de efeitos 

tóxicos observados após o tratamento, o que será discutido mais adiante. Desta 

maneira, o estômago pode estar sendo o grande responsável pela absorção de 

ambos os alginatos. 

O alginato +V apresentou um maior efeito inibitório do crescimento 

tumoral que o alginato –V, quando se compara as respectivas concentrações e 

vias de administração. Vale ressaltar que o alginato +V na concentração de 100 

mg/m2 quando administrado por via oral inibiu 88,8 (± 3,8)% do crescimento 

tumoral, percentual este superior ao apresentado pelo tratamento com 5-FU (25 

mg/m2). 
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Geralmente, as soluções de alginatos possuem uma alta viscosidade que 

normalmente pode variar entre [ç] 6 e 20 g/dL. A viscosidade é uma propriedade 

que está relacionada com a conformação das moléculas de alginatos, que 

resultam em um amplo volume hidrodinâmico. Os alginatos apresentam a 

propriedade de gerar flexibilidade ao tecido algal em frente à força das marés. 

Dentre os fatores envolvidos que interferem diretamente na viscosidade dos 

alginatos são a força iônica da solução, a conformação estrutural do polímero, 

peso molecular, bem como as seqüências das unidades M (manurônico) e G 

(gulurônico) (Moe et al., 1995). Segundo Torres (2003), o peso molecular dos 

alginatos –V e +V de S. vulgare foram determinados a partir da viscosidade 

intrínseca [ ç], os quais foram 19,3 x 104 g/mol e 24,8 x 104 g/mol, 

respectivamente. Através da análise de 1H RMN foram determinadas as frações 

Fmm e Fgg de ambos os alginatos. O alginato –V apresentou a Fmm= 0,6 e 

Fgg= 0,4, enquanto o alginato +V apresentou a Fmm= 0,67 e Fgg= 0,2. Panikkar 

& Brasch (1996) propôs um sistema de classificação para três tipos de alginatos 

baseado na composição de monomeros: alginatos com alto teor de blocos M 

(Fm�0,7), alginatos com alto teor de blocos G (Fm�0,6) e alginatos intermediaria 

composição de blocos M e G ( 0,6 < Fm < 0,7). Baseada nesta classificação, o 

alginato –V (0,6) apresenta um alto teor de grupos G, enquanto o alginato +V 

(0,67) é classificado como do tipo intermediário. 

Fujihara et al. (1984) trabalharam com alginatos isolados da alga 

Sargassum fulvellum e demonstraram seu efeito antitumoral contra vários 

tumores murinos, principalmente o Sarcoma 180 (forma ascítica e sólido), o 

carcinoma de Erlich e o IMC. Posteriormente, Fujihara & Nagumo (1992 e 1993) 

reportaram a atividade antitumoral de alginatos extraídos a partir de muitos tipos 

de algas marinhas e demonstraram que o efeito antitumoral dos alginatos 

depende da composição do homopolímero de blocos GG e MM. Os alginatos 

que apresentaram uma alta composição de blocos MM mostraram alta atividade 

antitumoral em relação aos alginatos de baixa composição MM.  

Em 1991, Otterlei et al. demonstraram que alginatos são capazes de 

estimular monócitos humanos resultando na liberação de TNF-á, IL-6 e IL-1, 
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todos produzidos em elevadas concentrações. Neste trabalho, os alginatos com 

pouco G foram aproximadamente 10 vezes mais potentes na indução da 

produção de citocinas quando comparado aos alginatos com alto teor

no trabalho de Fujihara & Nagumo (1993), onde os autores avaliaram o efeito de 

alginatos na atividade quimiotáxica de macrófagos, não se observou atividade 

estimulatória nos alginatos com alto conteúdo de blocos MM, enquanto que os 

alginatos com alto teor de blocos GG diminuíram esta atividade. Os autores 

sugerem que o elevado conteúdo de blocos GG em um alginato levaria a uma 

depressão da quimiotaxia dos macrófagos e que esta atividade inibitória reduz a 

atividade antitumoral. 

Os alginatos estudados no presente trabalho diferem relativamente pouco 

tanto no conteúdo de ácido manurônico quanto na freqüência de blocos. 

Entretanto, a diferença observada na atividade antitumoral pode estar 

relacionada a uma maior freqüência de blocos MM no alginato +V.  

