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RESUMO 

 
Estudo dos Níveis Séricos de Ácido Siálico em Modelo Tumoral e Viral 

 
O ácido siálico é o nome genérico dado a família de monossacarídeos carboxilados 
com nove átomos de carbono que aparece na porção terminal de glicoconjugados. 
Estas moléculas estão envolvidas em vários processos biológicos, tais como, processos 
de reconhecimento celular, adesão plaquetária, migração, invasão, potencial 
metastático, sendo também um receptor para bactérias e vírus. O aumento das 
concentrações séricas de ácido siálico total tem sido descrito em vários grupos de 
pacientes que sofrem de tumores cerebrais, leucemia, melanoma, carcinoma e outros 
tipos de cânceres. A clivagem do ácido siálico é um passo crucial para a infecção do 
vírus Influenza, uma vez que este ácido é parte do receptor celular usado pelo vírus 
durante o processo de internalização celular. A neuraminidase, enzima produzida pelo 
vírus, cliva a ligação entre o ácido siálico e as glicoproteínas virais, permitindo a entrada 
dos vírus nas células. O objetivo desse estudo foi analisar os níveis séricos de ácido 
siálico em modelo de melanoma murino e modelo de infecção herpética (HSV-1). No 
modelo tumoral foram utilizados camundongos C57BL/6 e no modelo viral 
camundongos BALB/c. Os camundongos receberam 2x105 células B16F10 através da 
administração subcutânea na coxa e a progressão do tumor foi acompanhada todos os 
dias até o tumor se tornar visível. A infecção com HSV-1 foi realizada através da 
administração intraperitoneal de 102 PFU de vírus.  O ácido siálico das amostras de 
soro foram quantificadas pelo método tiobarbitúrico em espectrofotômetro à 549 nm. 
Uma curva padrão com ácido siálico comercial foi usada como parâmetro para a 
quantificação. Os resultados mostraram que as concentrações de ácido siálico no 
modelo tumoral foram aumentadas nos animais com tumor quando comparadas ao 
grupo controle e houve diferença significativa (p< 0,05) no primeiro dia após a 
administração das células. Para o modelo de infecção viral houve diferença significativa 
(p< 0,05) no primeiro dia após a infecção quando comparado o grupo infectado com o 
controle. Na análise histológica da coxa dos camundongos realizada após 24 horas da 
administração de células B16F10 foram encontrados grupos compactos de melanócitos 
arredondados ou poligonais, com citoplasma amplo e claro, cromatina irregular, núcleos 
hipercromáticos e vacuolizados, nucléolos eosinofílicos e mitoses atípicas. 

 

Palavras-chave: Ácido siálico, melanoma, Herpes Simplex virus 1 (HSV-1), 
glicoconjugados. 
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ABSTRACT 
 
Study of serum levels of Sialic Acid in Tumor and Viral Model 
 
The sialic acid is the generic name of carboxylated monosaccharides family with 
nine carbon glycoconjugated at terminal portion. These molecule family are 
involved in several biological processes such cell recognition processes, platelet 
adhesion, migration, invasion and metastatic potential, it also work as a receptor 
for bacteria and viruses. High concentrations of total sialic acid in the blood have 
been reported in different groups of patients with brain tumors, leukemia, 
melanoma, carcinoma and other kinds of cancers. The cleavage of sialic acid is a 
crucial step in virus infection influenzae, since this acid is part of the cellular 
receptor that the virus uses during the process of cellular internalization. The 
neuraminidase, an enzyme produced by the virus, cleaves the bond between sialic 
acid and the viral glycoproteins, allowing the entry of viruses into cells.The aim of 
this study was the analysis of serum sialic acid levels in murine melanoma and 
Herpes Simplex virus-1 (HSV-1) infection model. In the tumor model were used 
C57BL/6 and in the viral model BALB/c mice. Mice were injected with 2x105 
B16F10 cells subcutaneously in the thigh and the tumor progression was followed 
each day till it became visible. The HSV-1 infection was conducted by 
intraperitoneally injection of with 102 PFU of virus. The sialic acid in serum samples 
was quantified by thiobarbituric method in spectrophotometer at 549 nm. A 
standard curve with commercial sialic acid was used as parameter for 
quantification. The results showed that in tumor model the sialic acid was 
increased compared with control group and have significant difference (p <0.05) in 
the first day after administration of cells. For the viral infection the concentration of 
sialic acid showed a significant difference (p <0,05) in the first day after infection 
when compared infected with control group. The histological analysis in thigh of 
mice performed 24 hours after administration of B16F10 cells were found compact 
groups of round or polygonal melanocytes with clear and large cytoplasm, irregular 
chromatin, hyperchromatic and vacuolated nuclei, eosinophilic nucleoli and atypical 
mitosis. 
 
Keywords:  Sialic acid, melanoma, Herpes Simplex virus 1, glycoconjugates. 
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1 Introdução 

 

O ácido siálico (AS) é um monossacarídeo formado por nove carbonos 

(MALYKH; SCHAUER; SHAW, 2001), carregado eletronegativamente (SCHAUER, 

2004) e devido a modificações estruturais, forma uma família de mais de cinquenta 

moléculas com estruturas diferentes (MÜNSTER-KÜHNEL et al, 2004). Essa 

diversidade é devido a variedade de substituições nas posições 4, 5, 7, 8 e 9  da cadeia 

do AS, também denominado ácido neuramínico, formando por exemplo, o ácido 5-N-

acetilneuramínico (Neu5Ac), o ácido 5-N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) e o ácido 2-ceto-

3-deoxi-D-glicero-D-galacto-nonulosonico (KDN), sendo estes os principais tipos de AS 

(VARKI; VARKI, 2007).  

Os ácidos siálicos podem ser encontrados em alguns microrganismos 

invertebrados e em todos os tecidos de mamíferos (SCHAUER, 2004).  Nos mamíferos, 

os ácidos siálicos normalmente ocupam posições terminais expostas sobre as cadeias 

de oligossacarídeos glicoconjugados (TANNER, 2005) e atuam em uma variedade de 

processos celulares como na adesão e reconhecimento celular, inflamação e resposta 

imune (MALYKH; SCHAUER; SHAW, 2001; TANNER, 2005).  

De acordo com Akcay e colaboradores (2001) a superfície das células 

cancerosas difere em muitos aspectos das células normais. Uma dessas 

transformações está associada com mudanças na composição da membrana celular, 

verificando-se alterações nas membranas em termos do conteúdo de AS de 

glicoproteínas e glicolipídios. Nos processos tumorais o AS está envolvido na migração, 

invasão e potencial metastático (CHANG et al, 2006).  

No Brasil, o câncer mais incidente é o câncer de pele, sendo que o tumor 

cutâneo de maior importância é o melanoma. Embora ele represente 4 % dos tumores 

de pele é o responsável por mais de 79 % das mortes por este tipo de câncer 

(DIMATOS et al, 2009). O diagnóstico precoce é a melhor alternativa para alcançar a 

cura (CALIFANO; NANCE, 2009), sendo que a presença de metástases nos pacientes 

com melanoma significa um mau prognóstico (THIES et al, 2002).  

Além dos ácidos siálicos estarem implicados em processos tumorais, os 

mesmos estão envolvidos em infecções virais, pois muitos microrganismos 
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desenvolvem estratégias, utilizando o AS presente na superfície celular como um sítio 

de ligação para a adesão e subsequente infecção da célula (SCHAUER, 2004). Como é 

o caso do vírus Influenza, onde as glicoproteínas virais, responsáveis pela ligação do 

vírus nos receptores da superfície celular do hospedeiro, se ligam ao AS para 

penetrarem nas células (SUZUKI et al, 2000). Assim como o Influenza, sabe-se que 

dois membros da família Picornaviridae, variante A24 coxsackievirus (CVA24v) e 

enterovirus tipo 70 (EV70), responsáveis pela maioria dos casos de conjuntivite aguda 

hemorrágica, fazem do AS o seu receptor celular para a infecção do hospedeiro 

(NILSSON et al, 2008).  

Da mesma maneira os Poliomavirus humanos (JC vírus e BK vírus) que podem 

provocar disfunção renal, utilizam resíduos de AS para se ligar à célula hospedeira 

(DUGAN; GASPAROVIC; ATWOOD, 2008). O vírus Adeno-Associado tipo 12 (AAV12), 

não infecta humanos, mas pode infectar bovinos, aves, equinos e ovinos, e é 

dependente de AS e sulfato de heparano para infectar as células do hospedeiro 

(SCHMIDT et al, 2008). 

Os métodos para diagnóstico tumoral e viral ainda são muitas vezes 

inespecíficos, pouco precisos ou caros (VARELLA et al, 2005; VESTERGAARD; 

MENZIES, 2008), no caso de tumores, a demora no diagnóstico pode ser fatal, sendo 

que uma diminuição na taxa de mortalidade de pacientes com melanoma pode ser 

alcançada através do diagnóstico precoce (HALPERN; LIEB, 2007). 

O diagnóstico das infecções herpéticas pode ser realizado através de isolamento 

do vírus em cultura celular e detecção do DNA viral por reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Sendo que o isolamento em cultura celular é mais barato que a 

PCR, entretanto os resultados são obtidos 24 à 48 horas após a inoculação da amostra 

na cultura de células (WHITLEY; ROIZMAN, 2001). 

A nanotecnologia tem impacto positivo em quase todos os setores, incluindo a 

saúde. A aplicação da nanotecnologia à saúde (nanomedicina) requer a interseção de 

várias disciplinas, incluindo biologia, química, física, química e engenharia mecânica, 

ciência dos materiais e da medicina clínica. Recentemente, várias novas modalidades 

diagnósticas e terapêuticas surgem através da montagem supramolecular de 

componentes simples, impossíveis de serem desenvolvidas sem a engenharia em 
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nanoescala (FARAKHZAD; LANGER, 2006). 

O uso de nanotecnologias para aplicações de diagnóstico oferece uma grande 

promessa para atender às rigorosas demandas dos laboratórios clínicos em 

sensibilidade e custo-eficácia (AZZAZY; MANSOUR; KAZMIERCZAK, 2006).  

Em decorrência do exposto e, sabendo que o ácido siálico está presente nos 

glicoconjugados na superfície das membranas de células tumorais e algumas infecções 

virais, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o envolvimento do ácido siálico na 

fase aguda utilizando modelos de melanoma murino e infecção herpética com Herpes 

Simplex Virus 1 (HSV-1), e relacionar com as concentrações séricas de AS no início do 

processo tumoral e na infecção herpética.  
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2 Referencial Teórico 

 

2.1 Ácido Siálico  
 

As cadeias de glicanos (carboidratos) dos vertebrados são compostas 

principalmente por açúcares de 5 e 6 carbonos. Uma exceção é a família dos ácidos 

siálicos, que são α-ceto ácidos com uma cadeia de 9 carbonos (ANGATA; VARKI, 

2002). 

Os ácidos siálicos mais abundantes são o ácido 5-N-Acetilneuramínico 

(Neu5Ac), o ácido 5-N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) e o ácido 2-ceto-3-deoxi-D-glicero-

D-galacto-nonulosonico (KDN). O Neu5Gc difere do Neu5Ac devido à existência de um 

átomo de oxigênio adicional na porção N-acil (MALYKH; SCHAUER; SHAW, 2001), 

sendo o Neu5Gc presente em traços nos tecidos e fluidos humanos saudáveis 

(MALYKH; SCHAUER; SHAW, 2001). As maiores variações estruturais ocorrem na 

posição 5 do AS, o qual pode ser substituído por acetamido, hidroxiacetamido ou 

hidroxila, para formar Neu5Ac, Neu5Gc e KDN, respectivamente (MÜNSTER-KÜHNEL 

et al, 2004), sendo esses derivados mostrados na Figura 1. 

A ligação glicosídica do AS com outros açúcares pode ocorrer de três maneiras 

diferentes: ligação glicosídica α2,3; α2,6 e α2,8, (Figura 1), sendo a última forma 

geralmente existente como homopolímeros de algumas glicoproteínas expressas em 

tecido neural e gangliosídeos (ULLOA; REAL, 2001). Nas células de mamíferos, os 

monômeros de AS (Neu5Ac, Neu5Gc e KDN) podem formar dímeros (diSia), 

oligômeros (oligoSia) ou polímeros (poliSia) em cadeias lineares aniônicas que 

consistem de repetições desses monômeros através de ligações glicosídicas α2,8 entre 

os resíduos de AS (WANG et al, 2009). 

Os ácidos siálicos contribuem para uma enorme diversidade estrutural de 

carboidratos complexos, os quais são os maiores constituintes de proteínas e lipídios 

das membranas celulares e macromoléculas secretadas. A diversidade da cadeia de 

glicanos é aumentada pela biossíntese de vários tipos de ácidos siálicos (Tabela 1) 

(ANGATA; VARKI, 2002; BUSCHIAZZO; ALZARI, 2008), potencializando desta forma a 

complexidade dos glicoconjugados (SCHAUER, 2004).  
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Figura 1.  Estrutura e ligações de alguns derivados de ácido s iálico (BYRNE; DONOHOE; 
O’KENNEDY, 2007). 

 

De acordo com Schauer (2004), apesar da diversidade estrutural e da 

existência de vários tipos de AS sua distribuição depende do animal, espécies 

celulares, função da célula e parece ser fortemente regulada a nível genético. Desta 

forma, uma célula ou organismo nunca apresentará todos os tipos de AS. 
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Tabela 1.  Ocorrência e Diversidade Estrutural dos Ácidos Siálicos (Adaptada de 
ANGATA;VARKI, 2002). 
Nome dos Compostos Abreviaturas Ocorrência a 
Ác. Neuramínico Neu Vb 

Ác. Neuramínico 1,5 lactâmico Neu 1,5 lactâmico V 
Ác. 5-N-acetilneuramínico Neu 5Ac V, E, Ps, Pz, F, B 
Ác. 5-N-acetil-4-O-acetilneuramínico Neu 4,5Ac2 V 
Ác. 5-N-acetil-7-O-acetilneuramínico Neu 5,7Ac2 V, Pz, B 
Ác. 5-N-acetil-8-O-acetilneuramínico Neu 5,8Ac2 V, B 
Ác. 5-N-acetil-9-O-acetilneuramínico Neu 5,9Ac2 V, E, Pz, F, B 
Ác. 5-N-acetil-4,9-di-O-acetilneuramínico Neu 4,5,9Ac3 V 
Ác. 5-N-acetil-7,9-di-O-acetilneuramínico Neu 5,7,9Ac3 V, B 
Ác. 5-N-acetil-8,9-di-O-acetilneuramínico Neu 5,8,9Ac3 V 
Ác. 5-N-acetil-4,7,9-tri-O-acetilneuramínico Neu 4,5,7,9Ac4 V 
Ác. 5-N-acetil-7,8,9-tri-O-acetilneuramínico Neu 5,7,8,9Ac4 V 
Ác. 5-N-acetil-4,7,8,9-tetra-O-acetilneuramínico Neu 4,5,7,8,9Ac5 V 
Ác. 5-Nacetil-9-O-lactilneuramínico Neu 5Ac9Lt V 
Ác. 5-N-acetil-4-O-acetil-9-O-lactilneuramínico Neu 4,5Ac29Lt V 
Ác. 5-N-acetil-7-O-acetil-9-O-lactilneuramínico Neu 5,7 Ac29Lt V 
Ác. 5-N-acetil-8-O-metilneuramínico Neu 5Ac8Me V, E 
Ác. 5-N-acetil-9-O-acetil-8-O-metilneuramínico Neu 5,9Ac28Me V, E 
Ác. 5-N-acetil-8-O-sulfoneuramínico Neu 5Ac8S V, E 
Ác. 5-N-acetil-4-acetil-8-O-sulfoneuramínico Neu 4,5Ac28S V, E 
Ác. 5-N-acetil-9-O-fosfoneuramínico Neu 5Ac9P Vc,d 
Ác. 5-N-acetil-2,3-O-dideidroneuramínico Neu 2en5Ac Vd 

Ác. 5-N-acetil-9-O-acetil-2-deoxi-2,3-dideidroneuramínico Neu 2en5,9Ac2 Vd 
Ác. 5-N-acetil-2-deoxi-2,3-dideidro-9-O-lactilneuramínico Neu 2en5Ac9Lt Vd 
Ác. 5-N-acetil-2,7- hidroneuramínico Neu 2,7an5Ac Vd 
Ác. 5-N-acetilneuramínico1,7-lactona Neu5Ac1,7lactona V 
Ác. 5-N-acetil-4,9-di-O-acetilneuramínico1,7-lactona Neu4,5,9Ac31,7lactona V 
Ác. 5-N-glicolilneuramínico Neu5Gc V, Pz, F 
Ác. 4-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu4Ac5Gc V 
Ác. 7-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu7Ac5Gc V 
Ác. 8-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu8Ac5Gc V 
Ác. 4,7-di-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu4,9Ac25Gc V 
Ác. 4,9-di-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu4,9Ac25Gc V 
Ác. 8,9-di-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu8,9Ac25Gc V 
Ác. 7,8,9-tri-O-acetil-5-N-glicolilneuramínico Neu7,8,9Ac35Gc V 
Ác. 5-N-glicolil-9-O-lactilneuramínico Neu5Gc9Lt V 
Ác. 4-O-acetil-5-N-glicolil-9-lactilneuramínico Neu4Ac5Gc9Lt V 
Ác. 8-O-acetil-5-N-glicolil-9-lactilneuramínico Neu8Ac5Gc9Lt V 
Ác. 4,7-di-O-acetil-5-N-glicolil-9-lactilneuramínico Neu4,7Ac25Gc9Lt V 
Ác. 7,8-di-O-acetil-5-N-glicolil-9-lactilneuramínico Neu7,8Ac25Gc9Lt V 
Ác. 5-N-glicolil-8-O-metilneuramínico Neu5Gc8Me E 
Ác. 9-O-acetil-5-N-glicolil-8-metilneuramínico Neu9Ac5Gc8Me E 
Ác. 7,9-di-O-acetil-5-N-glicolil-8-O-metilneuramínico Neu7,9Ac25Gc8Me E 
Ác. 5-N-glicolil-8-O-sulfoneuramínico Neu5Gc8S V, E 
Ác. 5-N-glicolil-9-O-sulfoneuramínico Neu5Gc9S E 
Ác. 5-(O-acetil)glicolilneuramínico Neu5GcAc V 
Ác. 5-(O-metil)glicolilneuramínico Neu5GcMe E 
Ác. 2-deoxi-2,3-dideidro-5-N-glicolilneuramínico Neu2en9Ac5Gc Vd 

Ác. 9-O-acetil-2-deoxi-2,3-dideidro-5-N-glicolilneuramínico Neu2en9Ac5Gc vd 

Ác. 2-deoxi-2,3-dideidro-5-N-glicolil-9-O-lactilneuramínico Neu2en5Gc9Lt Vd 

Ác. 2,7-hidro-5-N-glicolilneuramínico  Neu2,7an5Gc Vd 
Ác. 2,7-hidro-5-N-glicolil-8-O-metilneuramínico Neu2,7an5Gc8Me Ed 

AC. 5-N-glicolilneuramínico1,7-lactona Neu5Gc1,7lactona V 
Ác. 2-ceto-3-deoxinononico KDN V, B 
Ác. 5-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN5Ac V 
Ác. 7-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN7Ac V 
Ác. 9-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN9Ac V 
Ác. 4,5-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN4,5Ac2 V 
Ác. 4,7-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN4,7Ac2 V 
Ác. 5,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN5,9Ac2 V 
Ác. 7,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN7,9Ac2 V 
Ác. 8,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinononico KDN8,9Ac2 V 
AC. 2-ceto-3-deoxi-5-O-metilnononico KDN5Me B 
Ác. 2-ceto-3-deoxi-9-O-fosfonononico KDN9P Vc,d 
aAbreviaturas: V -  vertebrados;  E – equinodermos;  Ps – protostômios (insetos e moluscos);  Pz – protozoários;  F – fungos;  B – 
bactérias;  b – presente apenas como forma ligada;  c  – intermediário biossintético;  d  – presente apenas como forma livre. 
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Em humanos, o AS pode ser encontrado em tecidos e fluidos corpóreos, 

incluindo saliva, suco gástrico, soro, urina, lágrimas, fluido cérebro-espinhal e leite. As 

concentrações variam fisiologicamente com a idade, etnia, condição normal/anormal do 

metabolismo do Ácido Siálico, assim como da ingestão do mesmo proveniente da 

alimentação. Os níveis normais de AS total no soro ou plasma de indivíduos saudáveis 

está entre 1,58 a 2,22 mM/L, principalmente ligado a proteínas (2 mM/L), gangliosídeos 

(10 a 50 µM/L), e AS livre (0,5 a 3 µM/L) (WANG, 2009).  

A concentração normal de AS em camundongos é de 20,2 a 25,8 µg/mL, 

segundo o estudo realizado por Menon e colaboradores (1999) em camundongos da 

linhagem C57BL/6, avaliando a atividade anti-metastática da curcumina e da catequina, 

na redução da formação de metástases pulmonares por células B16F10. O nível sérico 

de AS foi determinando através do método do ácido tiobarbitúrico no grupo controle, 

onde havia somente animais normais sem indução de tumor que não receberam 

nenhum tipo de tratamento, e nos demais grupos estudados. Nesse estudo foi 

demonstrado que o uso de substâncias anti-metastáticas diminuiu a concentração de 

AS no soro de camundongos quando comparado com animais que não receberam 

tratamento. 

A biossíntese do AS (Neu5Ac e Neu5Gc) ocorre no citosol com a formação de 

N-acetilmanosamina (ManNAc) proveniente de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-Glc-

NAc). A ManNAc é então fosforilada e forma ManNAc-6 fosfato (ManNAc-6P). O 

segundo passo envolve a condensação de ManNAc ou ManNAc-6P com 

fosfoenolpiruvato para gerar NeuNAc ou NeuNAc-9P. O NeuNAc-9P é desfosforilado e 

gera NeuNAc. A ativação do NeuNAc em citosina-5-monofosfato-ácido-N-

acetilneuramínico (CMP-Neu5Ac) ocorre no núcleo. Após, já no citosol, o CMP-Neu5Ac 

pode ser modificado para citosina-5-monofosfato-ácido-N-glicolilneuramínico (CMP-

Neu5Gc) através da citosina-5-monofosfato-ácido-N-acetilneuramínico hidroxilase 

(CMP-Neu5Ac hidroxilase). O CMP-Neu5Ac e CMP-Neu5Gc são então transportados 

por um carreador específico do complexo de golgi, de onde são transferidas por 

sialiltransferases para resíduos de galactose das glicoproteínas e glicolipídios da 

membrana celular (CHEN et al, 2002; TANNER, 2005). 

As características biofísicas de vários sistemas biológicos são determinadas 
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pela presença da carga negativa e hidrofilicidade do AS na superfície das células.  Um 

exemplo da importância da carga negativa do AS é mostrado nos eritrócitos humanos e 

em outros tipos de células. O AS proporciona uma repulsão de carga, evitando desta 

forma, interações indesejadas de células na corrente circulatória (VARKI, 2008). A 

carga negativa, além de ser determinante nas interações entre as células (linfócitos T e 

B), também é importante em hormônios e citocinas e na invasão de patógenos (CROSS 

et al, 2003). 

A densidade do AS presente na membrana basal glomerular parece crucial para 

manter a função normal de filtração renal (VARKI, 2008). A presença de sulfato de 

heparano e AS contribuem para a eletronegatividade da parede do capilar glomerular, 

contribuindo desta forma, para a seletividade da barreira que é dependente de carga. 

Pacientes com Diabetes mellitus (DM) tem redução na quantidade de sulfato de 

heparano e de AS, aumentando o ritmo de filtração glomerular e o fluxo plasmático 

renal nas fases iniciais de DM, sugerindo que essas alterações sejam responsáveis 

pela proteinúria e pelas lesões histopatológicas renais (FARIA, 2001). 

  No cérebro de mamíferos existe uma grande quantidade de polímeros de AS 

com ligações α2,8, denominado de ácido polisiálico (PSA), ligados a moléculas de 

adesão de células neuronais (NCAM), que são moléculas de superfície celular, as quais 

exercem atividades relacionadas com adesão célula-célula e célula-matriz extracelular. 

O alto grau de hidratação do PSA permite aumentar a distância entre as membranas 

das células, que respondem com maior eficiência aos sinais extrínsecos 

(RUTISHAUSER, 2008).   

De acordo com Rutishauser (2008) os níveis de PSA são reduzidos no cérebro 

de indivíduos adultos, porém, níveis elevados de PSA persistem em regiões distintas 

para manter a capacidade neurogênica, como na zona subventricular, ou regiões que 

apresentam plasticidade fisiológica, como no hipotálamo. Devido à habilidade do PSA 

em regular o desenvolvimento e a plasticidade neural em adultos, a manipulação das 

funções de PSA pode ter valor terapêutico em situações nas quais o tecido tenha sido 

lesado. 

Além de implicações em animais, existem muitas bactérias que produzem e 

utilizam o AS em sua superfície celular, a fim de mimetizar células de mamíferos e 
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confundir o sistema imune do hospedeiro, como por exemplo, a Escherichia coli K1, 

Neisseria meningitidis e Campylobacter jejuni (BUSCHIAZZO; ALZARI, 2008). Já, a 

Corynebacterium diphteriae transfere para si o AS de glicoconjugados do hospedeiro 

usando uma trans-sialidase (TS) (uma forma modificada de sialidase que catalisa uma 

reação eficiente de sialiltransferase) (CROCKER; VARKI, 2001).  

O mesmo mecanismo pode ser observado em alguns protozoários, como ocorre 

no Trypanossoma cruzi (T. cruzi), onde a transferência do AS é realizada através da 

TS, uma enzima que cliva o AS de glicoconjugados da célula do hospedeiro e transfere 

para as estruturas receptoras da sua superfície, promovendo a sialização que evita o 

reconhecimento pelo sistema complemento e ativação do sistema imune (JACOBS; 

ERDMANN, FLEISCHER, 2010). Apesar da TS e dos glicoconjugados sializados 

aparentemente apresentarem funções críticas para a infecção, persistência e 

patogênese da doença de Chagas causada pelo T. cruzi, os exatos mecanismos 

moleculares da sua função e os receptores para estas estruturas sializadas nas células 

hospedeiras ainda são desconhecidos (BUSCHIAZZO et al, 2002). Algumas das 

implicações do AS em processos biológicos são demonstradas na Figura 2. 

Papel biológico dos ácidos siálicos

Funções estruturais e físicas

Plasticidade neural                     Filtração glomerular                 Repulsão de carga das células sanguíneas
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Figura 2. Algumas funções biológicas e patológicas do ácido siálico (Adaptado de VARKI, 2008). 
Primeiro, devido à carga negativa e hidrofilicidade, o AS tem muitos papéis estruturais ou físicos, por 
exemplo, na plasticidade neural, filtração glomerular e repulsão de carga das células sanguíneas. 
Segundo, o AS serve como componente de sítios de ligação para diversos patógenos e toxinas. Terceiro, 
o AS serve como ligante para receptores intrínsecos como Siglecs e fator H. As interações possíveis 
entre AS (como moléculas de glicanos sializadas) expressas nas células do hospedeiro (Self) com 
receptores intrínsecos expressos na mesma célula ou em uma célula diferente são demonstradas. A 
classe final das funções é o mimetismo molecular, no qual microrganismos patogênicos utilizam o AS 
para evitar a ativação do sistema imune do hospedeiro. Abreviações: L1CAM – molécula de adesão 
celular L1; PILR – par de imunoglobulinas como receptor. 
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Nos vírus a presença do AS na superfície das células pode interferir nas 

infecções, sendo que o reconhecimento e a ligação em um receptor apropriado na 

superfície da célula do hospedeiro é o primeiro passo da infecção viral, como acontece 

com alguns vírus como Influenza A e C (KEPPLER et al, 2001) e o vírus JC (JCV) da 

família dos poliomavírus (EASH et al, 2004). 

A Figura 3 mostra os principais envolvimentos do AS em processos 

patobiológicos, onde os ácidos siálicos são encontrados em posições terminais de N e 

O-glicanos (glicoproteínas da membrana celular se ligam aos carboidratos através de 

ligações N ou O-glicosídicas) e glicoesfingolipídios expressos na superfície celular. 

 

 
Figura 3.  Diversidade de interações patobiológicas que envolv em ácido siálico.   (Adaptado de 
VARKI; VARKI, 2007). Os resíduos de Ácido Siálico presentes nas glicoproteínas e glicolipídios da 
membrana celular podem se ligar a P-selectinas, patógenos, toxinas, células imunes e células tumorais. 
 

2.1.1 Funções dos Glicoconjugados Sializados 

 

As células normais de todo organismo vivo apresentam conformidade em relação 

a citologia, histologia e funcionalidade, para promover a manutenção da vida. De 

acordo com suas características morfológicas e funcionais, determinadas por seu 
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material genético, e, devido a sua especificidade, as células estão agrupadas em 

tecidos, que por sua vez formam os órgãos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). O 

contato e a permanência de uma célula ao lado da outra são controlados por 

substâncias intracitoplasmáticas e, ao que parece se reconhecem por processos de 

superfície (GENNIS, 1989).   