A análise histopatológica dos tumores retirados dos animais do grupo 

controle mostrou a presença de células pleomórficas, hipercromáticas, exibindo 

anisocariose e bi-nucleação, morfologia, esta, compatível com uma neoplasia 

maligna. Nesses animais também foram observadas áreas de necrose 

intratumoral e invasão muscular. No animais tratados com 5-FU ou com os 

alginatos –V e +V, foi observado um aumento das áreas de necrose. Esse 

aumento foi mais evidente nos animais tratados com a alginato +V, 

principalmente por via oral, o que corrobora os achados utilizando o peso dos 

tumores. 

A proliferação celular nos tumores foi avaliada por imunohistoquímica 

-67 descrito por Gerdes et al. (1983). Esse antígeno é 

expresso durante a fase G1 do ciclo celular, podendo se apresentar em G2 e M 

(Falini et al., 1989; Quinn & Wright, 1990). Houve uma diminuição significativa na 

marcação das células tumorais dos animais tratados com os alginatos V e +V 

por ambas as vias de administração na concentração de 100 mg/m2. O efeito 

antiproliferativo do alginato +V foi maior que do alginato –V, o que também 

corrobora os achados utilizando o peso dos tumores. 
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Desta maneira, a partir desses resultados fica demonstrado que ambos os 

alginatos –V e +V isolados de S. vulgare apresentam atividade antitumoral no 

modelo experimental do sarcoma 180 levando a uma diminuição do peso 

tumoral associada a uma diminuição da proliferação das células tumorais e a um 

aumento das áreas de necrose. Essa atividade foi maior quando o tratamento foi 

realizado com o alginato de maior viscosidade e utilizando a via oral de 

administração. Vale ressaltar, ainda, que nenhum dos compostos analisados 

apresentou atividade citotóxica direta, como evidenciado pela ausência de 

atividade nos modelos in vitro, o que sugere que a atividade antitumoral dos 

alginatos seja mediada pelo hospedeiro. 

Um dos grandes problemas enfrentados pela indústria farmacêutica que 

frustram o desenvolvimento de novos fármacos é a toxicidade da molécula. Um 

mpostos químicos com potencial citotóxico específico para 

células tumorais apresentam toxicidade também para células não neoplásicas. 

Muitas drogas anti-câncer possuem consideráveis efeitos colaterais e portanto 

com limitado uso clínico (Ooi & Liu, 2000).  

A toxicidade gerada pelo tratamento com os alginatos –V e +V foi, 

inicialmente, avaliada através da análise histopatológica de órgãos-alvo, como 

fígado, rim e baço, e comparada ao efeito do 5-FU, um quimioterápico que 

apresenta efeitos colaterais bastante relevantes na clínica.  

Quanto à alteração do peso dos órgãos avaliados (fígado, rim e baço), 

verificou-se que ambos os alginatos se comportam de maneira semelhante. Os 

alginatos –V e +V aumentaram o peso do fígado, rim e baço no tratamento por 

via intraperitoneal na concentração de 50 mg/m2. Já o tratamento por via oral na 

concentração de 100 mg/m2 com o alginato +V e o 5-FU ocasionaram uma 

diminuição no peso dos órgãos avaliados em relação ao controle. 

A análise histopatológica dos rins dos animais tratados com os alginatos –

V e +V mostrou graus variados de degeneração hidrópica e vacuolização do 

epitélio tubular proximal, além de hemorragia glomerular e tubular, porém 

preservação da estrutura glomerular. Essas alterações foram observadas 

independentes dos alginatos e da via de administração. Além disso, nos rins dos 
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animais tratados com o alginato –V pela via intraperitoneal em ambas as doses 

(50 e 100 mg/m2), foram observadas necrose das células do epitélio tubular. 

Essa necrose é caracterizada pela ausência de coloração nuclear e uma 

profunda eosinofilia no citoplasma (Curran, 1990). Desta maneira, o alginato –V 

pode ser considerado mais tóxico que o +V, pelo menos, quando considerados 

os efeitos renais. 

A necrose do epitélio tubular renal ocorre em resposta a administração de 

diversas substâncias químicas (Olsen & Solez, 1994). Como conseqüência 

desta necrose, pode ser observada anuria ou oliguria severa, seguida da 

falência da função renal. Contudo, o epitélio tem um grande poder de 

ão renal pode ser restabelecida. Apesar do intenso dano 

celular, a regeneração depende da integridade dos tecidos intersticiais (Curran, 

1990; Olsen & Solez, 1994). Nos rins dos animais tratados com o alginato –V 

observou-se a preservação do tecido intersticial, com ausência de edema ou 

infiltração de linfócitos, o que sugere a possibilidade de regeneração do dano. 