Esses processos de superfície ocorrem na membrana plasmática, a qual define a 

periferia da célula e envolve todo o conteúdo celular, definindo as fronteiras e 

proporcionando seu contato com o ambiente (GENNIS, 1989; LEHNINGER; NELSON; 

COX, 2006). As membranas são impermeáveis à maioria dos solutos polares ou 

eletricamente carregados e possuem cerca de 5 a 8 nm de espessura, sua organização 

química e física, assim como suas funções dependem de três classes de compostos 

bioquímicos que são lipídeos, proteínas e carboidratos. Os lipídeos e proteínas das 

membranas arranjam-se na forma de um modelo mosaico fluido, onde os fosfolipídios 

formam uma bicamada na qual estão inseridas as proteínas (LEHNINGER; NELSON; 

COX, 2006). 

Já os carboidratos, presentes em todos os sistemas biológicos são encontrados 

fixados tanto às moléculas de lipídios como às moléculas de proteínas através de 

ligações covalentes formando glicoconjugados, denominados glicolipídios e 

glicoproteínas, respectivamente (FUSTER; ESKO, 2005), que são característicos de 

cada tipo celular sendo expressos especificamente de acordo com o estágio de 

desenvolvimento de células ou tecidos (ROSETE et al, 2008).  

Os glicoconjugados são moléculas biologicamente ativas e agem na transmissão 

de informações, principalmente nas interações específicas entre as células e entre 

células e a matriz extracelular. Algumas de suas múltiplas funções são o 

reconhecimento e adesão célula-célula, migração celular, coagulação do sangue e 

resposta imunológica (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). 

As moléculas de adesão são essenciais para o desenvolvimento e a manutenção 

de organismos multicelulares e as interações proteína-carboidrato são importantes na 

comunicação celular (KELM et al, 1994). As cadeias de glicoconjugados de todos os 

tipos de células geralmente possuem o AS ligado em suas posições terminais (VARKI, 

2008), participando de importantes funções intrínsecas necessárias para um 
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desenvolvimento orgânico normal e, por outro lado fazem parte de sítios de 

reconhecimento, os quais os patógenos atacam (VARKI; VARKI, 2007).  

Com relação às funções intrínsecas, o AS pode ser reconhecido por receptores 

intrínsecos em células de vertebrados. Entre esses receptores estão as lectinas, 

selectinas e as siglecs (proteínas trans-membrana que reconhecem ácido siálico) (VON 

GUNTEN; BOCHNER, 2008; VARKI; VARKI, 2007). 

As lectinas são proteínas que reconhecem açucares (excluindo anticorpos) 

(ANGATA; VARKI, 2002) que se ligam a carboidratos com alta afinidade e 

especificidade. São encontradas em mamíferos e regulam uma variedade de funções 

celulares críticas. Dentre as lectinas de mamíferos que reconhecem AS sobre vários 

tipos celulares estão as selectinas (que regulam a adesão e migração de leucócitos, 

incluindo células T), siglecs (que regulam a sinalização intracelular), e as galectinas 

(participam da migração e apoptose de células T) (BI; BAUM, 2009). 

As lectinas também atuam em uma ampla variedade de processos 

intercelulares de reconhecimento, adesão e sinalização, como também no 

endereçamento intracelular de proteínas recém-sintetizadas. Além de atuarem em 

processos como maturação de leucócitos, diferenciação, proliferação, apoptose e 

migração (BI; BAUM, 2009) 

Um exemplo de mecanismo de sinalização ocorre nos eritrócitos, onde as 

unidades de AS encontradas nas extremidades das células protegem-nas da captação 

pelo fígado. Quando os eritrócitos estão velhos e prontos para a destruição e reposição, 

ocorre a remoção dos ácidos siálicos terminais pela enzima sialidase, expondo resíduos 

de galactose, que interagem com lectinas (receptores de assialoglicoproteína; “assialo” 

indica “sem ácido siálico”) do fígado e baço (BULAI et al, 2003), conforme mostra a 

Figura 4. O mesmo mecanismo de desialização ocorre com linfócitos e trombócitos, os 

quais ficam presos em resíduos de galactose do fígado e macrófagos do baço quando 

perdem seus resíduos de AS (SCHAUER, 2009). 

Outro exemplo é a ceruloplasmina, uma glicoproteína transportadora de átomos 

de cobre, a qual tem várias cadeias oligossacarídicas que terminam com AS. A 

remoção dos resíduos de AS pela sialidase é uma forma pela qual o organismo marca 

proteínas velhas para serem destruídas e repostas. A interação ceruloplasmina-
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receptor, no fígado, desencadeia a endocitose e a destruição da ceruloplasmina 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). 

As selectinas são receptores encontrados nas membranas plasmáticas de 

leucócitos (L-selectinas), plaquetas (P-selectinas) e em células endoteliais (E-

selectinas) e regulam o reconhecimento de estruturas que contém AS e fucose 

(ANGATA; VARKI, 2002) desempenhando um papel importante na imunidade inata, 

hemostasia e reperfusão (VARKI; VARKI, 2007). 

 

 
Figura 4.  Destruição de eritrócitos circulantes sem resíduos de ácido siálico.  Quando os eritrócitos 
estão velhos e prontos para a destruição, ocorre a remoção dos ácidos siálicos terminais pela enzima 
sialidase expondo resíduos de galactose, que interagem com receptores dos hepatócitos (FÁTIMA et al, 
2005). 

 

São as selectinas que iniciam o primeiro passo para a adesão de leucócitos da 

corrente circulatória com células endoteliais ativadas (BI; BAUM, 2009). A saída de 

leucócitos da circulação para o sítio da inflamação (E- e P-selectinas) ocorre através da 

ligação da P-selectina com carboidratos específicos dos leucócitos circulantes, como 

pode ser observado na Figura 5 (WANG, 2005). De acordo com Fuster e Esko (2005) 

em processos tumorais, os ácidos siálicos também tem um importante papel na adesão 

de células tumorais com plaquetas e leucócitos através de receptores (selectinas), que 
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regulam a adesão de plaquetas, leucócitos e células endotelias pela expressão 

respectiva de P-selectina, L-seletina e E ou P-selectina. 

 

Circulação Rolagem Ativação Adesão

Citocinas

E ou P-

Selectina
CD11/CD 

18 Inativo

CD11/CD 

18 AtivoICAM-1 ICAM-2 Sialil Lex

 
Figura 5. Modelo esquemático para a ligação de gran ulócitos às células endoteliais ativadas. 
Células endoteliais na ausência de estímulo expressam baixas quantidades de ICAM-1 e ICAM-2. Após 
um estímulo de citocinas as quantidades de ICAM-1 e ICAM-2 são aumentadas e induzem o aumento 
dos níveis de E e P-selectina. A ligação de E ou P-selectina com Sialil Lex de CD11/CD18 sobre os 
granulócitos pode desencadear a ativação de CD11/CD18 fazendo com que os granulócitos se prendam 
sobre as células endoteliais através de ICAM-1 e ICAM-2. Este modelo pode ser aplicado ao modo de 
adesão de células tumorais e metástase (Adaptado de WANG, 2005). 

 

A outra classe de lectinas, denominada siglecs (proteínas que reconhecem 

ácido siálico) é caracterizada pela sua especificidade por AS (CROCKER; 

REDELINGHUYS, 2008). São membros da superfamília das imunoglobulinas e 

sinalizam funções nos sistemas hematopoiético, imune e nervoso (CROCKER, 2002). 

São principalmente encontradas em células da imunidade inata e adaptativa e parecem 

desempenhar um papel importante nesses processos (VARKI; VARKI, 2007). 

A família das siglecs humanas é composta por 15 membros, 

predominantemente expressos sobre os leucócitos (ERBACHER et al, 2009), com 

exceção da mielina associada a glicoproteína (MAG) (siglec-4), que é expressa em 

tecidos nervosos por células que formam mielina, como oligodendrócitos e células de 

Schawnn. (CROCKER, 2002; CROCKER; PAULSON; VARKI, 2007; BI; BAUM, 2009; 



 33  

LOPEZ; SCHNAAR, 2009). 

Dois grupos primários de siglecs já foram identificados: o primeiro grupo inclui a 

sialoadesina (siglec-1), CD22 (siglec-2), MAG (siglec-4), e siglec-15, todos estes são 

bem conservados em mamíferos. O segundo grupo, mais evoluído, é chamado de 

siglecs relacionadas ao CD33 (siglec-3) que são: siglec-3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14 e 16, 

em humanos. Já em ratos, as siglecs do grupo CD33 compreendem as siglecs - E, F, G 

e H, as ilustrações encontram-se na Figura 6 (CROCKER; PAULSON; VARKI, 2007; 

CROCKER; REDELINGHUYS, 2008). 

 

 

 
Figura 6.   Família de Siglecs humanos e de roedores (VARKI; CROCKER, 2009). 

 
As galectinas, a última classe de lectinas citada, são proteínas solúveis, 

secretadas por uma via não clássica que passa pelo complexo de golgi. Estão 

presentes em células imunes, tais como células T, células B, macrófagos, eosinófilos, 

basófilos, e células epiteliais do timo (ERBACHER et al, 2009). Até agora foram 
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identificadas 15 galectinas de mamíferos, sendo que as galectinas 1, 2, 3, 8 e 9 são 

expressas em células T. As galectinas, além de reconhecerem diferentes receptores 

(glicanos, como o ácido siálico), estão envolvidas em muitos processos biológicos 

importantes: no sistema imune regulam a maturação de linfócitos, migração, 

proliferação sobrevivência e morte celular (BI; BAUM, 2009). A sua atividade biológica 

é, em parte, mediada por grupos de proteínas na superfície das células alvo com 

sequências de N-acetilactosamina, que está presente em ambos os N- e O- glicanos 

em alternância, sendo que variações na atividade de glicosiltransferases e glicosidases 

modulam a densidade de ligações para galectinas. A α2,6-sialiltransferase é um 

exemplo de enzima que regula a ativação de células T, secreção de citocinas ou 

apoptose através de alterações nos sítios de ligação de galectinas (ERBACHER et al, 

2009). 

As galectinas 1, 3 e 9 são expressas em células dendríticas imaturas e 

maduras. A galectina 1 é um fator regulatório da resposta imune que reduz a 

proliferação de linfócitos, induz apoptose de células T, inibe a secreção de citocinas 

proinflamatórias e regula a adesão celular. A galectina 3, ao contrário da 1, promove o 

crescimento e a proliferação celular e induz citocinas proinflamatórias (ERBACHER et 

al, 2009). Além do potencial das galectinas em participar da adesão célula-célula, 

célula-matriz e regulação do crescimento, elas estão envolvidas em processos 

patológicos como o câncer (DANGUY; CAMBY; KISS, 2002). Nesses casos, a 

expressão aumentada da galectina 1 favorece o crescimento tumoral e influencia o 

potencial metastático, pois regula vários eventos biológicos como a migração e adesão 

celular e angiogênese (YANG; RABINOVICH; LIU, 2008). 

 

2.2 Ácido Siálico e Tumor Cutâneo 
 

O melanoma cutâneo é uma neoplasia maligna potencialmente fatal com 

incidência crescente ao longo das últimas décadas (FERRARI JÚNIOR, et al, 2008), e 

que causa grande impacto na sociedade (DUNCAN, 2009), pois afeta pacientes com 

uma média de idade de 50 anos, e é por esta razão que o melanoma está entre os 

cânceres mais graves, quando avaliada a estimativa de vida (FERRARI JÚNIOR, et al, 

2008). 
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Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o ano de 2010, estima-se 

5.930 novos casos de melanoma no Brasil, sendo 2.960 em homens e 2.970 em 

mulheres e a maioria destes na região sul, sendo que o Rio Grande do Sul tem a maior 

taxa bruta de incidência, estima-se 8,61 novos casos para cada 100.000 homens e 7,68 

novos casos para cada 100.000 mulheres (INCA, 2009). 

Os fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma podem ser genéticos 

ou ambientais, sendo que a exposição excessiva à radiação ultravioleta (UV) solar é a 

causa ambiental de maior significância, principalmente a exposição nos primeiros 20 

anos de vida (SOUZA et al, 2009). Indivíduos adultos com faixa etária de 30 a 70 anos 

tem uma maior predisposição para o melanoma, entretanto, todas as idades podem ser 

afetadas, confirmando a natureza multifatorial da malignidade (DOBEN; 

MACGILLIVRAY, 2009). A grande maioria dos melanomas surge na pele, mas também 

podem surgir em outros sítios de origem como, a mucosa oral e anogenital, esôfago, 

meninges e olhos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). 

Os melanócitos podem absorver a radiação UV e sobreviver a um estresse 

genotóxico considerável. E a pele, principal barreira para o ambiente externo, precisa 

dos melanócitos para fornecer fotoproteção e termorregulação através da produção de 

melanina. O grau de produção desse pigmento é conhecido como fototipo de pele (a 

cor da pele e facilidade de bronzeamento) e é o indicador mais útil do risco de câncer 

de pele humana na população em geral (LIN; FISHER, 2007). 

O melanócito da epiderme humana apresenta uma relação simbiótica com os 

queratinócitos, onde um melanócito está associado com aproximadamente trinta e seis 

queratinócitos. Os queratinócitos podem controlar o crescimento dos melanócitos por 

meio de mecanismos, tais como, (i) comunicação extracelular através de fatores de 

crescimento parácrinos; (ii) comunicação intracelular via segundos mensageiros e 

transdução de sinal e (iii) comunicação intercelular juncional (HAASS; SMALLEY; 

HERLYN, 2005).  

Os melanócitos normais se localizam na membrana basal da epiderme (KLOSE 

et al, 2006), cercando os queratinócitos através de processos dendríticos, e são os 

responsáveis pelos fenótipos tais como cor do olho, cabelo e pele, através da síntese 

de melanina (GODING, 2007). A melanina, produzida em vesículas intracelulares 
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especializadas, os melanossomas, é um pigmento complexo que desempenha um 

papel fundamental na fotoproteção da pele, absorvendo e dissipando a luz solar e 

reduzindo o oxigênio reativo (ORTOLANI-MACHADO; FREITAS; FARACO, 2009). 

Sob condições normais, a homeostase determina se uma célula permanece 

inativa, prolifera, diferencia ou sofre apoptose. A desregulação da homeostase que 

causa alterações no DNA pode causar um distúrbio no equilíbrio dos melanócitos, 

levando ao desenvolvimento do melanoma (HAASS; SMALLEY; HERLYN, 2005). A 

expressão de moléculas (carboidratos) na superfície celular que regula as interações 

célula-célula também está associada com o desenvolvimento do melanoma (LI; 

HERLYN, 2000), sendo que a expressão anormal de carboidratos pode ser relacionada 

com a capacidade de confundir o sistema imune contra as células tumorais, assim 

como, pelo comportamento invasivo das células, favorecendo desta forma, a 

progressão do tumor (ROSETE et al, 2008). 

O desenvolvimento do melanoma maligno é caracterizado por uma série de 

transições. É originado da proliferação celular anormal dos melanócitos, o que dá 

origem a um nevo melanocítico dentro da epiderme que pode apresentar vários graus 

de displasia (GAGGIOLI; SAHAI, 2007). O espalhamento inicial de melanócitos 

displásicos é quase sempre lateral e dentro ou muito próximo da epiderme, nessa fase 

o crescimento é radial (RGP do inglês: radial growth phase) e apresenta um bom 

prognóstico. No entanto, a próxima fase, fase de crescimento vertical (VGP do inglês: 

vertical growth phase), mostra pronunciada invasão na derme e é clinicamente mais 

perigosa. A passagem para a VGP está associada com o potencial metastático. As 

células penetram na membrana basal, ocorre um aumento da vascularização para que 

as células possam se espalhar para sítios distantes (metástases) (GAGGIOLI; SAHAI, 

2007). As diferentes fases são demonstradas na Figura 7. 

O termo metástase refere-se ao movimento de células, ou seja, migração de 

células cancerígenas para partes do corpo distantes do tumor primário. As metástases 

ocorrem em certos órgãos mais que outros, porque dependem da origem do tumor 

primário. Por exemplo, no melanoma a metástase ocorre preferencialmente para o 

cérebro, pulmão, fígado e pele, enquanto as células do câncer de próstata tendem a 

metastatizar para os ossos (MURAKAMI; CARDONES; HWANG, 2004). 
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Figura 7. Desenvolvimento do melanoma metastático. Progressão de um melanócito para um 
melanoma maligno. O desenvolvimento do nevo é relativamente frequente, mas a transição de nevo para 
melanoma maligno é relativamente rara. A sequência de transformação demonstrada é: tecido normal, 
nevo e melanoma, este com três fases: RPG – fase de crescimento radial; VGP – fase de crescimento 
vertical e melanoma metastático (Adaptado de GAGGIOLI; SAHAI, 2007). 

 

Para um tumor estabelecer uma doença distante são necessárias cinco etapas 

interdependentes: 1) transformação do tumor; 2) dissociação (separação e invasão 

local); 3) intravasamento e disseminação; 4) estase, adesão e extravasamento; e 5) 

proliferação e crescimento. A conclusão de todas as etapas em ordem sequencial é 

necessária para que a metástase realmente ocorra (NGUYEN, 2004). 

A transformação do tumor, processo pelo qual as alterações genotípicas e 

fenotípicas ocorrem, é um passo limitante no processo de metástase, ocorrem 

alterações básicas de funções até alterações avançadas que impedem as defesas 

imunes do hospedeiro. Embora muitos tumores são inicialmente monoclonais, as 

células que metastatizam diferem do tumor inicial porque adquirem adaptações 

especializadas que lhe conferem a capacidade metastática (NGUYEN, 2004).  
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As células malignas transformadas separam-se do tumor inicial para que ocorra 

o espalhamento para órgãos distantes. A dissociação é composta de dois processos, a 

degradação da matriz extracelular e a motilidade celular dirigida. A intravasação local 

progressiva permite a entrada das células tumorais na circulação sistêmica. Para 

ganhar a corrente circulatória e se disseminar, o tumor forma ligações com a circulação 

através da formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese). As células tumorais 

que estão na corrente circulatória parecem inofensivas, a menos que elas parem 

(estase e adesão) e saiam (extravasem) da circulação sistêmica. A saída ocorre através 

de pequenas lesões no endotélio ou quando as células chegam a finos capilares, como 

por exemplo, no pulmão. A regulação do crescimento em sítios secundários, assim 

como as variações do microambiente e as características do tumor determinam se a 

proliferação e o crescimento do tumor (metástase) irão ou não ocorrer (NGUYEN, 

2004). 

Vários tumores, assim como o melanoma, expressam AS e ácido polisiálico, um 

homopolímero linear de ligações α-2,8 e, um aumento dos níveis de AS parece estar 

correlacionado com o potencial metastático destes tumores (MÜNSTER-KÜHNEL et al, 

2004). O AS tem sido fortemente implicado na agregação plaquetária mediada por 

células tumorais, na aderência de células endoteliais e matriz extracelular (ECM), 

migração, invasão e potencial metastático (CHANG et al, 2006).   

Malykh e colaboradores (2001) sugerem que glicoconjugados sializados parecem 

estar envolvidos na biologia tumoral e que padrões de uma glicosilação alterada como, 

altas quantidades de ácido polisiálico nas moléculas de adesão de células neuronais 

(N-CAMs), aumento de ligações α2,6 de ácido siálico com a galactose e a expressão de 

antígeno sialil-Tn são muito comuns em neoplasias humanas e animais. 

As caderinas (E e N-caderina – epidermal e neuronal), glicoproteínas presentes 

na superfície das moléculas que promovem a adesão célula-célula, são cálcio-

dependentes e estão relacionadas com o desenvolvimento do melanoma. A perda da E-

caderina, que promove a adesão entre queratinócitos e melanócitos normais, e o 

aparecimento de N-caderina desempenha um papel fundamental na biologia no 

melanoma.   A E-caderina é a molécula que regula a interação entre melanócitos e 

queratinócitos, desta forma, melanócitos que não expressam E-caderina não são 
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regulados pelos queratinócitos. A N-caderina é expressa nas células tumorais para que 

ocorra a adesão com N-caderinas, expressas em fibroblastos e células endoteliais, 

promovendo a adesão, migração e invasão das células tumorais (LI; 

SATYAMOORTHY; HERLYN, 2001). 

Quando são encontradas metástases, o prognóstico é ruim e as opções de 

tratamento são limitadas (DUNCAN, 2009). Mas quando é detectado precocemente o 

melanoma pode ser tratado com excisão, com grande margem de segurança, 

apresentando altas taxas de cura (MATZKE; BEAN; ACKERMAN, 2009). O diagnóstico 

do melanoma cutâneo primário em estágios iniciais é um desafio para os clínicos, pois 

está intimamente relacionado com a possibilidade de cura da doença (LANGLEY et al, 

2007) e esse diagnóstico depende de um bom desempenho clínico por parte do médico 

(VERSTERGAARD; MENZIES, 2008).  

Para melhorar a detecção precoce do melanoma várias estratégias vem sendo 

utilizadas, incluindo a educação dos pacientes sobre a importância da realização do 

auto-exame da pele, iniciando campanhas de rastreio em massa, criando clínicas 

especializadas em câncer de pele e desenvolvendo ferramentas de diagnóstico através 

de tecnologias avançadas (TERUSHKIN; HALPERN, 2009). 

Atualmente, a realização do auto-exame na pele é o modo mais eficiente de 

detectar um melanoma precocemente, verificando o aparecimento de novas lesões 

(manchas) e a mudança de lesões já existentes. Entretanto, aproximadamente 6 % dos 

melanomas não apresentam as características ABCDs clássica (A: Assimetria; B: 

Bordas Irregulares; C: Cores Variadas; D: Diâmetro > 6 mm) e, desta forma, o 

diagnóstico é tardio (MATZKE; BEAN; ACKERMAN, 2009). Além disso, não existem 

ensaios moleculares para o diagnóstico diferencial, uma vez que os marcadores 

imunohistoquímicos (por exemplo, S100, HMB-45, MART-1, e MITF) tem pouca 

utilidade em distinguir os nevos de melanomas (KASHANI-SABET et al, 2009). 

Segundo a literatura, quando se tem uma lesão suspeita, a indicação é a 

realização de uma biópsia. Se o melanoma é realmente encontrado, outros testes são 

necessários para determinar se existe a invasão de outras áreas do corpo, ou seja, 

metástases (ACS, 2009). 
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2.3 Ácido Siálico e HSV-1 

 

Os herpesvirus pertencem a grande família Herpesviridae, são vírus DNA (ácido 

desoxirribonucléico) envelopados divididos em três subfamílias: Alfaherpesvirinae, 

Betaherpesvirinae e Gamaherpesvirinae, podendo infectar uma série de hospedeiros, 

como mamíferos, pássaros e répteis (KELLY et al, 2009), mas somente oito infectam 

humanos. Os herpesvirus humanos da subfamília dos Alfaherpesvirus são herpes 

simplex vírus tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) e vírus varicela zoster (VZV); os vírus da 

subfamília Betaherpesvirus são citomegalovirus (CMV) e Herpesvirus humano 6 e 7 

(HHV-6 e HHV-7); e os gamaherpesvirus são Epstein Barr (EBV)  e Herpesvirus 

humano 8 ou Herpesvirus do Sarcoma de Kaposi (HHV-8/ KSHV) (HELDWEIN; 

KRUMMENACHER, 2008). 

O HSV é um DNA-vírus de grandes dimensões (150 - 250 nm) que apresenta 

quatro componentes básicos; a estrutura helicoidal de DNA em dupla hélice, envolvida 

por capsídeo icosaédrico com 100 a 110 nm de diâmetro circundado por substância 

amorfa (tegumento) e membrana lipídica mais externa (envelope). O envelope, que 

envolve o capsídeo, contém glicoproteínas que são projetadas e, desta forma fornecem 

determinantes antigênicos dos membros individuais dos grupos (MACKIE, 2003). Um 

modelo da estrutura viral é demonstrado na Figura 8. 

A transmissão do HSV ocorre através do contato das superfícies mucosas ou 

das soluções de continuidade da pele com secreções infectadas, onde o vírus encontra 

uma célula, na qual ele se liga para promover a sua entrada na mesma (DECMAN et al, 

2005). A ligação do vírus na célula do hospedeiro ocorre através da ligação das 

glicoproteínas do envelope viral (gB, gC, gD, gH, gL) com receptores da superfície da 

célula (mediador de entrada de herpesvirus (HVEM), nectina 1 e nectina 2 (SPEAR, 

2004). O estudo de Teuton e Brandt (2007) mostra que a gC, gD e gH são sializadas, e 

evidenciam essas glicoproteínas em manter a infectividade viral.  
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Figura 8. Estrutura viral do Herpesvirus. O vírion é composto por um capsídeo icosaédrico que 
armazena o núcleo com o material genético. O capsídeo é cercado por proteínas do tegumento amorfo e 
um envelope onde são encontradas as glicoproteínas (Adaptado de LEE, 2008). 

 

A infecção do HSV é iniciada pela ligação da glicoproteína viral C (gC) ou 

glicoproteína B (gB) com o sulfato de heparano presente na superfície das 

glicoproteínas da célula hospedeira (TEUTON; BRANDT, 2007). Depois de ser 

adsorvido na célula hospedeira, a gD pode se ligar a um dos receptores celulares, 

provocando a fusão do envelope viral com a membrana da célula e a entrada do 

capsídeo e do tegumento dentro do citoplasma. A fusão da membrana com o envelope 

requer a ação de outras glicoproteínas virais, gB e o heterodímero gH-gL (SPEAR, 

2004). O processo de infecção é demonstrado na Figura 9. 

A replicação viral inicia na epiderme, após a ligação do vírus com a membrana 

da célula do hospedeiro (LUPI, 2000), o espalhamento da infecção não ocorre através 

da via hematogênica ou linfática e sim através do contato célula-célula (SPEAR, 2004). 

Todos os membros da família Herpesviridae possuem a habilidade de 

estabelecer infecção latente nas células do hospedeiro, sendo que o Herpes Simplex 

Virus tipo 1 e 2 e o vírus da varicela zoster (todos da subfamília Alfa) estabelecem 

latência em nervos (KELLY et al, 2009).  Durante a infecção primária, o HSV-1 invade 

os nervos da superfície da mucosa infectada. Os vírus são transportados por fluxo 

axonal retrogrado até o núcleo neuronal do gânglio sensorial (DECMAN et al, 2005). 
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Após um breve período de replicação em algumas células nervosas o vírus 

estabelece uma infecção latente. O genoma funcional viral é mantido no núcleo das 

células nervosas sem produção viral (DECMAN et al, 2005). Geralmente a infecção 

latente é estabelecida nos gânglios trigemial (HSV-1), cervical, ou lombossacral (HSV-

2) (SIMMONS, 2002). 

A latência, pelo menos em humanos, não é mantida indefinidamente. Assim, em 

algumas pessoas a ocorrência da reativação é responsável por episódios, nos quais as 

manifestações clínicas surgem novamente (lesões), já em outras, a manifestação é 

clinicamente assintomática ou subclínica (DAHESHIA; FELDMAN, ROUSE, 1998; 

KIMBERLIN; WHITLEY, 2005). A reativação faz com que o HSV-1 seja transportado por 

fluxo axonal anterógrado até os sítios periféricos (DECMAN et al, 2005). Uma grande 

variedade de estímulos pode ser capaz de desencadear uma reativação. Em modelos 

experimentais, estímulos como exposições a altas temperaturas e a luz UV, irritação, 

imunossupressão podem levar a reativação das lesões (DAHESHIA; FELDMAN, 

ROUSE, 1998). 

A resposta imune contra o HSV é complexa e multifatorial, pois o vírus tem 

muitos mecanismos de escape do sistema imune (CHEW; TAYLOR, MOSSMAN, 2009). 

Esses mecanismos incluem: (1) ligação e inativação de moléculas do complemento pela 

gC, presente no envelope viral;  (2) ligação e inativação de imunoglobulinas pelas 

glicoproteínas virais (gE e gI), presentes no envelope viral; (3) escape da apresentação 

de antígenos virais do complexo maior de histocompatibilidade (MHC); (4) inibição da 

maturação de células dendríticas e (5) inibição da indução e atividade de interferons 

tipo I (WAKIMOTO et al, 2003). 

A resposta do organismo hospedeiro contra o HSV envolve mecanismos da 

resposta imune inata e da resposta imune adaptativa. O sistema imune inato é 

responsável por limitar a propagação do vírus e a disseminação inicial célula-célula 

(NOVAK; PENG, 2005). De Acordo com Reske (2009) o sistema imunológico inato é 

considerado como uma linha de defesa simples e inespecífica, entretanto, estudos 

sugerem que apesar de sua inespecificidade, a resposta imune inata pode definir se 

ocorre ou não a infecção.  
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A resposta imune inata contra o HSV-1 inclui a produção e a secreção de uma 

variedade de citocinas e quimiocinas, fatores importantes na resposta imune e na 

proteção contra infecções virais, pois são responsáveis pela ação das células imunes 

inatas que atuam limitando a infecção inicial do tecido, anulando a propagação do vírus, 

e iniciando a apresentação de antígenos para ativar linfócitos T e B (RESKE, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ligação e fusão do vírus (HSV-1) com a cé lula hospedeira.  A infecção é iniciada pela 
ligação da glicoproteína viral C (gC) ou glicoproteína B (gB) com o sulfato de heparano presente na 
superfície das glicoproteínas da célula hospedeira. Após, ocorre a fusão da membrana da célula 
hospedeira com o envelope viral através da gB e o heterodímero gH-gL. Legenda: HS – sulfato de 
heparano; HVEM – mediador de entrada de herpesvirus; 3-O-S HS – sítios específicos de sultato de 
heparano gerados por 3-O-sulfotransferases; gC, gB, gD, gH-gL – glicoproteínas virais  (Adaptado de 
SPEAR, 2004). 