Além dos efeitos renais observados, a análise histopatológica do fígado 

dos animais tratados sugere que este órgão também pode ser afetado pelo 

tratamento com os alginatos. Os efeitos observados incluem hiperplasia das 

células de Kupfer, congestão portal e centrolobular, focos inflamatórios, 

tumefação turva dos hepatócitos, hemorragia sinusoidal e áreas de esteatose 

em microgotas. Esses efeitos foram observados em todos os animais tratados, 

seja com os alginatos ou com o quimioterápico. 

As drogas podem ser consideradas como possíveis causa de lesões 

encontradas em biópsia hepática. Um grande número de compostos químicos 

de diferentes classes e com variadas atividades farmacológicas levam a 

importante lesões hepáticas (Scheuer & Lefkowitch, 2000). Essas substâncias 

incluem agentes antituberculose, antiiflamatórios não-esteroidais, anestésicos, 

fitotérapicos, metotrexato e muitos outros (Rang & Dale, 1991; Scheuer & 

Lefkowitch, 2000; Kummar et al., 2004). Apesar disso, o fígado possui uma 

grande capacidade adaptativa e regenerativa. Por exemplo, o aumento do 

retículo endoplasmático produzido pelo tratamento crônico com 
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anticonvulsivantes é considerado uma resposta adaptativa. Por outro lado, a 

regeneração do tecido hepático ocorre em muitas doenças, com exceção 

daquelas mais deletérias. Mesmo quando é observado necrose hepatocelular, 

mas o tecido conjuntivo é preservado, a regeneração é praticamente completa 

(Scheuer & Lefkowitch, 2000; Kummar et al., 2004). Sendo assim, as alterações 

hepáticas observadas apos o tratamento com os alginatos podem ser 

consideradas reversíveis (McGee et al., 1992; Scheuer & Lefkowitch, 2000; 

Kummar et al., 2004).  

De acordo com os parâmetros histopatológicos, o alginato V apresentou 

uma maior toxicidade, com a presença de áreas de necrose tubular no rim, e 

estas alterações foram mais evidentes no tratamento por via intraperitoneal. Em 

relação as via de administração, parece que a via intraperitoneal promove um 

maior efeito tóxico. De modo geral, as alterações hepáticas e renais foram 

classificadas como de caráter reversível para ambos os alginatos. 

Com base nos resultados da análise histopatológica que indicaram 

que o rim seria o principal órgão-alvo da toxicidade dos alginatos, foi avaliada a 

ação desses compostos na função renal, utilizando o modelo de perfusão renal 

em rim isolado de rato. Este modelo permite avaliar os seguintes parâmetros: 

usão, resistência vascular renal, fluxo urinário, 

ritmo de filtração glomerular, alem do transporte e da excreção dos íons Na+, K+ 

e Cl-  (método desenvolvido por Bowman and Maack, 1974 e Ross, 1978 e 

adaptado por Fonteles & Jeske, 1980). 

  A infusão dos alginatos –V e +V na concentração de 10 µg/mL no sistema 

de perfusão renal, após 30 minutos (controle interno), causou um significativo 

aumento na pressão de perfusão, porém o alginato V apresentou um efeito 

mais precoce e maior em relação ao alginato +V. Concomitantemente o alginato 

–V causou um aumento da resistência vascular renal significativamente maior 

que o alginato +V. O fluxo urinário foi intensamente aumentado pelo alginato V 

durante os tempos 90 e 120 minutos. O alginato –V também aumentou o ritmo 

de filtração glomerular nos tempos 90 e 120, enquanto o alginato +V apresentou 
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significância somente no tempo de 90 minutos. O aumento da pressão de 

perfusão foi provavelmente responsável pelo aumento do fluxo urinário. Em 

 sódio e potássio, foi observado que os alginatos 

V e +V não apresentaram efeito significativo, no entanto o alginato V diminuiu o 

transporte dos íons cloreto durante os tempos 60, 90 e 120 minutos, enquanto o 

alginato +V foi ativo somente no tempo de 120 minutos. O alginato –V aumentou 

intensamente a excreção dos íons sódio, potássio e cloreto ao longo dos tempos 

60, 90 e 120 minutos, porém o alginato +V aumentou significativamente a 

excreção dos íons sódio e cloreto no tempo de 90 minutos. De acordo com os 

parâmetros analisados, pode-se afirmar que o alginato –V possui uma maior 

nefrotoxicidade em relação ao alginato +V, corroborando os achados 

 