 

In vivo, vários tipos de células contribuem para a resposta imune inata contra o 

HSV. As células Natural Killer (NK) desempenham um papel importante tanto na 

produção de citocinas, como no reconhecimento e na morte de células infectadas pelo 

vírus. Além disso, o papel das células dendríticas plasmacitóides (pDCs)  na resposta 

anti-HSV tem sido descrita, pois elas são as principais produtoras de IFNα (CHEW; 

TAYLOR, MOSSMAN, 2009). Os macrófagos agem na defesa inicial como células 

fagocitárias e como células apresentadoras de antígenos. Macrófagos não infectados, 

presentes no local da infecção, são responsáveis pela secreção de fator de necrose 
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tumoral α (TNFα) e IFN tipo I, sendo o TNFα o mediador para o recrutamento de células 

para o local da infecção (RESKE, 2009).  

A imunidade inata possui duas funções primárias, sendo a primeira destruir 

microrganismos patogênicos e a segunda, determinar o tipo e a iniciação da resposta 

imune adaptativa. A resposta imune inata contra o HSV inclui: (1) ativação da cascata 

do complemento; (2) ativação de macrófagos, recrutamento, ativação e maturação de 

células NK, precursores de DC e (3) produção e secreção de uma variedade de 

citocinas e quimiocinas que conduzem as atividades citadas acima. O objetivo dessa 

resposta é limitar a infecção inicial do tecido, evitando a propagação viral e, iniciando a 

maturação de células dendríticas que então ativam linfócitos T específicos e a 

maturação de linfócitos B (WAKIMOTO et al, 2003). 

Apesar da resposta primária, composta principalmente pela ação das células 

dendríticas e das células NK, o vírus escapa dessa resposta inicial e chega aos nervos, 

onde essas células não podem atuar. Nesse estágio, inicia a ação da resposta 

adaptativa, caracterizada por linfócitos B, linfócitos T CD4+ e T CD8+ (NANDAKUMAR 

et al, 2008). A resposta imune adquirida é antígeno específica oferecendo uma 

proteção mais eficiente contra os patógenos e proteção contra a re-exposição ao 

mesmo patógeno (NOVAK; PENG, 2005; RESKE, 2009). 

Anticorpos e células T CD8+ específicas para HSV e células infectadas sugerem 

uma função importante para a resposta imune adaptativa na eliminação viral (RESKE, 

2009). Apesar da proteção dos anticorpos, a imunidade celular tem um papel crucial, 

especificamente células T CD8+ contribuem para a manutenção da latência e da 

propagação viral (CHEW; TAYLOR, MOSSMAN, 2009). 

O Herpes Simplex Virus tem a capacidade de persistir no hospedeiro (infecção 

latente), e, desta forma a lesão pode ser reativada (MENDELSON et al, 2006) visto que 

nenhuma das alternativas antivirais disponíveis atualmente eliminam a infecção primária 

e a reativação (TEUTON; BRANDT, 2007). 

O HSV-1 apresenta manifestações ulcerativas mais frequentes na mucosa oral 

(TEUTON; BRANDT, 2007), já o HSV-2 causa infecções genitais (HELDWEIN; 

KRUMMENACHER, 2008). O Herpes Simplex Virus 1 e 2 são patógenos humanos 

(MÜNSTER-KÜHNEL et al, 2004), que apresentam manifestações clínicas geralmente 



 45  

auto-limitadas em indivíduos imunocompetentes com exceção de crianças e idosos 

(TEUTON; BRANDT, 2007). As lesões causadas pelo HSV-1 podem variar entre lesões 

circunscritas a uma região da pele e lábios, gengivoestomatite primária, infecção ocular 

(queratite herpética) (FATAHZADEH; SCHWATRZ, 2007). No entanto, podem ocorrer 

doenças graves, incluindo cegueira e HSV neonatal (TEUTON; BRANDT, 2007). As 

manifestações clínicas das infecções por HSV dependem da porta de entrada no 

organismo, da condição imune do hospedeiro e se a infecção é primária ou recorrente 

(BRADY; BERNSTEIN, 2004). 

O manejo dessas manifestações exige o reconhecimento rápido e preciso dos 

patógenos causadores da doença, sendo que os testes diagnósticos usados incluem 

teste de Tzanck, histopatologia, imunofluorescência, microscopia eletrônica, detecção 

de antígeno e anticorpo, cultura viral e reação em cadeia da polimerase (PCR), que tem 

sido utilizada para confirmar o diagnóstico clínico (OZCAN et al, 2007). 

O padrão ouro para detecção de HSV é a cultura viral, este teste é 100 % 

específico para HSV-1 e HSV-2, mas a sensibilidade depende do estágio da lesão e do 

tempo de coleta da amostra e também pode variar de 75 % na primoinfecção à 50 % 

nas recorrências. Neste teste são visualizados efeitos citopáticos depois de 2 a 3 dias 

de cultivo, demonstrando células alargadas, refrativas e arredondadas que se 

desprendem da garrafa de cultura. Ocasionalmente podem ser observadas células 

gigantes (SINGH; PREIKSAITIS; ROMANOWSKI, 2005). 

Uso da reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar o DNA do HSV no 

líquido cefalorraquidiano (LCR) é mais rápido e mais sensível que a cultura viral e é o 

teste de diagnóstico de escolha para a encefalite causada por herpesvirus e também 

pode ser usado para rapidamente confirmar infecções em outros locais (BRADY; 

BERNSTEIN, 2004). 

As infecções por HSV podem ter tratamentos paliativos, sendo que o tratamento 

de infecções primárias orais e genitais em pacientes saudáveis é usualmente feito com 

aciclovir, valaciclovir e famciclovir oralmente por 7 a 10 dias. Já o tratamento para 

doença recorrente pode ser episódico (tratamento ao primeiro sintoma) por 1 a 5 dias 

afim de diminuir os sintomas ou supressivo (diário) para prevenir recorrências. O 

tratamento de doenças severas como herpes neonatal ou encefalite pode ser feito com 
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aciclovir intravenoso (BRADY; BERNSTEIN, 2004). 

 

2.4 Marcadores 

 

De acordo com Sacks e colaboradores (2004), biomarcador é uma 

característica medida e avaliada como um indicador de processos biológicos normais, 

processos patogênicos ou respostas farmacológicas frente a uma intervenção 

terapêutica. 

Os marcadores bioquímicos em oncologia são moléculas que podem ser 

detectadas em maior ou menor quantidade do que o normal no sangue, urina ou tecidos 

do corpo de pessoas com certos tipos de câncer. Um marcador tumoral pode ser 

produzido pelo próprio tumor, pelo tecido normal circundante, em resposta à presença 

do tumor ou de metástases (VOORZANGER-ROUSSELOT; GARNERO, 2007). 

Um marcador tumoral pode ser definido como uma molécula que indica a 

provável presença de um câncer ou que fornece informações sobre o comportamento 

do mesmo. Os marcadores tumorais são potencialmente úteis para detectar 

precocemente a malignidade, auxiliar no diagnóstico de malignidade, determinar o 

prognóstico do câncer, prever a eficácia terapêutica, monitoramento após remoção 

cirúrgica do tumor primário e monitoramento de malignidade avançada (DUFFY, 2007).   

Alguns marcadores sorológicos como a proteína S100 e atividade inibitória de 

melanoma (MIA do inglês melanoma inhibitory activity) foram detectados e estão sendo 

aplicados em pacientes com melanoma. No entanto, eles não provaram ser 

completamente confiáveis para detecção da doença residual mínima e de sinais 

precoces de recorrência. Mas por enquanto, mesmo sendo pouco confiáveis, tem sido 

relatado que são os marcadores séricos mais sensíveis e, portanto, são atualmente 

utilizados no acompanhamento de pacientes com melanoma (HOFMANN et al, 2009). 

O diagnóstico de infecções herpéticas em pacientes com sintomas clássicos é 

realizado através da coleta de material da lesão com auxílio de um swab, onde a cultura 

viral e a reação em cadeia da polimerase (PCR) são os testes recomendados. Se as 

lesões típicas não estiverem presentes, os testes sorológicos podem ser úteis 

(STRAND, 2007). 
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Dentre os testes sorológicos que detectam anticorpos estão o ensaio de 

imunofluorescência, Western Blot e ELISA. O Western Blot para glicoproteína viral G 

(gG) é considerado padrão ouro, mas é demorado e o ELISA é menos sensível 

(BURBELO et al, 2009). 

 

2.5 Métodos para Dosagem de Ácido Siálico 

 

O ácido siálico tem sido utilizado como um marcador de diversos processos 

inflamatórios. Estudos realizados por Taniuchi e colaboradores (1981) demonstram que 

níveis elevados de AS no soro se deve as glicoproteínas sializadas envolvidas na fase 

aguda de processos inflamatórios, tais como glicoproteína alfa-1, haptoglobina, proteína 

C-reativa, entre outras.  

O AS também tem sido utilizado como um marcador tumoral em alguns tipos de 

câncer, incluindo próstata, ovário, mama, cólon e melanona (CROOK, 1993), 

justificando o grande interesse na determinação do AS (SPIRIDAKI; SISKOS, 1996). Na 

literatura são reportados diversos métodos para a determinação da concentração de AS 

em glicoconjugados. A determinação da concentração pode ser realizada por vários 

métodos, entre eles podemos citar: colorimétrico (SVENNERHOLM, 1957; WARREN, 

1959), fluorimétrico (MATSUNO; SUZUKI, 2008), enzimático (TANIUCHI et al, 1981) e 

cromatográfico (DIAMANTOPOULOU et al, 1999).  

Os métodos enzimáticos para a determinação de AS no soro são simples e 

específicos, mas podem não identificar ou subestimar a concentração total. Já os 

métodos cromatográficos tem alto custo, como e o caso da cromatografia gasosa com 

detector de massa e, não permite a aplicação em pequenos laboratórios (SPIRIDAKI; 

SISKOS, 1996). Na maioria das metodologias fluorimétricas ocorrem interferências, 

como reações cruzadas devido à baixa especificidade com o AS (CROOK, 1993). 

Os métodos colorimétricos mais utilizados são o resorcinol e o tiobarbitúrico 

(CROOK, 1993) e entre esses, o mais utilizado é o periodato/tiobarbitúrico 

(BHAVANANDAN; RINGLER; GOWDA, 1998), sendo específico e sensível 

(JOURDIAN; DEAN; ROSEMAN, 1971).  

O método colorimétrico periodato/tiobarbitúrico para a dosagem do AS envolve a 
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hidrólise das ligações sialosídicas na presença de um ácido forte, formando um pré-

cromógeno (MATOO; ROSEMAN, 1997), e, após a adição do ácido tiobarbitúrico, torna-

se um cromóforo de cor vermelha que absorve em um comprimento de onda de 549 nm 

(ROMERO et al, 1997). Para a realização da leitura da absorbância, a solução final 

corada é extraída com ciclohexanona (WARREN, 1959).  

Wongkham e colaboradores (2003), através da metodologia 

periodato/tiobarbitúrico, determinaram a quantidade de AS no soro e em amostras do 

tumor de pacientes com câncer das vias biliares, onde o conteúdo de AS no tumor foi 

de 59,4 nmol/mg de proteína, significativamente maior que 34,8 nmol/mg de proteína 

encontrado no soro. Valores séricos maiores que 2,33 mmol/L foram considerados 

anormais.  

Akcay e colaboradores (2001) também utilizaram a mesma metodologia para 

determinar a quantidade de AS no soro de pacientes com câncer de laringe e pacientes 

normais, sendo que a quantidade mais baixa foi encontrada no grupo controle com 

média de 519 µg/mL e a mais alta em pacientes com doença em estágio IV com média 

de 928,6 µg/mL (foram analisados controles, estágio II (665,2 µg/mL), III (807,1 µg/mL), 

e IV (928,6 µg/mL)), neste estudo, o ácido siálico pode ser relacionado com o estágio 

da doença. 

Castro e colaboradores (2009) utilizaram o método tiobarbitúrico para medir o 

nível sérico de AS em pacientes com câncer de pulmão, comparando com doenças 

pulmonares obstrutivas, asma e controle. Além do AS livre no soro, eles determinaram 

a quantidade de AS total após hidrólise ácida da amostra e a quantidade de AS ligado a 

glicoconjugados a partir da diferença entre AS total e AS livre. Os resultados obtidos 

demonstraram que em pacientes com câncer de pulmão, todas as formas de AS 

estavam aumentadas. Já nos outros grupos, somente a fração de AS livre não foi 

significativamente aumentada em pacientes com doenças benignas e desta forma 

concluem que o AS total e o ligado a glicoproteínas são marcadores altamente 

sensíveis para câncer de pulmão. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS  

3.1.1 Materiais 

• Ácido Fosfórico Orto 85 % PA – Nuclear; 

• Ácido Tiobarbitúrico – Sigma Aldrich; 

• Ácido Sulfúrico – F. MAIA; 

• Ácido Dimetilsulfóxido – Nuclear; 

• Acrodisc estéril – Millex; 

• Arsenito de Sódio – Vetec; 

• Corante Azul Tripan 0,4 % – GIBCO; 

• Ciclo-hexanona – Vetec; 

• Cloreto de Potássio – Vetec; 

• Cloreto de Sódio – Nuclear; 

• DMEM (Meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco) – GIBCO; 

• Fosfato de Potássio monobásico anidro – Nuclear; 

• Fosfato de Sódio bibásico anidro – Nuclear; 

• Garrafas para cultura de células – TPP; 

• Sal Sulfato de Gentamicina – Sigma Aldrich; 

• Ácido N-acetilneuramínico – Sigma Aldrich; 

• Periodato de sódio (META) – Nuclear; 

• Placas para cultura de células com poços de fundo chato – TPP; 

• Sistema de filtração à vácuo – TPP; 

• Soro fetal bovino (SFB) – GIBCO; 

• Sulfato de Sódio Anidro – Vetec; 

• Tripsina 0,5 % EDTA – GIBCO; 

• Tubos cônicos para centrifugação 15 e 50 mL – TPP; 

• Xilasina – Syntec; 

• Quetamina – Syntec.  
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3.1.2 Equipamentos 

 

• Agitador de tubos - P56 – Phoenix; 

• Autoclave Vertical – Phoenix; 

• Balança analítica AX 200 – Shimadzu; 

• Capela de fluxo laminar vertical – Pachane Pa 310; 

• Banho Maria – Novatécnica; 

• Câmara de neubauer – Optik Labor; 

• Centrífuga refrigerada – NT 815 Novatécnica; 

• Bomba à vácuo – Prismatec; 

• Espectofotômetro UV-VIS 1650 PC – Shimadzu; 

• Estufa de CO2 – Laboven; 

• Freezer -80°C – Sanyo; 

• Máquina de gelo – Eurfrigor; 

• Microcentrífuga refrigerada – NT 805 Novatécnica; 

• Microscópio invertido – Nikon Eclipse TS100; 

• Microscópio óptico – Olympus CX 31. 

 

3.2 ANIMAIS 

 

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram utilizados para o experimento de 

melanoma e a linhagem BALB/c foi utilizada para o experimento com vírus. Os animais 

tinham idade entre 8 e 12 semanas e peso entre 25 e 30 gramas. Foram adquiridos do 

Biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e mantidos no Biotério do 

Centro Universitário Franciscano, acondicionados em gaiolas com tampa de aço 

inoxidável (33,5 x 40,5 x 17,0 cm) e maravalha, água e comida ad libitum, em ambiente 

com temperatura, umidade e ciclo de claro-escuro controlados.  

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética de Animais da Universidade Regional 

Integrada do Alto Uruguai e das Missões – URI Campus Erechim e aprovado sob o 

número 047/PGA/09, conforme ANEXO I. Os procedimentos experimentais seguiram as 

normas éticas para experimentação animal elaboradas pela Sociedade Brasileira de 
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Ciências em Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA).   

 

3.3 CÉLULAS E VÍRUS 

 

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas linhagens de células 

tumorais de melanoma murino B16F10, células Vero (células epiteliais de rim de 

macaco verde africano) e Herpes Simplex Virus 1 linhagem KOS com uma titulação  de 

105 PFU/mL provenientes da Universidade do Tennessee - EUA. Todos os 

procedimentos com células foram realizados em capela de fluxo laminar (Pachane Pa 

310), em ambiente estéril. 

3.4 PREPARAÇÃO DE MEIO DE CULTURA E REAGENTES. 

 3.4.1 Meio DMEM suplementado com 10 % SBF 

O meio DMEM foi suplementado com 10 % de SFB, previamente desativado e 

gentamicina (50 mg/L) afim de evitar contaminações. A mistura foi submetida à filtração 

a vácuo com o auxílio de uma bomba. O meio estéril foi identificado e armazenado à 

8°C até o momento do uso. A desativação do soro bov ino fetal foi realizada em banho-

maria, primeiramente à 37ºC até o descongelamento, em seguida foi mantido por 15 

minutos à 37ºC. A solução foi mantida à 56ºC por um período de 30 minutos com 

inversões a cada 10 minutos, permanecendo após, mais 30 minutos à temperatura 

ambiente. Após a desativação, alíquotas de 50 mL da solução foram transferidas para 

tubos do tipo falcon e congeladas à -20ºC, até o momento do uso. 

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

3.5.1 Manutenção das Culturas 

 

As células foram mantidas em meio DMEM (Meio de cultura Eagle modificado 

por Dulbecco), suplementado com 10 % de SFB (Soro Fetal Bovino), contendo 50 mg/L 

de gentamicina e incubadas até formação de monocamada confluente em estufa 

(Laboven) à 37°C com 5 % de CO 2, umidade de 95 % e pH entre 7,2 e 7,5. 



 52  

No momento em que as células atingiam a confluência eram lavadas com 

tripsina, para descolar da superfície da garrafa, centrifugadas com meio de cultura e 

recultivadas com DMEM, suplementado com 10 % de SFB.   

3.5.2 Contagem de Células 

Para a realização da contagem das células utilizadas nesse estudo, após a 

centrifugação e homogeneização do pellet, foi colocado 50 µL da suspensão de células 

e 50 µL de azul tripan, sendo esta mistura homogeneizada, e a contagem foi realizada 

em câmara de Neubauer com auxílio de um microscópio óptico (Nikon) com aumento 

de 200x.  

3.6 CONTAGEM DE CÉLULAS VERO E B16F10 

Para a contagem de células Vero e B16F10, 1x103 células foram incubadas em 

cada poço de uma placa com 24 poços com 2 mL de meio DMEM, suplementado com 

10 % de SFB. As placas foram mantidas em estufa a 37ºC, com 5 % de CO2 por 

períodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Após cada período de incubação, as células foram 

desprendidas dos poços com o auxílio de uma pipeta automática com uma ponteira. As 

células desprendidas foram transferidas para um tubo de microcentrífuga, submetidas a 

centrifugação e o procedimento de contagem foi realizado conforme descrito no item 

3.5.2. Todo o experimento foi realizado em triplicata. 

 

3.7 INDUÇÃO DO TUMOR EM CAMUNDONGOS C57BL/6 COM CÉL ULAS B16F10 

 

O modelo de melanoma murino em camundongos C57BL/6 tem sido utilizado 

porque as células B16F10 são cultivadas em laboratório, crescem rapidamente e são 

facilmente transplantadas em animais, servindo para estudos da fisiopatologia e 

metástases do câncer de pele (JUNQUEIRA JR., 1997; JUNQUEIRA JR., 2005).   

Como existem vários trabalhos que relacionam a concentração de ácido siálico 

nos modelos de metástase em camundongos C57BL/6 (LEYON; LINI; KUTAN, 2005; 

CHANG et al, 2006), neste trabalho não foram avaliadas a presença de metástases, 

modelo no qual as células B16F10 são administradas por via intravenosa, na veia 
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caudal dos animais (LEYON; LINI; KUTAN, 2005). A concentração de AS foi 

determinada no início do processo tumoral. 

No estudo, os camundongos da linhagem C57BL/6 foram divididos em 3 grupos 

de 5 animais (n=5). O primeiro grupo foi tratado com 2x105 células B16F10 em 100 µL 

de meio DMEM. O segundo grupo foi tratado com 2x105 células Vero em 100 µL de 

meio DMEM e o terceiro grupo foi considerado como controle. 

Os animais do primeiro e do segundo grupo foram anestesiados com 

quetamina/xilasina (21 µL de quetamina; 4,5 µL de xilasina e 74,5 µL de PBS estéril), 

permitindo a depilação de parte das duas coxas para a administração das células. As 

células foram administradas por via subcutânea com seringa e agulha de insulina.  

Todos os animais foram observados diariamente e as coletas de sangue de 

todos os grupos foram realizadas no primeiro, quarto, oitavo e décimo quinto dia após a 

indução do tumor e a administração de células Vero. Ao final dos experimentos com 

células Vero e B16F10 os animais foram sacrificados e as coxas dos mesmos foram 

retiradas com auxílio de um bisturi para a análise morfológica e histológica do tumor e 

controle (Vero). As amostras retiradas, após a análise externa e da obtenção das 

imagens, foram fixadas em formol tamponado 10 % por 24 horas e encaminhadas para 

processamento histológico no laboratório de Patologia da Universidade de Santa Maria 

(UFSM). Os cortes histológicos foram submetidos à coloração por Hematoxilina – 

Eosina e analisados por microscopia de luz no mesmo laboratório. 

A comparação morfológica da coxa dos animais que receberam os dois tipos de 

células foi realizada para avaliar o potencial tumorigênico das células B16F10 e verificar 

a diferença no comportamento das células quando administradas in vivo. As células 

Vero foram utilizadas como controle, por serem não tumorais. 

 

3.8 INFECÇÃO VIRAL EM CAMUNDONGOS BALB/c COM HSV-1 

 

Os camundongos da linhagem BALB/c foram divididos em 2 grupos de 6 animais 

(n=6). O primeiro grupo foi tratado com 100 µL de 102 PFU (Unidade Formadora de 

Placa) de vírus em PBS (Salina Tamponada com Fosfato) estéril e administrados por 

via intraperitoneal com seringa e agulha de insulina. O segundo grupo não recebeu 
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tratamento e foi considerado como controle.  

Os animais foram acompanhados diariamente e as coletas de sangue foram 

realizadas no primeiro, quarto, oitavo e décimo quinto dia após o início do experimento, 

pois segundo Prabhakaran e colaboradores (2005), o décimo quarto dia é o pico da 

infecção herpética. 

Em um outro experimento, camundongos da linhagem BALB/c foram divididos 

em 2 grupos de 6 animais. O primeiro grupo foi tratado com 100 µL de 102 PFU de vírus 

em PBS estéril e administrados por via intraperitoneal com seringa e agulha de insulina. 

O segundo grupo não recebeu tratamento e foi considerado como controle. No grupo 

tratado foram realizadas coletas de sangue 30, 60, 120 e 1440 minutos após a infecção 

e no grupo controle apenas uma coleta foi realizada.  

 

3.9 COLETAS DE SANGUE 

 

As amostras de sangue foram coletadas com uma pipeta Pasteur através de 

punção venosa do plexo venoso retro orbital dos animais e as quantidades variavam 

entre 100 e 300 µL. Após todas as coletas o soro foi separado por microcentrifugação, à 

1500 RPM (rotações por minuto) por 12 minutos, e armazenado a -20°C, até o 

momento da análise. Após o décimo quinto dia, todos os animais, tanto do experimento 

com melanoma como com vírus, foram sacrificados por deslocamento cervical. O 

mesmo sacrifício foi realizado para os animais do experimento com vírus.  

 

3.10 DOSAGENS DO ÁCIDO SIÁLICO 

 

A dosagem do AS foi realizada segundo a técnica de Warren (1959) com 

algumas modificações. 
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3.10.1 Preparação dos Reagentes  (WORLD HEALTH ORGANIZATION) 

 

3.10.1.1 Reagente Periodato 

 

Foram pesados 4,28 g de Meta-periodato de sódio e colocado em um béquer, 

em seguida foram adicionados 38 mL de água destilada. O periodato foi dissolvido por 

aquecimento. Após completa dissolução, foi mantida a temperatura ambiente até seu 

resfriamento e então adicionou-se 62 mL de ácido ortofosfórico 85 %. A mistura 

homogeneizada foi armazenada em frasco âmbar, protegida da luz e mantida a 

temperatura ambiente. 

 

3.10.1.2 Reagente Arsenito 

 

Foram pesados 10 g de meta arsenito de sódio, 7,1 g de sulfato de sódio anidro 

e colocado em um béquer, em seguida foram adicionados 100 mL de água destilada. A 

mistura foi dissolvida por aquecimento. Após a dissolução, a solução foi resfriada a 

temperatura ambiente e então foram adicionados 0,3 mL de ácido sulfúrico 

concentrado. A solução final foi transferida para um frasco do tipo duran e mantida a 

temperatura ambiente. 

 

3.10.1.3 Reagente Ácido Tiobarbitúrico 

 

Foram pesados 35,5 g de sulfato de sódio anidro, 3 g de ácido tiobarbitúrico e 

colocado em um béquer. A seguir foram adicionados 500 mL de água destilada. A 

dissolução ocorreu um banho fervente e após o resfriamento a solução foi mantida a 

temperatura ambiente em frasco do tipo duran.  

 

3.10.2 CURVA ANALÍTICA  

 

Para construção da curva analítica foi pesado 154,75 mg de Ácido N- 

Acetilneuramínico, sendo o  volume completado para 25 mL com água destilada em um 
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balão volumétrico finalizando em uma concentração de 2 mM. A partir desta solução 

padrão, a curva analítica foi construída nas concentrações de 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 

0,2; 0,4 e 0,8 mM (SPYRIDAKI; SISKOS, 1996).  

As amostras foram analisadas por espectroscopia na região do visível em 

espectrofotômetro (Shimadzu). As leituras das absorbâncias dessas soluções foram 

efetuadas em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho ótico, no comprimento de onda 

de 549 nm. O ajuste do zero foi realizado com água destilada. O procedimento foi 

realizado em triplicata. Na tabela 2 encontram-se as diluições e as concentrações finais 

de Ácido N- Acetilneuramínico empregadas na curva analítica. 

As absorbâncias médias, correspondentes a três determinações para cada 

concentração de Ácido N-Acetilneuramínico, foram plotadas no eixo das ordenadas e 

as concentrações (mM/mL) no eixo das abscissas. 

Tabela 2.  Concentração referente à curva analítica do Ácido N- Acetilneuramínico, 
determinada por espectrofotometria na região do visível, no comprimento de onda de 
549 nm. As concentrações finais encontram-se expressas em mM/mL. 

Balão 
(10 mL) 

Solução padrão 
(mL) 

Diluente 
(mL) 

Concentração 
(mM/mL) 

1 0,0625 9,9375 0,0125 
2 0,1250 9,8750 0,025 
3 0,2500 9,7500 0,05 
4 0,5000 9,5000 0,1 
5 1,0000 9,0000 0,2 
6 2,0000 8,0000 0,4 
7 4,0000 6,0000 0,8 
 

A curva padrão e sua respectiva equação da reta foram determinadas através do 

estudo de regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados. Os valores 

experimentais foram tratados estatisticamente, através da análise de variância - 

ANOVA. 

 

3.10.3 DOSAGEM DO ÁCIDO SIÁLICO 

 

Em uma estante foram colocados tubos de ensaio referentes ao número de 

amostras que foram analisadas. Primeiramente foram pipetados 200 µL da amostra, em 

seguida, 100 µL da solução de periodato. Os tubos foram agitados e deixados por 30 
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minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 1 mL do reagente arsenito 

em cada um dos tubos, os quais foram agitados até o desaparecimento da cor marrom 

amarelada. Foram adicionados 3 mL do reagente ácido tiobarbitúrico em cada amostra 

e os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100°C p or 15 minutos, retirados e 

colocados em banho de gelo por 5 minutos. Após o resfriamento, alíquotas de 2 mL 

foram transferidas para um tubo de ensaio contendo 2 mL de ciclo-hexanona. Os tubos 

foram agitados e centrifugados por 5 minutos a 2000 RPM. A fase superior foi retirada 

com o auxílio de uma pipeta e transferida para cubeta de quartzo a fim de efetuar leitura 

da absorbância a 549 nm em espectrofotômetro. A água foi usada como branco para 

calibrar o aparelho. 

A concentração de AS foi então calculada por interpolação de valores de 

absorbância na curva de calibração obtida com diluição seriada. 

 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados foram expressos como a média e desvio padrão da média. Para 

a avaliação estatística, foi utilizada a análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 

Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05. Os dados foram 

analisados através do software StateSoft® (StateSoft. Software, 1993). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Curva de Calibração do ácido siálico 

 

A Tabela 3 apresenta as absorbâncias, média, Desvio Padrão (DP) e Desvio 

Padrão Relativo (DPR) correspondente à concentração de AS relativas a cada uma das 

diluições do padrão. 

 

Tabela 3.  Valores referentes às absorbâncias, média ± Desvio Padrão (DP) e Desvio 
Padrão Relativo (DPR) para a construção da curva de calibração do AS (Neu5Ac) por 
espectrofotometria na região do visível a 549 nm (n=3).  
CONCENTRAÇÃO 

(mM/mL) 
ABSORBÂNCIAS MÉDIA± DP DPR 

0,0125 0,072 0,065 0,054 0,063667 ± 0,0090 14,25200 
0,025 0,095 0,068 0,086 0,083000 ± 0,0137 16,56353 
0,05 0,161 0,103 0,169 0,144333 ± 0,0360 24,95509 
0,1 0,312 0,268 0,300 0,293333 ± 0,0227 7,753965 
0,2 0,528 0,532 0,582 0,547333 ± 0,0300 5,497337 
0,4 1,086 1,029 1,123 1,079333 ± 0,0473 4,387271 
0,8 2,107 2,150 2,128 2,128333 ± 0,0215 1,010271 

DP = Desvio Padrão; DPR = Desvio Padrão Relativo. 
 