Martins et al. (2003) demonstraram que os componentes do 

sobrenadante de macrófagos ativados pelo veneno da Crotalus durissus 

cascavella possuem efeitos nefrotóxicos in vitro, tais como aumento da pressão 

de perfusão, taxa de filtração glomerular, fluxo urinário e diminuição do 

transporte tubular e proximal de sódio. Dentre os componentes com atividade 

nefrotóxica liberado a partir de macrófagos destaca-se os efeitos promovidos 

pela fosfolipase A2 e ciclooxigenase, estas sintetizam mediadores inflamatórios 

originados do ácido araquidônico, bem como a liberação de citocinas 

principalmente o TNF-á. Barbosa et al. (2005) demonstraram que as frações 

miotoxicas I e II (Lys49 PLA2 e Asp49 PLA2 respectivamente) isoladas do veneno 

da serpente Bothrops jararacussu promovem um aumento da pressão de 

perfusão, resistência vascular renal, fluxo urinário e da ta

glomerular. Ao contrário, diminui o transporte tubular de sódio e potássio. A 

indometacina reverteu os efeitos tubulares, vasculares e glomerulares 

promovida pela miotoxina I, e parcialmente bloqueou os efeitos da miotoxina II.   

No momento, não podemos afirmar se os alginatos V e +V possuem 

um efeito direto no glomérulo, porém uma lesão do tecido glomerular pode 

resultar em um aumento na taxa de filtração levando a um posterior aumento do 
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fluxo urinário. A excreção dos íons sódio, potássio e cloreto dependem da 

relação entre a taxa de filtração glomerular e de reabsorção nos túbulos renais. 

(Nobre et al., 1999). Os alginatos -V e +V podem apresentar efeitos nefrotóxicos 

indiretos através de mediadores liberados via células mesangiais. Foi 

demonstrado na literatura que vários mediadores podem ser liberados por 

macrófagos ativados com o ácido manurônico. Em nosso estudo, observamos 

que o alginato –V possui uma maior nefrotoxicidade em relação ao alginato +V. 

O diferente efeito nefrotoxico entre os alginatos –V e +V podem estar 

relacionados com as suas respectivas diferenças físico-químicas, tais como 

viscosidade e grupos M /G. 

Neste trabalho, a análise histopatológica demonstrou que os alginatos 

V e +V nas concentrações utilizadas, promoveram um significativo aumento da 

polpa branca do baço dos camundongos tratados por ambas as vias de 

administração oral e intraperitoneal em relação ao grupo controle. A 

hematopoiese ocorre no baço principalmente na vida neonatal, contudo esta 

rvada durante toda a vida do indivíduo (Banks, 1992; Coelho 

2002). Sendo assim, esta hiperplasia da polpa branca no baço sugere uma 

atividade imunoestimulante desses compostos. Vale ressaltar que os animais 

tratados com o alginato +V apresentaram uma maior proliferação das células 

esplênicas em relação ao alginato V. Este maior efeito imunomodulador do 

alginato +V pode estar relacionado com a maior eficácia deste composto no que 

diz respeito a atividade antitumoral. Vários estudos têm reportado que o ácido 

manurônico, presente em maior quantidade no alginato +V, estimula a resposta 

imune humoral e celular.  

Este estudo confirma com os achados reportados por Torres (2003), 

onde os alginatos –V e +V de S. vulgare potencializaram a síntese de anticorpos 

totais em camundongos imunizados contra a proteína ovalbumina, no entanto, 

ambos os alginatos não proveram a síntese de anticorpos específicos, ou seja, 

não apresentaram imunogenicidade.  Em modelos experimentais murino de 

V e +V de S. vulgare aumentaram a migração de 
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células envolvidas no processo da resposta inflamatória aguda, tais como 

neutrófilos e macrófagos. Desta maneira, suas propriedades antigênicas podem 

intermediar as respostas imunes inata e adaptativa, estimular a fagocitose, 

aumentar a liberação de citocinas, ativar a produção de leucotrienos, bem como 

potencializar a produção de anticorpos. 

Em vários estudos utilizando animais experimentais, demonstrou-se 

que extratos de algas marinhas apresentam compostos biologicamente ativos 

envolvidos com a resposta imune das células B e macrófagos (Yoshizawa et. al., 

1993; Okai, et. al. 1997, Liu, et. al., 1997). Shan em 1999 demonstrou que 

extratos de algas marinhas estimulam a proliferação in vitro de linfócitos T do 

sangue periférico, aumentam a atividade dos linfócitos T citotóxicos contra 

células tumorais e a produção de imunoglobulinas pelas células B, bem como 

estimulam a liberação de TNF a partir de monócitos humanos e murinos. O 

fracionamento realizado posteriormente demonstrou que os compostos bioativos 

não eram de natureza protéica, mas que polissacarídeos estavam relacionados 

com a potencialização da resposta imunológica. Os alginatos também 

in vitro em monócitos peritoneais murino, 

revelado pelo aumento na produção de TNF, NO e expressão dos receptores 

CD80 e CD86, bem como promovem o processo de fagocitose. Devido sua 

propriedade pró-inflamatória, os alginatos possuem relevantes ações adjuvantes 

a fim de potencializar a estimulação antigênica no processo de vacinação 

(Pasquali et al., 2005). 

Por outro lado, muitos quimioterápicos, inclusive o 5-Fluorouracil, são 

imunossupressores e possuem muitos efeitos colaterais (Takiguchi et al., 2001). 

No presente estudo, demonstrou-se que o tratamento com o 5-FU nas 

concentrações de 25 e 15 mg/m2 promovem hipoplasia da polpa branca do baço, 

com expressiva diminuição dos megacariócitos e de agregados linfóides.  

Muitos investigadores têm sugerido que diversos polissacarídeos de 

xicidade diretamente em células cancerígenas, 

mas produzem efeitos anticâncer a partir da ativação do sistema imune. Isto tem 
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sido verificado experimentalmente através da perda de atividade antitumoral dos 

polissacarídeos em camundongos neonatal timectomiz

administração de soro anti-linfócito (Ooi & Liu, 2000). Por exemplo, a atividade 

antitumoral da lentinan, bem como de outros polissacarídeos podem ser inibida 

-tratamento com agentes anti-macrófagos. Borchers et al., 1999, 

demonstraram que vários efeitos dos polissacarídeos são devido a 

potencialização das células T e macrófagos após o reconhecimento específico 

et al. (2004) reportaram que o polissacarídeo purificado 

da espécie fungica Antrodia camphorata (AC-PS) inibe o crescimento do tumor 

Sarcoma 180 in vivo quando administrado por via oral e intraperitoneal, no 

entanto não inibe o crescimento in vitro de células tumorais U937. Este trabalho 

também demonstrou que camundongos tratados com AC-PS exibiram uma alta 

proliferação de células esplênicas após 30 dias de tratamento. Shimizu et al. 

(2005) demonstraram que o polissacarídeo sulfatado de alto peso molecular da 

Okinawa mozuku aumenta o número de células T citotóxicas do 

baço de camundongos BALB/c, bem como a taxa de células CD 11b, antígeno 

de superfície das células Natural killer (NK) presente também em monócitos e 

macrófagos. Foi demonstrado que alginatos com alto teor de ácido manurônico 

(M) ativa as células (NK) murinas, funcionando como imunomodulador in vivo 

(Son et al., 2005). 

A peritoneo consiste de uma cavidade onde residem células do 

sistema de defesa contra microorganismos potencialmente patogênicos. Dentre 

os mais importantes, os macrófagos participam no desenvolvimento das 

respostas imunes específica como células apresentadoras de antígenos (APC) e 

células acessórias para os linfócitos. Os macrófagos também fazem parte do 

sistema imune inato, e, portanto, possuem um importante papel na defesa contra 

inúmeros microorganismos e tumores. Quando ativados, os macrófagos 

aumentam sua atividade fagocitária e liberam vários mediadores principalmente 

citocinas como interleucinas (IL), interferon (IFN), fator de necrose tumoral 

(TNF); espécies reativas do oxigênio, prostaglandinas e óxido nítrico (Son et al., 

2001). Agentes imunomodulatórios como o polímero divinil ester-co-maleico 
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anidride (MVE) possuem efeitos adversos ou benéficos na resposta imune 

dependendo da via de administração. Quando administrado por via intravenosa 

(i.v.), apresenta pouco efetividade na modulação do sistema imunológico quando 

comparado com sua administração por via intraperitoneal (i.p.). Camundongos 

injetados intravenosamente com o polímero MVE são mais susceptíveis a 

Plasmodium yoelii e Plasmodium berghei em relação a 

camundongos tratados por via intraperitoneal ou não tratados. Foi, 

posteriormente, sugerido que o tratamento com MVE está diretamente 

relacionado com o aumento da produção de metabólitos reativos gerados a 

partir do burst respiratório pelos macrófagos da cavidade peritoneal (Krishna et 

al., 1989). 