A Figura 10 apresenta a curva de calibração e a equação da reta, sendo as 

mesmas obtidas por regressão linear pelo método dos mínimos quadrados para o AS. 

A equação da reta para o método foi: y = 2,6339x + 0,0226; onde x é a 

concentração em mM/mL e y a absorbância, apresentando  um coeficiente de 

correlação (R2) igual a 0,9999. A curva de calibração do AS (Figura 10) apresentou 

regressão linear significativa (p< 0,05), não havendo desvio significativo da linearidade 

(p> 0,05). De acordo com os resultados, os dados mostram que a curva de calibração 

pode ser utilizada para a interpolação de valores experimentais, visando à 

determinação quantitativa de AS, conferindo desta forma, a validade do método 

desenvolvido em termos de linearidade. 

Na Tabela 4 encontram-se descritos os valores obtidos, tratados 

estatisticamente através de análise de variância (ANOVA). 
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Figura 10 – Representação gráfica da curva de calibração do Ácido Siálico, obtida por espectrofotometria 
na região do visível, λ= 549 nm, (n=3). 

 

Tabela 4  – Análise de variância (ANOVA) correspondente as absorbâncias obtidas na 
determinação da curva de calibração do Ácido Siálico.  

FONTE DE 
VARIAÇÃO gl 

SOMA DOS 
QUADRADOS 

QUADRADO 
MÉDIO F.calculado F.tabelado 

Entre amostras 4 0,4837767 0,1209442 121,29457* 4,53 
Regressão linear 1 0,4830194 0,4830194 484,4188* 5,99 
Desvio de linearidade 3 0,0007573 0,0002524 0,25316** 4,76 
Resíduo 6 0,0059827 0,0009971     
Total 14 0,489759333       
* Significativo para p< 0,05; ** Não significativo para p> 0,05; gl: grau de liberdade. 
 

4.2 Contagem das células B16F10 e células Vero in vitro 

 

A Figura 11 mostra os resultados obtidos após a contagem das células em 

cultura, onde é observado que o número de células B16F10 foi estatisticamente maior 

(p< 0,05) após 24, 72 e 96 horas quando comparado ao número de células Vero. No 

período de 48 horas não houve diferença significativa. 

Após 24 horas de incubação o número de células B16F10 foi de 5,66 x103 

células/ 100 µL e o de Vero foi de 3x103 células/ 100 µL. Em 48 horas o número de 

células B16F10 foi de 14,33 x103 células/ 100 µL e o de Vero 13,33x103 células/ 100 µL, 
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nas 72 horas o número de células B16F10 foi de 44,66 x103 células/ 100 µL e o de Vero 

35,33x103 células/ 100 µL. No último período analisado, o número de células B16F10 foi 

de 82x103 células/ 100 µL e de Vero 59,33x103 células/ 100 µL.  

 

  
Figura 11 Comparação entre o número de células em diferentes horas entre células Vero e células 
B16F10. a p< 0,05 quando comparado com B16F10 em 24 horas; b p< 0,05 quando comparado com 
células B16F10 em 72 horas; c p< 0,05 quando comparado com células B16F10 em 96 horas; (n=3). 

 

As células mostraram um perfil de crescimento esperado. Entretanto, podemos 

sugerir que a diferença estatística entre o número de células Vero e B16F10 por 

pertencerem a linhagens diferentes ou também pelo número experimental pequeno 

(n=3). Essas células apresentam o mesmo comportamento in vitro, porém, segundo 

Mayrhofer e colaboradores (2009), quando realizados estudos in vivo as células Vero 

não apresentam características tumorigênicas, pois se trata de uma linhagem de células 

estáveis de rim de macaco não tumorais. Já as células B16F10, são caracterizadas por 

induzir a proliferação celular descontrolada, bem como a metástase, característica do 

melanoma (JUNQUEIRA JR., 1997).  

 

 

 

 

 

a 

b 

c 
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4.3 Resultados da indução do tumor 

 

4.3.1 Análise morfológica e histológica 
 

As Figuras 12 e 13 mostram a diferença entre os animais tratados por via 

subcutânea, com 100 µL de células Vero (2x105) na coxa esquerda e com 100 µL de 

células B16F10 (2x105) na coxa direita. A Figura 12 mostra a coxa esquerda de um 

camundongo após 24 horas da administração de células Vero, apresentando um 

aspecto normal, onde não se observou alterações visíveis a olho nu. Após 24 horas da 

administração das células B16F10, observou-se a presença de uma mancha com 

bordas irregulares, com pigmento de coloração escura, indicando a presença de 

melanina (Figura 13).  

 

                                                                                                 
Figura 12.  Coxa esquerda normal, após 24                    Figura 13. Tumor na coxa direita do camundongo                                                                                                       
horas da administração de células Vero.                      24 horas após a administração das células B16F10. 

 

 

A Figura 14 mostra o aspecto morfológico das coxas dos camundongos após 15 

dias da administração das células Vero (A) e B16F10 (B). A Figura 14A mostra um 

aspecto normal e sem alterações visíveis a olho nu. Na Figura 14B, observa-se a 

morfologia do tumor, que se apresenta de forma arredondada ou ovóide, superfície 
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multinodular irregular definida por uma fina cápsula (indicada pela seta na Figura 14B). 

 

 
Figura 14. Coxas de camundongos 15 dias após a administração de células Vero (A) e células B16F10 

(B).  
 

Estas mesmas características morfológicas foram observadas por Conesa e 

colaboradores (2009), utilizando o modelo experimental de melanoma murino com 

administração de 106 células B16F10 em 200 µL de meio de cultura, por via subcutânea 

na região inguinal esquerda. 

Vários trabalhos citam diferentes quantidades de células administradas nos 

animais, que variam de acordo com o modelo utilizado e o objetivo do trabalho. 

Guruvayoorappan e Kuttan (2007) utilizaram 106 células para induzir metástase 

pulmonar em camundongos C57BL/6, por via endovenosa caudal. Conesa e 

colaboradores (2009) utilizaram 106 células por via subcutânea e 105 células por via 

endovenosa na veia caudal no modelo metastático. Já o estudo de Parlakian e 

colaboradores (2010), utilizaram administração de 5x105 células B16F10 por via 

endovenosa na veia caudal e 103 células B16F10 por via intraperitoneal para analisar o 

número de metástases em determinados órgãos. Zhao e colaboradores (2010) 

administraram por via subcutânea 105 células B16F10 na coxa direita dos 

camundongos, para avaliar o efeito de uma citocina adicionada em células B16F10 e 

sua capacidade de ativar uma resposta anti-tumoral. Em nosso estudo, foram 

administradas 2x105 células por via subcutânea com o objetivo de analisar a 

B A  
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concentração de ácido siálico no início do processo tumoral com uma concentração 

menor de células B16F10 e relacionar com a concentração de AS no início da lesão.  

A análise histológica, realizada por microscopia de luz em cortes das coxas dos 

animais tratados com células Vero (grupo Controle) e células B16F10, são 

apresentadas na Figura 15. Na Figura 15A verifica-se a presença musculatura normal, 

da coxa de um camundongo 24 horas após a administração das células Vero.  

 
Figura 15. Fotomicrografia da coxa do camundongo tratado com células Vero (A) e células B16F10 (B). 
Aumento de 10x. 

 

O corte histológico do grupo tratado com células Vero, não mostrou morfologia 

alterada, e não foram observados comprometimentos estruturais ou proliferação celular 

que indique um processo tumoral. Desta forma, nota-se que essas células não tem a 

capacidade de induzir a formação tumoral.  

A Figura 15B mostra a fotomicrografia da coxa de um camundongo tratado com 

células B16F10 após 24 horas, onde pode se observar agregados de células epiteliódes 

e pigmento de melanina intracitoplasmático. A diferença histológica demonstrada na 

Figura 15A e B confirmam o potencial tumorigênico das células B16F10. 

Na Figura 16A observam-se grupos compactos de melanócitos arredondados 

ou poligonais, com citoplasma amplo e claro, cromatina irregular e a migração de 

melanócitos da epiderme (ep) para a derme (der) e para os folículos pilosos. Na Figura 

16C observam-se grupos de melanócitos com citoplasma amplo e claro, núcleos 

hipercromáticos (indicados pela seta na Figura 16C), moderado grau de polimorfismo, 

núcleos vacuolizados (indicados pelo asterisco na Figura 16B), nucléolos eosinofílicos 

e proeminentes, e mitoses atípicas (indicadas pela seta na Figura 16B).  
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Figura 16. Fotomicrografia característica de melanoma subcutâneo. A – aumento de 100x; B – mitoses 
atípicas (indicada pela seta, aumento de 400x), e núcleos vacuolizados (indicado pelo *, aumento de 
400x) e C – condensação de cromatina (indicada pela seta, aumento de 400x). 

 

Na Figura 16C, também se observa grande quantidade de grânulos de 

melanina dispersos no citoplasma, circundados por delicada rede de reticulina. A 

presença dos grânulos de pigmento de coloração marrom é devido a um aumento da 

melanina no citoplasma e entre as células, o que confirma o diagnóstico de neoplasia 

de células melanocíticas. Nos cortes histológicos realizados neste trabalho, não foram 

observados vasos sanguíneos. 

O estudo de Novak e colaboradores (2003), após a administração subcutânea 

de 106 células B16F10 em camundongos C57BL/6, realizaram cortes histológicos 

aproximadamente 30 dias após a administração das células, e observaram pequenas 

áreas necróticas e células com variados graus de condensação de cromatina.  

Conesa e colaboradores (2009), também realizaram análises microscópicas, 

em modelo experimental de melanoma murino em camundongos, com administração de 

106 células B16F10 em 200 µL de meio de cultura, por via subcutânea na região 

inguinal esquerda. As análises histológicas foram realizadas no vigésimo primeiro dia 
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após a indução do tumor. Foi observada a presença de núcleos volumosos com 

nucléolos eosinofílicos, e não foi relatada a presença de mitoses atípicas. 

O mesmo padrão histológico observado em melanoma murino com a 

administração de células B16F10, por via subcutânea em camundongos C57BL/6, é 

também observado em humanos. O estudo que demonstra essas mesmas 

características histológicas, foi realizado por Hamodat e Alhumidi (2009) através da  

análise histológica de pacientes com  melanoma na fase metastática  e também 

evidenciaram a presença de  células com núcleos hipercromáticos, nucléolos 

proeminentes e  a presença de mitoses. 

 

 

4.3.2 Análise bioquímica do ácido siálico em modelo  de melanoma murino em 

camundongos C57BL/6 

 

Os dados apresentados na Figura 17 mostram as diferenças das concentrações 

de AS nos três grupos experimentais estudados em diferentes dias. Os resultados são 

expressos como as médias das concentrações de cada grupo. No primeiro dia ocorreu 

um aumento significativo (p< 0,05) na concentração de AS no soro dos animais com 

Melanoma (30 %), quando comparado com o grupo Controle. Entretanto, os animais 

tratados com as células Vero não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

Controle. As concentrações de ácido siálico do grupo com Melanoma no quarto, oitavo 

e décimo quinto dia são aumentadas com relação ao grupo Controle, entretanto não há 

diferença significativa. 

A diferença significativa na concentração de AS no primeiro dia entre o grupo 

com Melanoma e o grupo Controle pode estar relacionada com mudanças na 

composição das glicoproteínas responsáveis pelas moléculas de adesão celular, que 

apresentam resíduos de AS. Esses dados sugerem o envolvimento do AS no início do 

processo tumoral, mesmo utilizando concentrações inferiores de células B16F10 (2x105 

células/ 100µL), quando comparada a outros trabalhos que utilizam 106 células, e 

relacionam o aumento da concentração de AS no processo metastático e não no início 

da lesão. 
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O estudo realizado por Leyon e colaboradores (2005) em modelo de metástase 

em camundongos C57BL/6, através da administração de 106 células B16F10 em 50 µL 

de PBS por via intravenosa, demonstrou que a concentração de AS estava aumentada 

no grupo com melanoma (113,0 µg/mL) quando comparada ao grupo controle (25,1 

µg/mL). A dosagem foi realizada vinte e um dias após a administração das células 

B16F10, através do método tiobarbitúrico. 

 

 
Figura 17. Comparação da concentração de AS em camundongos com melanoma, células Vero e 
controle. a p< 0,05 quando comparado ao grupo Controle; b p< 0,05 quando comparado ao grupo com 
Melanoma; c p< 0,05 quando comparado ao grupo Controle; (n=5). 

 

Outro trabalho que demonstra o envolvimento do AS em processos tumorais é o 

estudo de Chang e colaboradores (2006) que avaliou o efeito da Soyasaponina I, um 

composto que inibe a enzima sialiltransferase, promovendo uma diminuição das 

ligações glicosídicas α2,3 com o AS nas células B16F10, para isso, 1 x 106 células/ mL 

em PBS foram previamente tratadas com o composto. Após, 2 x 105 células em 200 µL 

foram administradas em camundongos C57BL/6 por via intravenosa (modelo de 

metástase). Os animais foram sacrificados no décimo quarto dia após a administração 

das células e a média do número de metástases dos animais foi avaliada. Os autores 

observaram que os animais que receberam as células tratadas com o composto 

apresentaram um número menor de metástases (111 para a concentração de 25 µM e 

47 para a concentração de 75 µM) em relação ao grupo que recebeu células não 

tratadas (192 metástases). Portanto, os pesquisadores sugerem que a concentração de 

a  b, c  
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AS está intimamente relacionada com o processo de metástase.  

Um estudo em humanos, realizado por Vural e colaboradores (1999), avaliou a 

concentração de AS em indivíduos com carcinoma de células basais, queratose 

actínica e indivíduos saudáveis, e demonstraram que a concentração de AS está 

relacionada com o estágio e a progressão do tumor, sendo que quanto maior a 

concentração de AS, maior é a malignidade. 

O aparecimento de um aumento tumoral após 15 dias da administração das 

células e a falta de diferença significativa na concentração de ácido siálico entre o 

grupo com Melanoma e o grupo Controle pode ser devido à baixa expressão ou a perda 

de moléculas de adesão das células tumorais, que segundo Johnson (1991), pode 

ocorrer quando as células perdem as conexões com as células vizinhas, e assim, 

perdem alguns controles regulados pelo contato celular, invadindo os tecidos 

conectivos, sistema vascular e linfático para atingir o local de formação de metástase 

em um órgão distante.  

Outra consideração importante é que em casos de melanoma ocorre a perda da 

E-caderina e as ligações ocorrem através da N-caderina (HAASS; HERLYN, 2005). 

Ciolczyk-Wierzbicka e colaboradores (2002) caracterizaram os oligossacarídeos 

componentes da N-caderina de diferentes linhagens de melanoma in vitro, 

demonstrando que os N-glicanos da N-caderina são diferentes nas linhagens celulares 

de melanoma metastático de uma maneira a tornar as células mais invasivas.  Mas em 

camundongos, o perfil dessas moléculas é diferente do perfil de humanos, refletindo em 

uma organização estrutural diferente (LI; HERLYN, 2000), o que também pode explicar 

a diferença não significativa no quarto, oitavo e décimo quinto dia. 

Com a migração dos melanócitos da epiderme para a derme, observada no 

primeiro dia após a administração das células B16F10, evidenciada pela análise 

histológica (Figura 16A, página 66) pode-se justificar o aumento do AS no início do 

processo tumoral, pois nessa fase ainda existe um aumento da expressão de E-

caderina, mas quando o tumor é invasivo  existe a expressão de N-caderina (LI; 

SATYAMOORTHY; HERLYN, 2001), e as concentrações de AS do grupo com 

Melanoma não são aumentadas, no quarto, oitavo e décimo quinto dia, com relação ao 

grupo Controle, pois nessa fase  as células perdem a capacidade de aderir umas as 
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outras, porque diminui a expressão de E-caderina. Portanto pode-se sugerir que a 

diminuição da concentração de AS ocorre quando diminui a expressão de E-caderina e 

aumenta N-caderina. 

Em relação às concentrações de AS do grupo com células Vero, observou-se 

um aumento na concentração de ácido siálico de 34 % quando comparado ao grupo 

com Melanoma e 42 % quando comparado ao grupo Controle no quarto dia após a 

administração das células. Esse aumento pode ser devido à resposta imune dos 

animais por se tratar de células epiteliais de rim de macaco administradas em 

camundongos. 

Não foram encontrados trabalhos que relacionem o aumento das concentrações 

de AS no início do melanoma, apenas o aumento na fase metastática. Portanto, este é 

o primeiro trabalho que sugere o envolvimento do AS no início do processo do 

melanoma, provavelmente devido a adesão das células na fase de proliferação anormal 

dos melanócitos que ocorre na epiderme, onde se localizam essas células (TOBIN; 

BYSTRYN, 1996). 

 

4.4 Análise bioquímica do ácido siálico em modelo d e infecção herpética com 

HSV-1 em camundongos Balb/c 

 

A Figura 18 mostra a concentração de AS em diferentes dias do grupo tratado, 

com administração intraperitoneal de 102 PFU de HSV-1, e o grupo controle. Os 

resultados foram expressos como as médias das concentrações. Como podemos 

observar a concentração de AS, no primeiro dia após a infecção no grupo tratado 

(0,385107 mM/mL) está aumentada 25 % com relação ao controle (0,307908 mM/mL), 

sendo esta diferença significativa (p< 0,05), mesmo com a administração de uma baixa 

quantidade de vírus nos animais. Esse aumento pode estar relacionado com a biologia 

do vírus, através da fusão de glicoproteínas do envelope viral com a membrana 

plasmática da célula hospedeira. Não foram encontrados estudos que relacionem a 

concentração de AS no início da infecção herpética, sendo este, o primeiro estudo que 

demonstra o envolvimento do AS no modelo utilizado. 
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Figura 18. Comparação da concentração de ácido siálico do grupo infectado com vírus (HSV-1) e 
controle (CTL) nos diferentes dias do experimento. a p< 0,05 quando comparado ao grupo Controle; 
(n=6). 

 

De acordo O’Donnell e colaboradores (2010) sabe-se que o processo de 

entrada do HSV-1 ocorre através da ligação com o sulfato de heparano (receptor 

expresso na superfície e na matriz extracelular) com as glicoproteínas virais gB ou gC. 

Esta ligação permite que a gD se ligue aos receptores celulares promovendo a fusão do 

envelope viral com a membrana plasmática da célula hospedeira, permitindo a 

liberação do capsídeo e das proteínas do tegumento viral no citoplasma da célula.  

Devido a sua localização terminal em glicoproteínas e glicolipídios, o AS é o 

sítio de ligação de muitos organismos patogênicos (VARKI, 2008). Alguns membros dos 

poliomavirus, rotavirus, ortomixovirus e adenovirus se ligam ao AS presente na 

superfície celular do hospedeiro (DUGAN; GASPAROVIC; ATWOOD, 2008). 

O estudo de Schwegmann-Webels e Herrler (2006) mostra que em algumas 

infecções causadas por coronavirus, o AS (9-O-Acetilado) serve como um receptor 

determinante da infecção. Nestes casos, assim como em infecções causadas pelo 

Influenza, os vírus produzem uma enzima que cliva a ligação entre o AS e as 

glicoproteínas da célula do hospedeiro, permitindo desta forma a entrada do vírus na 

célula. 

No estudo de Rossi e Paltrinieri (2009), foi realizada a dosagem de AS, 

utilizando um kit comercial, com o objetivo de utilizar o AS no diagnóstico de infecção 

por coronavirus felino (FCoV) em gatos. No estudo não houve diferença significativa na 

a  
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concentração de AS entre os grupos experimentais (grupo A = controle soronegativo; 

grupo B = controle soropositivo; grupo C = peritonite infecciosa felina; D = tumor e E = 

inflamação) demonstrando que o mesmo não pode ser utilizado no diagnóstico dessa 

doença. 

O trabalho de Teuton e Brandt (2007) evidenciou a presença de AS em uma ou 

mais glicoproteínas virais e que essas são críticas para manter a infectividade do HSV-

1. Outra evidência é que as glicoproteínas virais possuem ligações α2,3 e α2,6, mas a 

infectividade é mantida através das ligações α2,6, possibilitando desta forma, a 

identificação de tratamentos para a prevenção da infecção por HSV-1.  

A partir dos resultados obtidos com o experimento realizado em 15 dias e da 

observação do aumento significativo nas primeiras 24 horas após a infecção, avaliamos 

o envolvimento do ácido siálico a partir de 30 minutos após a infecção com HSV-1. 

Os dados apresentados na Figura 19 mostram a concentração de AS em 

camundongos infectados com 102 PFU de HSV-1, administrados intraperitonealmente, 

seguido de coletas de sangue do grupo infectado em 30, 60, 120 e 1440 minutos após 

a infecção e do grupo controle. 

Os resultados das concentrações de AS demonstram uma redução significativa 

(p< 0,05) de 23 % na concentração de 30 minutos quando comparada com 120 

minutos. Os dados foram expressos como as médias das concentrações. 

A diferença significativa (p < 0,05) na concentração de AS entre 30 minutos e 

120 minutos após a infecção, demonstra o envolvimento do AS na entrada do vírus na 

célula.  

Segundo Atanasiu e colaboradores (2007), a ligação das glicoproteínas virais 

do HSV com receptores na membrana plasmática da célula hospedeira promove a 

fusão das membranas. Esta fusão requer o rompimento das membranas lipídicas e 

desta forma o material viral entra na célula hospedeira. 
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Figura 19. Comparação da concentração de ácido siálico do grupo infectado com vírus (HSV-1) e 
controle (CTL) em diferentes minutos após a infecção. a p< 0,05 quando comparado com 120 minutos 
após a infecção; (n=6). 

 

  De acordo com Nicola e Straus (2004), in vitro a entrada do HSV-1 nas células 

Vero é rápida e pode ocorrer em 30 minutos. Após o HSV penetrar na membrana 

plasmática, o capsídeo é liberado no citosol, em seguida, os microtúbulos impulsionam 

o capsídeo para a região nuclear. Os dados referentes ao tempo de infecção também 

foram observados por Hazrati e colaboradores (2006), em uma infecção in vitro por 

HSV-1 em células Vero. Os vírus e as células são mantidos à 4°C para que ocorra 

apenas a adsorção, em seguida são lavadas para retirar o excesso de vírus que não se 

ligaram as células, e logo após são submetidas a incubação de 30 minutos à 37°C, que 

é o período e a temperatura requerida para que o vírus penetre nas células.  

Portanto, a diferença da concentração de ácido siálico entre 30 e 120 minutos 

indica que o ácido siálico pode estar envolvido no processo de entrada do HSV-1 nas 

células. Pois em 120 minutos, os vírus já penetraram nas células e a concentração de 

ácido siálico diminui. O mesmo pode ser observado no experimento anterior, que 

mesmo sem diferença significativa entre as concentrações de ácido siálico entre o 

primeiro e quarto dias após a infecção ocorre uma diminuição no quarto dia, sugerindo 

desta forma, que os novos vírus formados após a replicação estão penetrando em 

outras células. 

 

a  
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4.5 Método Tiobarbitúrico para dosagem de ácido siá lico 

 

O método para dosar o AS no soro de camundongos, nos dois modelos 

experimentais empregados neste estudo (tumoral e viral), se mostrou sensível e capaz 

de detectar as quantidades de AS na curva de calibração, iniciando com 0,0125 

mM/mL, que corresponde a quantidade de 3,86 µg/mL de AS.  

De acordo com Crook e colaboradores (2001) o AS pode ser determinado pelo 

método tiobarbitúrico, tanto no plasma como no soro. Um estudo realizado por 

Guruvayoorappan e Kuttan (2007), avaliou o efeito antimetastático da amentoflavona 

em modelo de melanoma metastático, através da administração de 106 células B16F10 

em camundongos C57BL/6 pela via endovenosa na veia lateral caudal dos animais. As 

concentrações de AS foram determinadas no soro através do método tiobarbitúrico. Os 

animais do grupo controle apresentaram 23,9 µg/mL de AS, enquanto que os animais 

do grupo tratado apresentaram 4,8 µg/mL, o nível basal de animais normais foi de 0,95 

µg/mL.   

Outro estudo que determinou os níveis séricos de AS pelo método tiobarbitúrico 

foi realizado por Balaji e colaboradores (2009). Através das concentrações de AS e 

outras dosagens realizadas foram avaliados o efeito antimetastático e antiproliferativo 

da fração metanólica de Jatropha curcas, após a indução de metástase em 

camundongos C57BL/6, através da administração de 5x105 células B16F10 na veia 

caudal lateral dos animais. O nível basal de AS dos camundongos usados no estudo foi 

de 25 µg/mL, nos animais do grupo controle (não receberam tratamento) a 

concentração de AS foi de 150 µg/mL, já nos animais que receberam o extrato da 

planta nas concentrações de 100 mg/Kg e 200 mg/Kg foi de 70 µg/mL e 30 µg/mL, 

respectivamente e a concentração de AS no soro dos camundongos que receberam 

uma droga utilizada em casos de câncer, a Doxorrubicina, foi de 30 µg/mL. 

Com relação às dosagens de AS em infecções virais, Oladele e colaboradores 

(2002), analisaram as concentrações séricas de AS livre em galinhas infectadas com o 

vírus da Doença de Newcastle da família Paramyxoviridae. Para determinar quais os 

animais estavam infectados, foram realizados testes de inibição da hemaglutinação. As 

dosagens de AS foram realizadas através do método tiobarbitúrico, sendo que os 
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animais infectados apresentaram 0,129 mg/mL de AS e os animais aparentemente 

saudáveis 0,041 mg/mL.  

Outro estudo que relacionou concentrações de AS e doença viral, foi realizado 

em galinhas vacinadas e não vacinadas contra a doença de Newcastle. A dose da 

vacina foi administrada como recomendava o fabricante. As dosagens de AS realizadas 

através do método tiobarbitúrico revelaram que os animais vacinados apresentaram 

níveis elevados de AS (0,075 mg/mL) quando comparado com animais não vacinados 

(0,031 mg/mL), porque a vacina induziu a produção da enzima neuraminidase, a qual 

cliva o AS presente na superfície dos eritrócitos (OLADELE et al. 2007). Não foram 

encontrados artigos que utilizem o método tiobarbitúrico para determinar as 

concentrações de AS em infecções com HSV-1. 

No estudo realizado por Uhlendorff e colaboradores (2009), foram avaliadas as 

alterações da enzima neuraminidase para o surgimento da pandemia da gripe. 

Monocamadas de células Cos 7 em placas de cultura foram incubadas com substratos 

que contém ácido siálico. O AS liberado foi determinado pelo método tiobarbitúrico e a 

partir desses dados a atividade da enzima neuraminidase foi calculada. Os resultados 

mostraram que mudanças funcionais e genéticas da neuraminidase representam um 

indicador da adaptação permanente do vírus da gripe aviária para infectar humanos. 

 

4.6 Perspectivas Futuras 

 

� Realizar estudos imunohistoquímicos no modelo tumoral para ver a expressão 

das Caderinas; 

�  Dosar marcadores tumorais; 

� Dosar a enzima neuraminidase nos modelos estudados; 

�  Realizar dosagens de AS em humanos com infecção herpética e melanoma e 

comparar com o estudo realizado; 

� Realizar dosagens de citocinas e anticorpos no modelo viral e comparar com as 

concentrações de AS. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo indicam que a metodologia empregada para a 

dosagem do ácido siálico se mostrou válida, sensível e capaz de detectar 

concentrações de ácido siálico no soro de 3,86µg/mL. 

De acordo com os resultados encontrados no modelo tumoral, a análise 

histológica da coxa dos camundongos realizados após 24 horas da administração de 

células B16F10 demonstrou grupos compactos de melanócitos arredondados ou 

poligonais, com citoplasma amplo e claro, cromatina irregular, núcleos hipercromáticos 

e vacuolizados, nucléolos eosinofílicos e mitoses atípicas. Sendo essas características 

de células tumorais. Após a realização das dosagens de AS podemos sugerir o 

envolvimento do mesmo no início do processo tumoral, devido ao aumento significativo 

da concentração de AS no grupo com melanoma quando comparado ao grupo controle. 

Nos outros dias analisados a concentração de AS foi maior no grupo com tumor quando 

comparada ao grupo controle, mas não demonstrou diferença significativa. Desta forma, 

através de mais estudos o ácido siálico poderá ser sugerido como possível marcador no 

início do melanoma. 

Em relação à infecção causada pelo HSV-1, os resultados desse estudo 

demonstraram um aumento significativo da concentração do AS no grupo infectado  

com HSV-1, em relação ao grupo controle após 30 minutos e 24 horas da infecção viral. 

Estes resultados sugerem o envolvimento do AS na biologia viral, ou podem estar 

relacionados com a entrada do vírus na célula hospedeira. 

 Entretanto, novos estudos devem ser realizados para comprovar o 

envolvimento do AS durante o processo de fusão viral com a membrana celular do 

hospedeiro, para que o mesmo possa ser considerado como um biomarcador da 

infecção herpética, ou ser usado como alvo para o desenvolvimento de novos fármacos 

capazes de impedir ou inibir o processo de entrada do vírus na célula. 

Estudos futuros são necessários para investigar a concentração de AS em 

indivíduos com infecção herpética causadas pelo HSV-1, bem como em pacientes em 

estágio inicial do melanoma. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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