O papel dos macrófagos ativados na defesa contra células tumorais 

tem sido investigado extensivamente por décadas passadas. Moretão et al. 

(2004) demonstraram a atividade antitumoral de um heteropolissacarídeo ácido 

conhecido como ARAGAL no modelo experimental in vivo do Sarcoma 180. Este 

grupo de pesquisadores demonstrou que o potencial citótoxico deste 

polissacarídeo era via macrófagos e entre os seus principais mediadores 

liberados, o TNF estava diretamente envolvido com suas propriedades 

antitumoral. Son et al. (2001) demonstraram que alginatos com alto conteúdo de 

ácido manurônico estimulam na cavidade peritoneal várias funções via 

-se que os alginatos estimulam a migração e ati

macrófagos, que liberam vários mediadores citótoxico principalmente TNF-á, NO 

e H2O2. Estes fatores conseqüentemente estão envolvidos com a atividade 

antitumoral dos alginatos. 

Medzhitov & Janaway (2000) têm proposto que as células do sistema 

imune inato expressam receptores que discriminam entre antígenos próprios e 

estranhos por reconhecimento de moléculas preservadas presentes nos 

patógenos, denominados de PAMPS. Os receptores Toll like constituem uma 

família de proteínas que apresentam um domínio extracelular com regiões 

repetidas ricas em leucinas e uma região intracitoplasmática contendo um 
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domínio homologo ao receptor da IL-1, as quais estão envolvidas com a 

resposta imune inata inicial contra patógenos. Flo et al. (2002) demonstraram 

que polímeros de ácidos manurônicos estimulam a liberação de citocinas, tais 

como TNF e IL-6, através da ativação dos receptores Toll like (TLR) 2 e 4 em 

células mononucleares do sangue periférico. Desta forma, os alginatos com alto 

teor de M são relevantes no tratamento do câncer devido as suas propriedades 

imunomoduladoras. 

Embora a via oral seja tolerante a muitas substâncias estranhas para 

manter a homeostase fisiológica, a resposta imune humoral e celular é bastante 

desenvolvida nas regiões bucal e intestinal. Maeda & Kimura (2004) 

demonstraram que quitosanas, polímero formado por unidades de glicosamino, 

de baixo peso molecular e administradas por via oral possuem atividade 

antitumoral no modelo experimental do Sarcoma 180, no entanto, este efeito não 

foi visto em quitosanas de alto peso molecular. Neste estudo, verificou-se que a 

atividade citótoxica das quitosanas contra as células tumorais foi desenvolvida 

por fatores imunomoduladores através dos linfócitos intraepiteliais intestinais, 

com a participação de células natural killer, m -ã, 

IL-12 e IL-18.  

De acordo com a análise histopatológica, o tratamento com os ambos os 

alginatos por via oral levou ao aumento da polpa branca do baço, indicando 

aumento no número de megacariócitos. Este efeito imunomodulat

sugere que os alginatos –V e +V estimulam a resposta imune por via oral, 

embora neste estudo os mecanismos não tenham sido elucidados.  

A quimioterapia tem sido uma das principais modalidades terapêuticas 

usada para o tratamento de pacientes com diversos tipos de câncer. Contudo, 

em muitos casos, somente a quimioterapia não resulta no sucesso terapêutico, 

onde não há uma remissão completa dos tumores nem prevenção de 

metástases, além de induzir muitos efeitos adversos em doses terapeuticamente 

efetivas (Han et al., 1999). Entretanto, a descoberta e identificação de novas 

drogas, sem muitos efeitos colaterais, bem como a associação de várias formas 
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de intervenção tem sido alvo de muitos estudos nas ciências biomédicas (Gan et 

al., 2004). 

Muitos ensaios clínicos de fase I e II realizados em diferentes países 

do mundo demonstraram que a combinação da imunoterapia e quimioterapia 

podem resultar em uma grande eficácia no tratamento do câncer. Mitchell em 

2003 reportou que a combinação de vários imunot

citocinas e anticorpos monoclonais, bem como a associação destes com drogas 

utilizadas na quimioterapia podem ser excelentes adjuvantes no tratamento do 

câncer, bem como diminuir os efeitos tóxicos causados pela quimioterapia. 

Desta maneira, os alginatos foram testados em associação com o 

-FU. Para a realização desses experimentos, foram utilizadas 

concentrações menores tanto dos alginatos + V e V (25mg/m2), bem como de 

5-FU (15 mg/m2), na tentativa de reduzir a toxicidade apresentada por esses 

compostos, porém mantendo ou potencializando a atividade. A administração 

dos alginatos foi feita por via oral, uma vez que essa via mostrou-se mais eficaz. 

A associação do 5-FU (15 mg/m2) com o alginato +V (25 mg/m2) levou 

a uma inibição do crescimento tumoral de 76,2%, semelhante ao observado 

quando o alginato +V foi administrado na concentração de 100 mg/m2. Já a 

associação do quimioterápico com o alginato V, causou a mesma inibição ou 

menor que quando os compostos foram administrados isoladamente. Esses 

resultados indicam que a associação mostrou-se uma estratégia terapêutica 

eficiente apenas para o alginato +V. 

Com relação aos efeitos tóxicos, não foram observadas alterações nos 

pesos dos órgãos utilizando a concentraç 2 para os alginatos e 15 

mg/m2 para o 5-FU, nem nos grupos associados, ao contrário das concentrações 

maiores, o que sugere uma redução de toxicidade quando os compostos foram 

administrados em doses menores mesmo associados. A análise histopat

do rim revelou que os animais tratados com a associação dos alginatos V e +V 

com o 5-FU apresentaram sinais de toxicidade renal, revelada pela presença de 
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tumefação turva e vacuolização do epitélio tubular, porém estas alterações 

foram mais leves do que quando os compostos foram administrados 

isoladamente em concentrações maiores. Com relação aos efeitos hepáticos, 

também houve diminuição da toxicidade, com redução dos fócos de esteatose 

em microgotas. Já a proliferação da polpa branca, não foi visualizada na 

concentração de 25mg/m2 de ambos os alginatos. 

Como outra forma de avaliar a toxicidade desses compostos 

administrados na concentração de 25mg/m2, associados ou não ao 5-FU, foi 

realizada a análise de parâmetros hematológicos e bioquímicos dos animais 

tratados. 

A análise bioquímica dos grupos tratados como os alginatos V e +V 

por via oral e 5-FU nas concentrações de 25 e 15 mg/m2, respectivamente, bem 

como a associação de ambos os tratamentos não apresentaram efeitos tóxicos 

velado pelos níveis séricos de uréia e creatinina. Os alginatos 

V e +V na concentração de 25 mg/m2 administrados por via oral não 

apresentam alterações significativas das enzimas ATS em relação ao controle. 

O tratamento associado dos alginatos – V e +V na concentração de 25 mg/m2 ao 

5-FU na concentração de 15 mg/m2, bem como o 5-FU administrado 

isoladamente causaram toxicidade hepática revelada por aumento da atividade 

das enzimas aspartato amino trasaminases (ATS), no entanto, não houve 

cativas entre os tratamentos. Portanto, a toxicidade hepática 

promovida pelo tratamento com o 5-FU na concentração de 15 mg/m2 não foi 

potencializada com a administração dos alginatos V e +V na concentração de 

25 mg/m2 por via oral.  Os animais transplantados com o Sarcoma 180 e 

tratados com salina (grupo tumor) não apresentaram diferenças significativas em 

relação aos animais sem tumor e não tratados (grupo normal).  

Geralmente, os compostos com atividade anticâncer apresentam 

diversos efeitos, tais como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. O composto â-

tetimustine, potencialmente antitumoral para o carcinoma ascítico de Ehrlich, 

Sarcoma 180 e Linfoma de Dalton, promove um aumento da atividade das 



 xix 

enzimas hepáticas glutamina oxilacetato transaminases e glutamina piruvato 

transaminases, bem como aumenta o nível sérico de uréia nitrogenada após 9 

dias de tratamento em camundongos inoculados com o tumor de Ehrlich. Neste 

estudo foi demonstrado que os animais inoculados com o tumor de Ehrlich e não 

tratados apresentaram aumento da atividade da enzima hepática glutamina 

oxilacetato transaminase após 9 dias e aumento do nível de uréia após 21 dias 

Grosh et al., 1999). 

De acordo com a análise hematológica, os animais transplantados 

com o Sarcoma 180 e tratados com os alginatos –V e +V por via oral na 

concentração de 25 mg/m2, bem como o grupo não tratado não apresentaram 

alterações do número de leucócitos totais, porém houve uma diminuição 

significativa do número de linfócitos em relação ao grupo de animais sem tumor 

e não tratados (controle normal). O tratamento somente com o 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2 causou uma intensa depressão do sistema 

imunológico, revelado pelo quadro de leucocitopenia e linfocitopenia. No 

entanto, o tratamento associado do 5-FU aos alginatos –V e +V na concentração 

de 25 mg/m2 apresentou um aumento do número dos leucócitos totais e 

linfócitos em relação ao grupo administrado somente com o 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2. Sendo assim, os alginatos –V e +V administrados na 

concentração de 25 mg/m2 por via oral foram capazes de prevenir o quadro de 

leucocitopenia e linfocitopenia apresentado nos animais tratados com o 5-FU na 

concentração de 15 mg/m2. Logo, pode ser sugerido que os alginatos –V e +V 

de S. vulgare possuam propriedades imunoestimulatórias, mesmo na 

concentração de 25 mg/m2. 

Zhou et al., em 2004, demonstraram que a ë-carragenina, galactana 

sulfatada isolada da alga marinha vermelha Chondrus ocellatus, possui 

atividades antitumoral e imunomoduladora in vivo contra o tumor Sarcoma 180 e 

H22.  Recentemente, este grupo demonstrou que a ë-carragenina de baixo peso 

molecular ativa linfócitos in vitro, e que o 5-FU diminui significativamente a 

proliferação de linfócitos in vivo em relação ao controle. Os animais 
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transplantados com o tumor H22 e tratados com a ë-carragenina associada ao 5-

FU apresentaram uma proliferação de linfócitos in vivo significativamente 

superior aos animais tratados somente com o 5-FU. Estes experimentos 

demonstraram que a associação da ë -carragenina ao 5-FU pode 

significativamente restaurar a função imune suprimida pelo tratamento com o 5-

FU (Zhou et al., 2006). 

De acordo com o trabalho de revisão publicado por Ehrke (2003), 

-câncer explorados terapeuticamente podem causar efeitos 

imunomodulatorios, exibido em diversos modelos animais experimentais. Vários 

-se relevantes no estudo da imunomodulação dos agentes 

anti-câncer como: dose, via de administração, natureza antigênica e o uso de 

adjuvantes. O tratamento com o 5-Fluorouracil interferi na resposta imune 

humoral e celular dependendo da dose utilizada. Sua administração em 

concentrações moderada a alta causa uma grande imunossupressão, no 

entanto, quando administrado em concentrações baixas promove um aumento 

das respostas imunes. De acordo com esses dados, pode-se afirmar que as 

concentrações utilizadas neste trabalho para avaliar o potencial antitumoral dos 

alginatos –V e +V foram menores em relação aos outros trabalhos e que embora 
2 empregada para tratar os animais com o 5-FU seja 

significativamente pequena, este, no entanto promoveu uma depressão das 
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7.Conclusão 

Este trabalho nos permite concluir que os alginatos –V e +V 

administrados por via oral e intraperitoneal foram capazes de inibir o 

crescimento tumoral em camundongos transplantados com o Sarcoma 180, 

sendo a via oral mais eficaz. A ausência de efeito nos ensaios in vitro revelou 

que a atividade antitumoral dos alginatos –V e +V deve estar ligada a 

mecanismos indiretos, dependentes do hospedeiro. Baseado em outros 

trabalhos de polissacarídeos, e em estudos prévios com esses compostos, bem 

como na análise histopatológica do baço, verificou-se que os alginatos –V e +V 

possuem propriedades imunomoduladoras que podem ser relevantes para a sua 

atividade anticâncer in vivo. Observamos, ainda, no presente estudo que o efeito 

antitumoral do alginato +V é potencialmente maior em relação ao alginato V, 

porém os efeitos toxicológicos foram mais evidentes por parte do alginato –V. 

Estas diferenças entre os alginatos podem estar relacionadas com a viscosidade 

e/ou os grupamentos de ácido manurônico e gulurônico. Além disso, a 

associação do alginatos +V com o 5-FU mostrou ser uma interessante estratégia 

terapêutica para redução da toxicidade dos compostos, mantendo a eficácia 

antitumoral do tratamento.  
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Baixar livros de Matemática
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
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Baixar livros de Química
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Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
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